J

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
Programa de P6s-Graduacao em Fisica - INFIS

Irisnei Luzia Ferreira

Preparacao e caracterizacao de biomateriais poliméricos para avaliacao
da viabilidade de uso como phantom biolégico.

Uberlandia
2016



UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
Programa de P6s-Graduacao em Fisica - INFIS

Irisnei Luzia Ferreira

Preparacao e caracterizacao de biomateriais poliméricos para avaliacao
da viabilidade de uso como phantom biolégico.

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduacgdo em Fisica da Universidade Federal
de Uberlandia, como requisito parcial para
obtencao do titulo de Doutora em Fisica.

Area de Concentracio: Fisica da Matéria
Condensada

Orientador:
Prof.? Dr.? Andrea Antunes Pereira

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA

Uberlandia
2016



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacdo (CIP)
Sistema de Bibliotecas da UFU, MG, Brasil.

F383p
2016

Ferreira, Irisnei Luzia, 1981-

Preparacdo e caracterizacdo de biomateriais poliméricos para
avaliacdo da viabilidade de uso como phantom bioldgico / Irisnei Luzia
Ferreira. - 2016.

164 f. :il.

Orientadora: Andrea Antunes Pereira.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Uberlandia, Programa
de Pds-Graduacdo em Fisica.

Inclui bibliografia.

1. Fisica - Teses. 2. Materiais biomédicos - Teses. 3. Pulmdes -

Radiografia - Teses. . Pereira, Andrea Antunes. Il. Universidade Federal
de Uberlandia, Programa de P6s-Graduagdo em Fisica. I11. Titulo.

CDU: 53




SERVICO PUBLICO FEDERAL
MINISTERIO DA EDUCAGAO :
UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE FiSICA )
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM FiSICA

IRISNEI LUZIA FERREIRA

Tese apresentada a coordenag¢do do
Programa de Pos-graduagdo em fisica.
do Instituto de Fisica da Universidade
Federal de Uberlandia, para obtengdo do
titulo de Doutor em Fisica.

Uberlandia. 19 de Maio de 2016.
BANCA EXAMINADORA

Prot‘ Dld Andma /\ntuncs Puum
Universidade Federal de Uberlandia - UFU

L L\—uyvji-/v O(IM \/L( Q{,&,&’U’—

Prof. Dr. Alexandre Marletta
Universidade Federal de Uberlandia - UFU

~ Prof. D¢/ Daniel Pasquini
L,Jnivcrsi‘dade Federal Li& Uberlandia - UFU

/

- 'Prot Dl [ r/alCI Momm Tuulo
Universidade Federal d@ l)(/ldlo Grosso - EFMT
L

Universidade Federal de Uberlandia - Avenida Jodo Naves de Avila, n® 2121, Bairro Santa Mdnica - 38 400 902 - Uberlandia - MG

Tef Fax: +55 — 34 — 3239-4309 cpgfisica@ufu br http //www infis ufu br



Agradecimentos

A Deus, pela existéncia e possibilidade de concluir mais uma etapa da minha carreira

profissional.

Aos meus pais Abel e Geni e as minhas irmas Helinei e Clerisnei, pela oportunidade
de ter estudado, que sempre se mostraram zelosos e prontos a me ajudar. Pelo amor e

entusiasmo que me abastecem, serei eternamente grata.

Ao meu esposo Marcos pelo apoio, compreensdo e pelo companheirismo inabaldvel. Sem

vocé nenhuma conquista valeria a pena.

A minha orientadora, Prof®. Andrea Antunes Pereira, pela paciéncia, pela amizade, pois
sempre esteve presente, orientando e acompanhando o desenvolvimento do meu trabalho,
por compreender claramente as dificuldades com que me deparava, pois foram muito

importantes para ndo me deixar abater.

Ao HC-UFU por conceder o afastamento de minhas atividades no andamento do meu

doutorado.

Aos amigos no setor de Endoscopia do HC-UFU, pelo apoio e colaboragcdo durante meu

desenvolvimento académico.

Aos colegas de grupo que contribuiram para enriquecer meu conhecimento, pela amizade
e pelo companheirismo que sempre demonstraram e aos que de forma direta ou indireta

contribuiram para o desenvolvimento deste trabalho.

A UFU, ao PPFIS, ao INFIS, ao GEM pela disponibilidade da infra estrutura, e a todos

os professores e funcionarios do INFIS, que sempre foram prestativos e atenciosos.

As agéncias CAPES, FAPEMIG e CNPq, pelos recursos para aquisicio de equipamentos

de informatica.

1ii



iv

"Procure ser uma pessoa de valor
em vez de procurar ser uma pessoa de

sucesso. O sucesso é consequéncia.”

Albert Einstein



Resumo

Palavras Chaves: phantom, raios X, pulmao, radiografia de alta resolucdo, biomateriais, gela-

tina, quitosana.

Os desenvolvimentos tedricos e experimentais na drea de biomateriais t€ém sido aplicados
diretamente a distintos campos da Medicina (odontologia, medicina regenerativa e radiotera-
pia). Esses avancos foram concentrados tanto para diagnosticar doencas como para a quanti-
ficacdo de seus graus de progressdo. Na perspectiva desses estudos, biomateriais estdo sendo
projetados e confeccionados para aplicagdo em diversas dreas da ciéncia, proporcionado avan-
cos no radiodiagndstico, na dosimetria para radioterapia e na calibra¢do de equipamentos ra-
dioterdpicos. Desenvolver um phantom a partir de um biomaterial se tornou um grande aliado
da Medicina no tratamento de pacientes com doencas oncoldgicas, possibilitando melhor de-
sempenho dos equipamentos, com a finalidade de redu¢do dos danos causados ao tecido sadio
devido ao excesso de exposicao a radiacdo. Este trabalho utilizou polimeros: quitosana e gela-
tina para confec¢do das estruturas poliméricas e foi possivel controlar as diferentes formas de
producdo e processamento, caracterizar e avaliar o biopolimero por técnicas fisicas (ELT, MEV,
e DEI) e, por consequéncia, analisar a aplicabilidade como phantom pulmonar de camundongo.
Foi possivel avaliar a morfologia dos biomateriais quantitativamente por microscopia eletronica
de varredura associada a técnica de imagem. A relevancia deste trabalho se concentra em desen-
volver um phantom a partir de biomateriais poliméricos que possa atuar como objeto simulador
fornecendo alto contraste de imagem quando submetido a andlise. Dessa forma, a escolha da
técnica DEI foi satisfatoria uma vez que trata-se de uma técnica de imagem de raios X de alta
resolucdo. As imagens obtidas por DEI tém mostrado os detalhes da microestrutura interna dos
biomateriais produzidos as quais possuem ~ 10 um de dimensao. Os phantoms confeccionados

apresentaram densidade variando de 0,08 a 0,13 g/cm?.



Abstract

Keywords: phantom, X ray, lung, diffraction enhanced imaging, biomaterials, gelatin chitosan.

The theoretical and experimental developments in the biomaterials area have been directly
applied to different fields of Medicine (odontology, regenerative medicine and radiotherapy).
These advances have focused both for diagnosing diseases such as for quantifying degrees of
progression. From the perspective of these studies, biomaterials are being designed and manu-
factured for application in various areas of science, provided advances in diagnostic radiology,
radiotherapy dosimetry and calibration of radiotherapy equipment. Develop a phantom from a
biomaterial has become a great ally of medicine in the treat patients with oncological diseases,
allowing better performance of the equipment in order to reduce damage to healthy tissue due to
excessive exposure to radiation. This work used polymers: chitosan and gelatin, for making the
polymeric structures and controlled for different types of production and processing, characteri-
zing and evaluating the biopolymer by physical techniques (STL, SEM and DEI) and therefore
analyze applicability as phantom mouse lung. It was possible to evaluate the morphology of bi-
omaterials quantitatively by scanning electron microscopy associated with imaging technique.
The relevance of this work focuses on developing a phantom from polymeric biomaterials that
can act as phantom providing high image contrast when subjected to analysis. Thus, the choice
of DEI technique is satisfactory since it is an imaging technique of X-ray high resolution. The
images obtained by DEI have shown the details of the internal microstructure of the biomaterial
produced which have ~ 10 um dimension. The phantoms had made density ranging from 0.08

a0.13 g/cm?.
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1 Introducao

A Fisica é um dos mais antigos e relevantes parceiros da Medicina. Os avangos nas pes-
quisas, no que diz respeito a Fisica, possuem impacto diretamente na drea da Medicina, pois
referem-se a incorporacdo de novas tecnologias. Renomados estudiosos da ciéncia bdsica foram
responsaveis pela descoberta dos métodos de imagem (raios X, tomografia, entre outros) larga-
mente empregados na medicina diagnoéstica [1,2]. A Medicina é responsdvel pela manutencao e
restauracao da saide em decorréncia de sua enorme importancia para toda a humanidade, conti-
nuamente € aprimorada pela introdu¢do de descobertas originadas de outras areas de estudo. No
que diz respeito aos métodos de diagndstico, prevengao e tratamento, a Fisica Médica tornou-se
responsavel na drea da ci€ncia pela ligacdo entre essas dreas do conhecimento.

Diante dessa importancia, a Fisica Médica esta direcionada ao uso dos conhecimentos da
Fisica para a Medicina. Usualmente, sua aplicacio corresponde as dreas de imagens médicas
e radioterapia, embora um fisico médico possa trabalhar nas diversas dreas da satide. Este am-
plo campo de atuacgdo torna a Fisica multidisciplinar, pois aborda conceitos, técnicas bdasicas e
especificidades de Fisica, Biologia e Medicina. No que se refere aos biomateriais e aplica¢des
na Medicina, o fisico tem um importante papel na designacgao, testes e uso clinico do produto.
A Fisica Médica atua em conjunto com outras dreas na elaboracao das bases biomédicas neces-
séarias desde a elaboragdo das estruturas dos servigos radioldgicos, calibracdo de equipamentos
e medi¢des de controle de protecao radioldgica até o controle de qualidade nos equipamentos
fisicos empregados na drea da sadde e pesquisa [3].

A busca pela qualidade de vida tem se tornado um assunto de relevancia na drea da ciéncias

da Vida e Medicina. Os avangos na drea da ciéncia da saide tém proporcionado a populagao
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uma escolha de vida mais sauddvel contribuindo para uma ampliacdo significativa na expec-
tativa de vida do ser humano. Estudos apontam que as doengas de carater multifatorial, cujas
causas de progressdo e instauracdo nao sdo completamente conhecidas, podem ser influenci-
adas pela rotina de trabalhos intensos e ao aumento acentuado do fator estresse. Existe um
crescimento expressivo no surgimento de algumas doencas relacionadas aos habitos de vida
nio saudaveis, como o cancer [4, 5].

Cancer de pulmao, estdmago, figado e colon sdo as maiores causas de morte (por cancer)
a cada ano, cerca de 30% das mortes por cancer se devem a cinco principais fatores de risco:
indice de massa corporal elevado, baixo consumo de frutas, legumes e verduras, falta de ati-
vidade fisica, tabagismo e uso de bebida alcodlica. O uso do tabaco € o fator de risco mais
importante para o desenvolvimento do cancer, sendo responséavel por 22% das mortes (por can-
cer) e 71% das mortes por cancer de pulmao em todo mundo. Os principais tipos de cancer sdo:
pulmao (1,37 milhdes de mortes); estdmago (736.000 mortes); figado (695.000 mortes); colo
retal (608.000 mortes); mama (458.000 mortes); cincer cervical (275.000 mortes)!.

O cancer de pulmao tem sido o tipo de cincer de maior incidéncia no mundo, sendo a
principal causa de morte por cincer. Estima-se que seja responsédvel por cerca de um em cada
cinco mortes por cancer (1,59 milhdes de mortes, 19,4% do total). Em 2012 surgiram em torno
de 1,8 milhdes de novos casos (12,9% do total), dos quais 58% ocorreram em regides menos
desenvolvidas sob influéncia do padriao geografico. A doenca permanece mais comum nos ho-
mens (1,2 milhdes, 16,7% do total), apresentando alta taxa de incidéncia; na Europa Central
e Leste (53,5 por 100.000), leste da Asia (50,4 por 100.000), notavelmente as baixas taxas de
incidéncia sdo observadas no Oriente e na Africa Ocidental (2,0 e 1,7 por 100.000 habitantes,
respectivamente). Nas mulheres as taxas de incidéncia sdo geralmente reduzidas com relagdo
a exposic¢ao histdrica ao fumo do tabaco. Assim, as taxas estimadas sdo mais altas na América
do norte (33,8%) e norte da Europa (23,7%) com uma taxa relativamente alta na Asia Oriental

(19,2%) e as taxas mais baixas, na Africa Ocidental e Oriente (1,1% ¢ 0,8%, respectivamente)l.

Globocan. Disponivel em: globocan.iarc.fr/Pages/fact_sheets_cancer.aspx. Acesso em: 27 maio 2016.
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Devido as dificuldades de diagndstico precoce, considerando que os sintomas costumam
surgir quando a doenca estd em estdgio avancado, o cancer de pulmdo se torna uma das neo-
plasias que apresenta a menor taxa de cura e alta taxa de mortalidade, por se tratar de uma
doenca com um periodo de evolu¢do duradouro e, muitas vezes, levar anos para evoluir até a
descoberta [6,7]. O desafio da Medicina tem sido desenvolver ferramentas, técnicas de diagn6s-
tico e terapia, para aplicacdo nos distintos estdgios de evolucao da doenca pois esta apresenta
na maioria dos casos um progndstico ruim [8].

A Medicina oncoldgica destaca-se num atraente foco de estudo devido aos avangos nos
resultados com relacdo ao tratamento radioterapico e dosimétrico, sendo observado uma preo-
cupacgdo extrema de pesquisadores, ndo somente para o tratamento efetivo da doenga mas sim,
a deteccdo das lesdes cancerigenas em estdgio inicial, proporcionando maior chance de éxito
na cura efetiva do paciente. As pesquisas nessa area tem sido conduzidas a fim de propiciar um
tratamento mais eficaz num periodo precoce da doenca, reducdo dos danos causados ao paciente
devido a radiacio e aumento da probabilidade de cura [9].

Pesquisadores tém utilizado biomateriais com maior frequéncia particularmente, os bio-
materiais estdo sendo empregados na construcdo de phantoms (objeto simulador) para diferen-
tes dreas da Medicina. De uma forma geral sdo materiais utilizados como sistemas biologicos
para avaliar, tratar, aumentar ou substituir qualquer tecido, 6érgao ou funcio do organismo. No
Brasil, meados da década de 90, o desenvolvimento da drea de biomateriais tornou-se relevante
nas atividades de pesquisa cientifica e tecnoldgica.

Atuando em conjunto com o uso de biomateriais para desenvolver um phantom, faz-se ne-
cessario a utilizagdo de métodos de imagens para andlise das propriedades fisicas, tais como:
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Imagem de Alta Resolucdo de Raios X (DEI-
Diffraction Enhanced Imaging) e Espectroscopia de Lente Térmica (ELT) [10-12].

Todo processo de producdo do phantom necessita ser conduzido de forma sistematizada
por técnicas de obtencao de imagem, com a finalidade de relacionar os dados das estruturas qui-
micas formadas com dimensdes realistas. As diversas técnicas de imagens se diferenciam por

fatores como: resolugdo espacial, espessura da amostra, tempo de aquisi¢ao e caracteristicas da
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amostra [13, 14].

A anélise do phantom por técnicas fisicas estd estritamente relacionada a interacdo da luz
com a matéria.Fétons transferem sua energia aos elétrons contidos na matéria e, em resposta a
essa intera¢do, um detector converte os resultados dessa a¢cdo em imagens que podem ser visu-
alizadas ou gravadas para posterior andlise, este evento € de extrema relevancia para exames de
diagnésticos [15-17].

A resposta dos tecidos em interacdo com a matéria depende da sensibilidade do material
quando exposto a radiacdo, da complexidade e caracteristicas desse material, tais como: quali-

dade, quantidade de radiagdo, absorcao e o tempo total de exposi¢ao.

1.1 Estado da arte

Os avangos nas pesquisas em diversas dreas do conhecimento estdo diretamente relacio-
nadas a capacidade de observacdo e investigacdo das estruturas do objeto disponivel para es-
tudo. Desde o aprofundamento dessas pesquisas a qualidade na observacdo dos objetos vem
sendo aprimorada com o desenvolvimento de técnicas Opticas avancadas: microscopia eletro-
nica, raios X, fontes sincrotron, etc.

Em geral, os phantoms devem reproduzir dimensoes e estruturas do tecido a ser simulado
fornecendo bom contraste de imagem nas estruturas visualizadas, ou seja, para €xito no desen-
volvimento, deve-se selecionar adequadamente os materiais destinados a confeccdo do objeto
simulador associando a investigacdo das estruturas formadas a um excelente equipamento de
obtencdo de imagem. Uma variedade de materiais tém sido utilizados no desenvolvimento de
phantoms, sdo eles: resina sintética (acrilica, poliuretano, polietileno, epoxi), parafina, poli-
cloroeteno (PVC), gel a base de dgar e solugcdo aquosa [18]. Estes phantoms sao utilizados
comercialmente, porém sao de alto custo (~ $20,000.00)2 tornando-se inacessiveis aos siste-

mas de saude.

"Disponivel em: supertech-to-go.com/lucascctphls.html. Acesso em: 27 maio 2016.
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Outro ponto importante € a qualidade da imagem gerada pelo phantom com relagio a vi-
sualizac@o das estruturas nos menores detalhes, como por exemplo ndédulos em estagio inicial
(~ 4 mm) [4]. Sabe-se que o cancer de pulmao pode ser detectado como nédulos pulmonares
em radiografias de térax, no entanto a sensibilidade da radiografia convencional para nédulos
pulmonares € insuficiente, especialmente para nédulos pulmonares menores. Radiografia de
torax para detectar nddulos pulmonares com um tamanho médio de 19 mm revelou uma sensi-
bilidade ligeiramente inferior. Estudos revelam que o tamanho médio dos nédulos pulmonares
omitidos em radiografias de térax supera 15 mm [19]. Esta sensibilidade limitada explica por
que o rastreamento de cincer de pulmao, usando radiografias de térax, consistentemente ndao
conseguem demonstrar redu¢do na mortalidade.

Os avancos nas pesquisas em técnicas que utilizam raios X propiciaram o desenvolvimento
de uma técnica capaz de gerar imagens de alto contraste: Diffraction Enhanced Imaging - DEI
foi desenvolvida em 1995 no laboratério National Synchrotron Light Source (NSLS) - Estados
Unidos - destinada inicialmente a pesquisas em mamografia e foi patenteada em 1999. Apli-
cacoes dessa técnica em ciéncias dos materiais t€ém gerado ganhos relevantes no contraste e na
resolugdo, caracterizando-a como potencial utilizagdo em imagiologia [20-22].

Diante de tal fato, existe uma preocupacao a respeito da exposi¢do a radiacdo e dos custos
socioecondmicos relacionados com o excesso de investigacdo de nédulos pulmonares. Portanto,
aumentar a precisao das radiografias de térax na deteccdo de ndédulos pulmonares pode otimi-
zar a detecc¢do do cancer de pulmao, evitando a intensa exposicdo a radiacdo. Desta forma, a
investigacao por radiografia de alta resolucdo (DEI) torna-se um mecanismo eficiente para in-
vestigacao de nddulos pulmonares milimétricos.

A contribuic@o original deste trabalho se refere a aplicacdo da técnica DEI para avaliacdo
dos biomateriais a base de quitosana e gelatina e o desenvolvimento de um polimero-mineral
como modelo para estruturas bioldgicas internas ao phantom inclusas como lesdes intrinsecas

correspondendo aos estdgios de evolugdo da doenca no pulmao.
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1.2 Objetivos

Motivados pelas contribui¢des na drea da Fisica Médica e visando contribuir com os avan-
cOos nas pesquisas, o objetivo desse trabalho foi sintetizar e caracterizar uma matriz tridimen-
sional de quitosana e gelatina para uso no desenvolvimento de um protétipo de phantom para
imagem.

O desafio de utilizar biomateriais naturais para confeccionar um phantom € promissor, uma
vez que o material resultante fornecerda imagens de alto contraste proporcionando andlise de-
talhada das estruturas obtidas em conformidade com o 6rgdo a ser simulado e sua potencial
aplicacdo para investigacao de estruturas nodulares milimétricas e, consequentemente, na dosi-
metria, no radiodiagndstico e calibracdo dos equipamentos radioterapicos.

Dessa forma, fez-se necessdrio analisar os efeitos da interacio da radiacdo em atua¢do com
biomateriais para aplicacio direta nas dreas: radioterapia, radiodiagndstico e dosimetria. Des-
tacando que a aplicabilidade da técnica DEI (imagens de alto contraste produzidas por raios
X) revela em detalhes os contrastes produzidos em biomateriais com estruturas em comparagao

com técnicas convencionais.

i: Objetivos especificos

1. Produzir e caracterizar uma matriz porosa de quitosana e gelatina com a finalidade de

reproduzir a estrutura do pulmao de camundongo;

2. Caracterizar a morfologia do biomaterial qualitativamente e quantitativamente de modo a

obter parametros das caracteristicas morfoldgicas.

3. Avaliar o comportamento da matriz tridimensional de quitosana e gelatina por técnica de

imagem de raios X.

4. Avaliar a aplicabilidade do phantom produzido em comparagdo com resultados da litera-

tura nos quais a estrutura do pulmao de camundongo € caracterizada.
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O desenvolvimento do phantom foi estruturado por etapas: Primeiro: dimensionar as estru-
turas em conformidade com o 6rgdo; Segundo: selecionar os biomateriais adequados; Terceiro:
confeccionar os filmes e estruturas; Quarto: analisar as estruturas resultantes utilizando técni-
cas fisicas e Quinto: obter o phantom de acordo com as estruturas adequadas apds as andlises

estruturais. As etapas do desenvolvimento podem ser visualizadas na Fig. 1.1.

Figura 1.1: Trabalho estruturado por etapas.

. Etapas do desenvolvimento

Dimensionamento das estruturas

v

Selecdo dos biomateriais

Producao dos biofilmes

Analise por técnicas fisicas

=
=

‘] Phantom

Fonte: Elaborada pelo autor.

Contudo, foi confeccionado, através da sintese e caracterizacao de biomateriais, um objeto
simulador (phantom de camundongo) equivalente ao pulmao, capaz de fornecer imagens de alto

contraste com aplicagdes em dosimetria, sistemas de diagndstico e calibracao de equipamentos.
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ii: Estrutura da tese

O primeiro capitulo esta destinado a introduc¢do, com breve discussio sobre a proposta da
pesquisa, explicando a principal motivacdo para a realizacdo do presente trabalho bem como
sua contribui¢do original.

No segundo capitulo efetua-se uma breve andlise da anatomia e fisiologia pulmonar, assim
como a anatomia pulmonar do camundongo.

No terceiro capitulo apresentam-se consideracdes sobre a origem e funcionalidade do phan-
tom de acordo com a padronizacdo seguida para sua confeccio a partir dos biomateriais. Dessa
forma, faz-se necessario discutir sobre as normas ICRU para utilizacdo dos biomateriais com a
finalidade de obter um objeto simulador. Contudo, o capitulo sera finalizado com a apresenta-
cdo da proposta dimensional para o protétipo do phantom de pulmao.

No quarto capitulo serdo discutidas as propriedades fisicas e quimicas dos biomateriais
(quitosana e gelatina) utilizados para elaborag¢do do phantom, assim como os meios de obten-
cdo dessa matéria prima, as dilui¢des utilizadas para obter o phantom de forma que ele apresente
as mesmas propriedades de interagdo com o 6rgdo, neste caso, o pulmao.

No quinto capitulo serdo apresentadas as técnicas utilizadas para determinagdo das propri-
edades dos biomateriais confeccionados neste trabalho: espectroscopia de lente térmica, tomo-
grafia por coeréncia 6ptica, microscopia eletronica de varredura e radiografia de alta resolugdo,
para melhor compreensdo dos resultados obtidos.

No sexto capitulo as diversas metodologias de preparacdo dos biomateriais e elaboracdo
do phantom proposto neste trabalho serdo apresentados, assim como as diferentes proporc¢oes e
concentracoes dos biomateriais poliméricos produzidos.

No sétimo capitulo serdo apresentados os resultados obtidos na caracterizacao das estrutu-
ras produzidas, com relagdo a resposta da interacdo da radiagdo do biomaterial produzido por
técnicas fisicas e, por consequéncia, o €xito na aplicabilidade deste objeto simulador compa-
rando as estruturas formadas com as estruturas de um pulmao.

No oitavo capitulo sdo apresentadas as conclusdes e sugestoes para trabalhos futuros.
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2  Anatomia e fisiologia do pulmao

O pulmao € o 6rgdo essencial na respiracdo, trata-se de duas visceras situadas, uma de cada
lado, no interior do térax e onde ocorre o encontro do ar atmosférico com o sangue circulante,
fazendo-se entdo as trocas gasosas (hematose). Localiza-se do diafragma até um pouco acima
das claviculas e justaposto as costelas. O pulmao direito € mais espesso e mais largo que o
esquerdo e, também, um pouco mais curto pois o diafragma é mais alto no lado direito para
acomodar o figado. O pulmao esquerdo possui uma concavidade caracteristica para acomodar
0 coragdo [23-25]. Cada pulmao t€ém uma forma que lembra uma piramide com um apice, uma

base, trés bordas e trés faces [26], conforme anatomia apresentada na Fig. 2.1.

Figura 2.1: Anatomia pulmonar - vista anterior.
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O apice do pulmao esta voltado cranialmente e tem forma levemente arredondada. A base
do pulmao apresenta uma forma concava, apoiando-se sobre a face superior do diafragma, sendo
que a concavidade da base do pulmao direito € mais profunda que a do esquerdo devido a pre-
senca do figado.

Os pulmdes apresentam caracteristicas morfoldgicas diferentes: o direito € constituido por
trés lobos divididos por duas fissuras. Uma fissura obliqua que separa lobo inferior dos lobos
médio e superior e uma fissura horizontal, que separa o lobo superior do lobo médio. O pulmao
esquerdo € dividido em um lobo superior e um lobo inferior por uma fissura obliqua.

Cada lobo do pulmao se divide em 16bulos separados por septos e todos os 16bulos contém
um vaso linfatico, uma arteriola, uma vénula e um ramo de um bronquiolo terminal. O pulmao
¢ constituido por uma substincia esponjosa leve, mas altamente eldstica, denominada parén-
quima, que permite a expansao e contragdo dos mesmos e as trocas gasosas.

O tamanho, o peso e a densidade pulmonar sdo apresentados na Tab. 2.1 e correspondem
a valores médios encontrados num adulto jovem saudavel (feminino/masculino) com massa de
70 kg. Em mulheres, os volumes e capacidades pulmonares sao cerca de 20% a 25% menores do
que nos homens e, evidentemente, apresentam valores maiores em pessoas maiores e atléticas

do que nas pessoas asténicas e pequenas [27,28].

Tabela 2.1: Dimensao pulmonar num adulto jovem sauddvel.

Pulmao H Jovem saudavel ’

Peso 900 g/1100 g (fem./masc.)

Tamanho (adulto) 16 cm/18 cm (fem./masc.)

Tamanho (adolescente) || 10 cm/12 cm (fem./masc.)
Densidade 0,29 g/cm?

2.1 Caracteristicas dos estagios patologicos

Com a finalidade de incluir alteragdes na estrutura pulmonar produzida de forma a carac-
terizar um estagio patolégico, apresenta-se neste item um pequena descricdo das principais

caracteristicas dos estagio patolégicos.
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Para devida andlise de nédulos pulmonares € importante destacar as classificacdes dos ti-
pos de tumores mais comuns: adenocarcinoma, carcinoma de células escamosas, carcinoma
de grandes células e carcinoma de pequenas células. O esquema de classificacdo € 1til para o
devido tratamento e chance de cura do paciente para isto, utiliza-se a padronizacao pela nomen-

clatura TMN: Tumor, Linfonodo e Metastase [29].

T: Tumor Primario

TX: Tumor primdrio que ndo pode ser avaliado e ndo € visualizado por imagens ou andlise

patoldgica.
TO: Nenhuma evidencia do tumor primadrio.
T1: Tumor com trés centimetros ou menos, envolvido por pulmao ou pleura visceral.

T2: Tumor com mais de tré€s centimetros no maior didmetro, envolve o bronquio principal, a

pleura visceral, regido hilar mas nao envolve todo o pulmao.

T3: Tumor de qualquer tamanho que invade diretamente qualquer das seguintes estruturas:

parede tordcica, diafragma, pleura mediastinal, pericardio parietal.

T4: Tumor de qualquer tamanho que invade qualquer das seguintes estruturas: mediastino,

coragdo, grandes vasos, traqueia, esdfago, corpo vertebral, carina.

N: Linfonodos
NX: Linfonodos que ndo podem ser avaliados.
NO: Nenhuma metéstases para linfonodos.

N1: Metastase para linfonodo peribronquico e/ou linfonodos hilar e linfonodos intrapulmonar

envolvido por extensao direta do tumor primario.

N2: Metastase para linfonodos mediastinal.
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N3: Metéstase para linfonodos mediastinal contralateral, hilar contralateral ou linfonodos su-

praclaviculares.

M: Metastase a Distancia

MX: Presenca de metdstases a distancia ndo pode ser avaliada.
MO: Auséncia de metdstases a distancia.

M1: Presencga de metdstases a distancia. N6dulo em lobo pulmonar diferente do tumor prima-

rio e classificado como M1.

Pelas caracteristicas e acometimento dos tumores pulmonares as referéncias de acordo com
o tamanho, invasdo e presenca de nédulos podem ser visualizadas na Tab. 2.2. Os ndédulos
pulmonares variam de tamanho 4 — 20 mm, com grau especifico para malignidade: < 4 mm 0%
de malignidade; 4 — 7 mm 1% de malignidade; 8 — 20 mm 15% de malignidade; > 20 mm 75%

de malignidade.

Tabela 2.2: Referéncias e tamanhos dos tumores pulmonares.

‘ Ref.ﬂ Diametro do tumor H Invasio H Noédulos
T1 || T1, <2 cm; N3ao tem invasao N3ao tem invasao lobular
2em<Tl, <3 cm
T2 | 3em<T2,<5cm; Visceral pleural N3ao tem invasao lobular
Sem < T2, <Tcm
T3 || T3 >7cm Toracica, diafragma, me- || N6dulos no mesmo l6bulo
diastino pleural, pericdrdio
T4 || Qualquer tamanho Coragdo, grandes vasos, || Nodulos em outro 16bulo
traqueia, esofago, coluna
vertebral
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2.2 Pulmao de camundongo

O camundongo € um dos animais mais utilizados para pesquisas em laboratdrio. Os seres
humanos e os camundongos sdo surpreendentemente similares quanto as caracteristicas genéti-
cas, bioldgicas e até comportamentais.

No que diz respeito a fisiologia compartilham cerca de 95% similaridade dos genes, isto
permite que cientistas realizem experiéncias em camundongos, conduzindo a um melhor diag-
nostico e tratamento de vérias doengcas. No camundongo € possivel manipular diretamente seu
genoma, para simular diversas doencas especificas humanas quando se conhece o gene causa-
dor, em busca de tratamento e/ou cura.

A seguir, destacam-se as vantagens de se utilizar o camundongo como cobaia [30].

* Devido a alta semelhanca bioldgica, o sistema imunoldgico dos camundongos e dos hu-
manos sdo compativeis, ambos desenvolvem as mesmas doencas pelas mesmas razdes

genéticas.

* Os camundongos também podem ser geneticamente manipulados para simular condi¢des
ou doengas humanas, além de contemplar um tempo de vida acelerado, onde um ano de
vida do camundongo equivale cerca de 30 anos em humanos, por consequéncia seu ciclo

de vida pode ser estudado em apenas dois ou trés anos.

* QOutro fato importante € que eles sio bem compreendidos pelos cientistas pois sdo utiliza-
dos em investigacao biomédica por quase um século, ja que sdo pequenos se reproduzem

rapidamente e sdo relativamente faceis de manusear e transportar.

* Finalmente, o periodo de gestacdo da fémea € de 21 dias, dessa forma os resultados das

experiéncias podem ser obtidos rapidamente.

A estrutura anatdmica do pulmado de camundongo pode ser observada na Fig. 2.2: A-lobo

acessorio, C-lobo caudal, Cr-lobo cranial, M-lobo mediano, LL-lobo esquerdo [30].
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Figura 2.2: Anatomia do pulmao de camundongo.

Fonte: Raul Lopes, 2005.

Diante dos pontos positivos descritos, a escolha do modelo phantom de pulmao de camun-
dongo € satisfatoria, principalmente devido ao tamanho reduzido do 6rgdo (pulmao) e a alta

semelhanga biolégica com ser humano.
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3  Tecido artificial, phantom

De acordo com a Comissdo Internacional de Radiacio em Unidades e Medidas (ICRU),
phantom define-se como: "volume de um tecido substituto que € utilizado para simular intera-
coes da radiacdo no corpo humano e, também, pode simular um tecido corporal considerando os
detalhes anatdémicos, tais como: forma e distribuicdo de densidade de massa espacial" [18,31].

Qualquer material que simule um tecido corporal na sua interacdo com radiacdo ionizante
¢ chamado de tecido substituto. Uma estrutura que contém um ou mais tecidos substitutos que
€ usada para simular interacdes da radiacdo em um corpo € denominada phantom [32-35].

Para identificar e caracterizar o phantom € necessario expressar as variacdes dentro da po-
pulagdo. Os principais fatores que influenciam as formas e dimensdes do corpo sdo: idade, sexo
e etnia. Em geral, os homens sdo mais altos, possuem mais massa muscular € ombros mais
largos que as mulheres, enquanto elas t€ém maior proporc¢do de tecido adiposo e quadris mais
largos. O pulmao masculino difere do feminino com um aumento na dimensdo cerca de 20%
(massa e tamanho).

Os phantoms sdo utilizados para reproduzir as propriedades fisicas e bioldgicas do tecido,
sua principal aplicacdo se concentra na dosimetria, radiodiagndstico e radioterapia. No radio-
diagndstico € importante avaliar as imagens médicas (propagacdo e atenuacdo da radiacao e as
propriedades de absor¢@o do tecido humano), sem que haja necessidade de expor o paciente a
tal radiacdo, destacando-se a sua utiliza¢do para dosimetria durante a radioterapia, calibragcao
e manutencdo dos equipamentos, finalidade para pesquisa didética, treinamento de pessoal, ou
seja, o phantom € essencial para garantir a qualidade no diagndstico possibilitando fidedigni-

dade no tratamento do paciente [31].
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A seguir, apresentam-se phantoms de pulmao utilizados comercialmente e didaticamente:
na Fig. 3.1 phantom a base de gelatina [36]; na Fig. 3.2 phantom a base de espuma de poliu-
retano [33]; na Fig. 3.3 phantom obtido a partir da descelularizacdo pulmonar de um camun-

dongo [37]; na Fig. 3.4 a base de resina epoxi utilizado para ensino e pesquisa [38].

Figura 3.1: Gelatina. Figura 3.2: Espuma de poliuretano.

| N
Fonte: G. Gambarini, 2009. Fonte: R. A. D. Cerqueira, 2011.

Figura 3.3: Pulmao descelularizado.

Figura 3.4: Resina epoxi.

N

Fonte: T. Luque, 2013. Fonte: Marios A. Gavrielides, 2010.
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Como ferramenta de calibracdo e demonstracdo, o phantom tem sido cada vez mais utili-
zado nos diversos setores relacionados a interacdo de radiagdo com a matéria. Na dosimetria, o
controle de qualidade dos aparelhos, podem reduzir a duracdo e a exposicao do paciente, pois
0 phantom oferece uma rotina de monitoramento do controle de qualidade proporcionando um
tratamento eficaz com menos exposi¢ao do paciente a radiacdo garantindo qualidade no trata-
mento de radioterapia. Além disso, € possivel treinar o profissional de saide, por exemplo, para
a avaliacdo de estruturas do tecido e como guia em investigagdes cirdrgicas no que diz respeito
ao radiodiagndstico.

O phantom em geral apresenta diversas utilidades, a diferenca estd na aplicacdo planejada
e no tipo de material a ser empregado em sua construcao, geralmente sao utilizadas substancias
que simulam propriedades bioldgicas e fisicas de determinadas partes do tecido humano.

Desde a inser¢ao dos tecidos substitutos no inicio do século XX, os phantoms de uma forma
ou de outra, t€ém sido amplamente utilizados em dosimetria de radiacdo sob diferentes formas
de fabricacgdo.

O primeiro phantom foi relatado em 1920, tanques de dgua e blocos de cera eram frequen-
temente usados em radiografia. Mais tarde na década de 60, novos tecidos substitutos com
certo grau de sofisticac@o e mais confidveis comegaram a surgir. Desde sua criagdo e até os dias
atuais, a tecnologia de producdo do phantom se desenvolveu consideravelmente em parceria
com a tecnologia de imagens médicas. Atualmente, para constru¢ao do phantom, uma ampla

variedade de matéria prima esté disponivel e com processos de fabricacao bem sofisticados [39].

3.1 Especificacao e categoria funcional do phantom

A ICRU no relatério 44 de 1989, determina que a escolha do tecido substituto dependera
de um conjunto de caracteristicas fisicas em sua interacdo com radiacdo (ionizante ou nao-
ionizante), a escolha desse conjunto dependera da finalidade de aplicagao [18].

Em geral, dois diferentes conjuntos de caracteristicas fisicas sdo utilizados como critério de

selecdo do material para o tecido substituto: a) interacdo da radiacdo com o tecido corporal e
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b) a quantidade dosimétrica no ponto de interesse do tecido corporal. As categorias funcionais

dos phantoms podem ser destacadas como:

1.

Phantoms de Calibracao: sio usados para estabelecer a resposta de detectores de radia-
¢do e para corrigir informacgdes quantitativas derivadas de imagens digitais, para atividade

envolvendo controle de qualidade e calibracdo de equipamentos médicos.

Phantoms de Imagem: sio usados para a avaliagdo da qualidade das imagens. Dentro

desta categoria de phantoms funcionais podemos subdividi-los em:

Phantoms de Corpo: tem a forma e a composi¢do de um corpo humano ou parte
dele. Geralmente é constituido de vérios tecidos substitutos com respectivos tamanhos,
formas, distribuicdo espacial, densidade e interagcdes de radiacdo. As geometrias variam
de simples/idealizada a complexa/realistica, esses ultimos sdo chamados de antropomor-

ficos.

Phantoms Dosimétrico: ¢ usado para medida de dose absorvida em uma geometria

especifica.

Phantoms Padrao: possui geometria simples e reproduzivel, sdo usados para compa-
rar e padronizar medidas dentro de condi¢des padrao de irradiacdo. Este grupo de simu-
lador tem como principal funcdo servir como referéncia na garantia da reprodutibilidade

das propriedades ao longo do tempo.

3. Phantoms de Referéncia: phantom homogéneo com geometria, dimensdo composi¢io e

densidade de massa claramente definidos para cdlculos de dose de radiagdo, equivaléncias
de densidades minerais ou outras medidas de tipos semelhantes. Podem ser definidos pela
modalidade de imagem a ser utilizada: Ressondncia Magnética, Ultrassom, Mamografia,

Tomografia Computadorizada (TC), etc.
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4. Simuladores de Massa Sélida (tumores): localizado préximo ao objeto a ser irradiado
para promover espalhamento ou actimulo do feixe de atenuacdo, alguns t€ém estruturas
cilindricas que imitam tumores sélidos. Estas estruturas sélidas sdo normalmente mais
atenuantes e produzem mais ecos internos (ecoicos) em relacdo aos que formam o tecido

mole.

Como objeto de estudo deste trabalho, o phantom a ser desenvolvido, de acordo com as ca-
tegorias funcionais apresentadas anteriormente, pode ser aplicado como phantom de calibragdo
e dosimétrico (imagem).

A escolha do tecido substituto para a producdo do phantom é baseada na composi¢ao do
tecido do corpo a ser simulado e as caracteristicas do campo de radia¢do. Nao existe um nico
composto quimico que se equipara a composicdo atdmica do tecido do corpo, a composi¢ao
requerida deve ser atingida em misturas aquosas ou em gel que sdo frequentemente formuladas,
de modo que suas propriedades de interacdo da radiacdo e ndo a sua composi¢io atdmica, cor-
respondam as do tecido do corpo com o grau necessario para a aplicagdo especifica.

No entanto, as vezes é conveniente utilizar essas formulagdes e outras misturas emprega-
das, em que o principal ingrediente ¢ um material que se aproxima do tecido verdadeiro em
relacdo a uma ou mais interagdes com a radiacdo. Outras substincias podem ser utilizadas para
minimizar as deficiéncias do material base.

A geometria e composi¢ao do phantom devem se aproximar biologicamente numa preci-
sdo exigida para aplicacdo especifica. Os phantoms podem ser tdo simples quanto pequenos,
apresentar-se sob forma de filmes para o tecido substitutivo ou podem ser tdo complexos quanto
o tamanho antropomorfico e a precisdao da reprodugdo especifica do 6rgao [40].

A avaliacdo da adequacao de um determinado substituto inclui uma comparagdo pertinente
das caracteristicas de interacdo da radiacdo e densidades de massa do tecido corporal e substi-
tuto. Phantoms podem representar uma ampla variedade de tecidos corporais 6rgaos ou con-
junto de 6rgaos e podem ser utilizados para andlises com: fétons, elétrons, néutrons e particulas

pesadas.
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4 Biomateriais

Biomateriais sdo quaisquer substancias ou combinacao entre elas, de origem natural ou sin-
tética, que pode ser utilizada em conjunto ou como parte de um sistema que trate, aumente ou
substitua qualquer tecido, 6rgdo ou funcdo de um sistema de forma segura, confidvel, econo-
mica e fisiologicamente aceitdvel. Sdo substincias sistémicas e farmacologicamente inertes,
designadas para implantac@o ou incorporacio em sistemas e, em contato com tecidos, sangue e
fluidos corpdreos bioldgicos destinados a uso de préteses, diagndsticos, terapia e aplicagdes de
armazenamento, mantém a homeostasia do organismo ou de qualquer componente do meio, ou
seja, € uma substincia destinada a interagir com sistemas bioldgicos complexos [3,41].

O advento da utilizagdo dos biomateriais se tornou evidente na década de 50 (apds a Se-
gunda Guerra Mundial), diante da necessidade de tratar feridos durante o combate, diminuindo
a alta mortalidade dos soldados [42]. Nesse contexto, a integracdo entre os diversos agentes
de sadde teve um papel importante para implementacdo do uso de biomateriais. Desde entao,
a utilizacdo de biomateriais vém se destacando em diversas dreas do conhecimento, inclusive
com o vinculo entre a Medicina e Ciéncias Exatas tais como: Fisica, Engenharia de Materiais,
Engenharia Biomédica, entre outras [43,44].

Os biomateriais sdo classificados de acordo com a sua origem de obtenc¢do, ou seja, na-
tural e artificial. A classificagdo na forma natural ocorre quando o biomaterial € retirado do
meio ambiente sem a necessidade de manipulacdo em laboratério; na forma artificial ocorre
uma combinagdo de substancias, manipulagdo em laboratério ou sintese de novos materiais.
E relevante para o desenvolvimento de um bom trabalho que, para um material ser utilizado

como biomaterial, as suas propriedades fisicas, quimicas e mecanicas, devem ser monitora-
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das para garantir uma perfeita funcionalidade. Para possibilitar uma melhor compreensao do
desenvolvimento deste trabalho serd introduzido as principais caracteristicas dos biomateriais
aqui utilizados [45,46].

Biomateriais possuem uma variedade de aplicagdes € ndo hd um biomaterial ideal para to-
das as indicacdes. As aplicacdes e os diferentes tipos de biomateriais podem ser visualizados

na Tab. 4.1.

Tabela 4.1: Diferentes biomateriais e aplicacdes biomédicas.

Biomaterial

Aplicagoes

Polimeros sintéticos: poliuretano, nylon,
polietileno, poliéster, PMMA (polimetil-
metacrilato), silicone.

Polimeros naturais: coldgeno, gelatina,
quitosana.

Suturas, artérias, veias, maxilofacial (na-
riz, orelha, maxilar, mandibula), tendao
artificial, oftalmologia.

Compdsitos (ceramica-metal, carbono-
carbono, fosfato de cdlcio-coldgeno).

Vilvula cardiaca artificial, juntas de joe-
lho, etc.

Ceramicas (6xidos de aluminio, zirconio,
e titdnio, porcelana, fosfatos de cdlcio,
carbono e vidros bioativos).

Ossos, juntas, dentes, valvulas, tenddes,
prétese de bacia, traqueias artificiais.

Metais e ligas (aco inoxidavel, ligas de ti-
tanio e cobalto-cromo).

Fixacdo ortopédica (parafusos, pinos, pla-
cas, fios) e implantes dentarios.

Polimeros sdo materiais organicos ou inorganicos, naturais ou sintéticos, de alto peso mo-
lecular, sdo obtidos através de reagdes quimicas de polimerizacdo formando estruturas mole-
culares que consistem na repeti¢ao de pequenas unidades, chamadas meros (unidade bésica de
repeticdo da cadeia polimérica). Devido ao seu tamanho avantajado, a molécula de um polimero

é chamada macromolécula [47,48].

4.1 Carboidratos

Os carboidratos sdao as biomoléculas mais abundantes na natureza, constituidas principal-
mente por carbono, hidrogénio e oxigénio, podendo apresentar nitrogénio, fésforo ou enxofre

na sua composi¢ao. Dentre as diversas fung¢des atribuidas aos carboidratos, a principal € a ener-
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gética porém, atuam como elementos estruturais e de prote¢do na parede celular das bactérias,
fungos e vegetais, bem como em tecidos conjuntivos e envoltdrio celular de animais. Agem
como lubrificantes das articulacdes esqueléticas e fornecem coesdo entre as células. Possuem
grupos funcionais que podem ser aldeido (O=C-H) ou cetona (-C=0-) respectivamente, € varias
grupos hidroxila, geralmente uma em cada dtomo de carbono que nao faz parte do aldeido ou
grupo funcional cetona [49].

Os polissacarideos (glicanos) sdo carboidratos que por hidrdlise, originam uma grande
quantidade de monossacarideos, apresentam massa molecular muito elevada que depende do
nimero de unidades de monossacarideos que se unem, sendo polimeros naturais. A reagdo
que produz o polimero € denominada reacdo de polimerizacdo, a molécula inicial (mondmero),
une-se sucessivamente outras originando o dimero, trimero, tetramero, e assim por diante ou até

originar o polimero. Por exemplo, a celulose (Fig. 4.1) € um polimero da glicose.

Figura 4.1: Estrutura da celulose: formada pela unido de moléculas de -glicose (uma hexo-
sana) através de ligagdes f-1,4-glicosidicas.
CH, OH CH,OH CH, OH

(il — Kl KK

CH oH

Fonte: Peter Atkins, 2006.

A celulose € um polimero de cadeia longa de peso molecular varidvel, tem uma estrutura
linear, fibrosa e imida, na qual se estabelecem muiltiplas liga¢des de hidrogé€nio entre os grupos
hidroxilas das distintas cadeias junta postas de glicose, fazendo-as impenetraveis a 4gua e por-
tanto, insoldveis, originando fibras compactas que constituem a parede celular dos vegetais.

Conforme o tamanho, os carboidratos podem ser classificados em monossacarideos, oligos-

sacarideos e polissacarideos.

¢ Os monossacarideos sio carboidratos com reduzido nimero de dtomos de carbono em

sua molécula (C,H,,,0,), em que n pode variar de 3 a 7 (trioses, tetroses, pentoses, he-
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xoses e heptoses). Sao relativamente pequenos, soliveis em dgua e ndo sofrem hidrolise
(reacdo quimica de quebra de uma molécula devido a dgua). Uma cadeia de monossa-
carideos forma um polissacarideo, que € um carboidrato de alto peso molecular. Nesta

categoria estdo: pectina, quitina, celulose, 4gar, goma xantana, entre outros.

* Os oligossacarideos sdo carboidratos compostos pela unido de duas a dez moléculas de
monossacarideos. A ligac@o entre os monossacarideos ocorre por meio de ligacdo glico-
sidica (ligacdo entre a hidroxila do carbono de um monossacarideo com a hidroxila de
um 4lcool ou qualquer carbono de outro monossacarideo) formada pela perda de uma
molécula de dgua. Quando sdo constituidos por duas moléculas de monossacarideos, re-
cebem o nome de dissacarideos. Os oligossacarideos sao soltiiveis em 4gua, mas como nao
sdo carboidratos simples como os monossacarideos necessitam ser quebrados na digestao

para que sejam aproveitados pelos organismos como fonte de energia.

* Os polissacarideos sio carboidratos grandes (macromoléculas), as vezes ramificados for-
mados pela unido de mais de dez monossacarideos ligados em cadeia, constituindo assim,
um polimero de monossacarideos, geralmente de hexoses. Sao insoluveis em dgua (apre-
sentando um caréter apolar, devido ao elevado peso molecular) e portanto, nao alteram
o equilibrio osmotico das células. Os polissacarideos possuem duas principais fungdes

bioldgicas, como: forma armazenadora de combustivel e elementos estruturais.

4.2 Quitina

A quitina foi descoberta pelo professor francés Henri Braconnot em cogumelos (1811),
recebendo a denominacdo inicial de fungina. O nome quitina foi dado por Odier, em 1823,
quando esta foi isolada de insetos. O termo quitina € derivado da palavra grega khiton, que sig-
nifica carapaga ou caixa de revestimento, cuja fun¢do na natureza € de revestimento e protecao
dos invertebrados. Por muitos anos, houve controvérsia de que se tratava de um novo material,

devido as diversas semelhangas estruturais com a celulose. Finalmente, em 1843, Payen regis-
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trou a presencga de nitrogé€nio na estrutura da quitina [44].

A quitina € o segundo polissacarideo mais abundante da natureza, apés a celulose, for-
mula molecular (CgH;305N),, que se trata de uma estrutura similar a estrutura da celulose
(CeH100s5),,, um polimero de cadeia longa composto de um s6 mondmero (glicose), classificado
como polissacarideo ou carboidrato. Sua hidrélise completa produz glicose. A quitina possui

grupos amino acetilados (-NHCOCH3), cuja férmula estrutural pode ser visualizada na Fig. 4.2.

Figura 4.2: Estrutura quitina.
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Fonte: Peter Atkins, 2006.

A quitina € um material biodegradavel, ndo-téxico, insolivel em d4gua e em muitos solventes
organicos. E despolimerizada na presenca de dcidos minerais fortes, sendo parcialmente solivel
em solucdo de dimetil acetamida com 5% de cloreto de litio (DMAc-LiCl).

A quitina pode ser encontrada naturalmente na parede celular de fungos mas, sua maior
fonte disponivel sdo nos exoesqueletos de vdrios crustaceos, como caranguejos e camardes [S0]
que contém de 15% a 25% de quitina. A quitina estd fortemente associada com proteinas,
material inorganico, pigmentos e lipidios. Vdrias condi¢des sdo usadas para remover essas
impurezas e ainda ndo existe um processo padrdo. A Tab. 4.2 apresenta uma lista das fontes de

obtencdo de quitina.
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Tabela 4.2: Fontes de quitina.

| Animais marinhos || Micro-organismos | Insetos
Anelideos Algas verdes Escorpides
Moluscos Leveduras Aracnideos
Celenterados Fungos (parede celular) | Braquidpodes
Crustaceos Penicillium Formigas
Lagosta algas castanhas Baratas
Caranguejo Esporos Besouros
Camarao Chytridiaceae
Camarao grande Asconoide
Kirill Blastocladiaceae

4.3 Quitosana

A quitosana foi descrita pela primeira vez em 1859 por Rouget. Porém, foi descoberta anos
antes (em torno de 1823), quando os pesquisadores Odier e Children isolaram a quitosana (po-
rém imaginavam que fosse quitina) através de multiplos tratamentos com soluc¢des de hidréxido
de potassio concentrado. O nome quitosana foi proposto em 1894 por Hoppe Seyler pelo fato
de que esta substancia possuia quantidade de nitrogénio igual a quitina [51,52].

A quitosana € um polissacarideo amino, obtida através do processo de desacetilacdo da
quitina. Trata-se de um polimero (copolimero-formado por diferentes mondmeros) biocompa-
tivel e naturalmente biodegradavel pelas enzimas do corpo, de forma que os produtos dessa

degradacdo sdo atoxicos [53-55]. Os dados especificos da quitosana sdo apresentados a seguir:
* denominacéo quimica: Poli-f-(1—4) 2-acetamido-2-deoxi-D-glucose ou Poli-(N-acetil
glucosamina),
» formula molecular (C¢H[1NQOy),,

» férmula estrutural apresentada na Fig. 4.3.
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Figura 4.3: Férmula estrutural da Quitosana.
CH20H CHIOH
H

i NH2 H

Fonte: Peter Atkins, 2006.

A quitosana é considerada uma base fraca e insolivel em 4gua, bases, dlcool e acetona,
porém dissolve-se em solugdes dcidas diluidas de 4cidos organicos, como os acidos: acético,
férmico e citrico, além de 4cidos inorganicos como o 4cido cloridrico diluido, resultando em
solucdes viscosas. Em solugdes aquosas cujo pH esteja proximo de 7 ou acima deste ela é
insoldvel, porém em solu¢des mais dcidas, com pH abaixo de 5, este biopolimero comeca a
apresentar uma leve solubilidade devido a protonacdo dos grupos amino que aparecem na ca-
deia polimérica. Em solu¢des de pH entre 1 e 2 a quitosana se torna totalmente soliivel no
meio. Por apresentar esta caracteristica, alguns métodos de modificacdo da sua cadeia polimé-
rica, passam primeiramente por uma dissolucdo em solugdes dcidas e, depois pela adi¢do do
modificador ou espécie funcionalizante [56].

A solubilidade da quitosana € obtida partir da sua dissolu¢do em acido acético a 1% ou
0,1 M, formando um polimero catidnico, com protonacao (adi¢cdo de prétons) do grupo amino
(NHgL), que confere propriedades especiais como uma resina trocadora de fons, e devido a
carga elétrica positiva, tem habilidade de atrair as gorduras ingeridas, que sdo carregadas nega-
tivamente [57,58]. De fato, € um parametro dificil de ser controlado e estd relacionado com a
desacetilacdo, concentracdo idnica, pH, natureza do dcido usado para protonacio e a distribui-
¢do dos grupos acetil ao longo da cadeia [59].

A massa molecular, assim como o grau de desacetilacdo, influencia nas propriedades fisico-
quimicas da quitosana, como a solubilidade. Considera-se que derivados da quitosana com
baixa massa molecular sdo mais soliveis. Também, a massa molecular influencia na atividade
antimicrobiana onde, quanto maior a massa molecular da quitosana maior € a atividade antimi-

crobiana [52].
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A escolha da quitosana € satisfatdria pois, trata-se de um produto natural, de baixo custo e
renovavel, biocompativel, biodegraddvel e atoxica. Pode ser quimicamente modificada e pro-
cessada em diferentes formas, tais como: solugdes, filmes, blendas e sistemas de liberacdo
controlada de farmacos [60—62], tem sido amplamente utilizada na engenharia de tecidos (me-
dicina regenerativa) e de grande importancia econdmica e ambiental, dentre outras vantagens:
hemostasia na cicatrizacdo de feridas; aceleracdo da regeneracio dos tecidos; propriedade an-
tibacteriana e antifingica [63—-65]; a grande quantidade de poros se apresenta de maneira uni-
forme desde a superficie até seu interior, provendo desta a difusdao do substrato.

Geralmente, a quitosana possui 3 grupos funcionais: um grupo amino (R-NH>) e dois gru-
pos hidroxila primdrio (R-CH;-OH) e secundério (RjR,-CH-OH). A obtenc¢ado da quitosana se
faz da seguinte forma: através de um processo de desmineralizacdo e desproteinizagdo das ca-
rapacas com solucdes diluidas de HCl e NaOH seguida de descoloracdo com KMnO4 e acido
oxdlico (ou dcido etanoico C,H40,), a quitosana pode ser separada dos outros componentes
da carapaca. A partir dai, a quitina obtida (biopolimero contendo grupos acetil -NHCOC) é
desacetilada com solu¢d@o concentrada de NaOH produzindo a quitosana [66,67].

Devido a estrutura porosa da quitosana € possivel modular e desenvolver uma variedade de
tecidos para substituicdo e/ou simulacdo e regeneracdo, sendo que as propriedades mecanicas
da quitosana dependem do tamanho dos poros e da orientacdo desses poros. Pode ser modulada
de vérias formas e formar estruturas porosas através do processo de liofilizacdo (processo de
desidratacdo por sublimac¢do). Portanto a sua bioatividade precisa ser melhorada como na mai-
oria dos polimeros, pela adi¢do biolégica de materiais ativos como: hidroxiapatita, coldgeno ou

gelatina.
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4.3.1 Processo de desacetilacao da quitina

A quitosana € obtida a partir do processo de desacetilacido da quitina em solugdes alcalinas.
A completa desacetilacdo da quitina raramente € realizada, pois sdo necessdrias muitas reagoes
consecutivas, que também favorecem a sua progressiva despolimerizacdo. A desacetilagdo da
quitina pode ser realizada por processos quimicos ou enzimaticos, porém esses ultimos ndo sao
empregados em escala industrial, devido aos custos elevados de extragdo das desacetilases, bem
como sua baixa produtividade. O conteudo de nitrogénio na quitosana varia de 5% a 8 %, de-
pendendo do processo de desacetilagao [68].

A quitina e a quitosana sdo consideradas distintas porém, o grau de desacetilacdo definird
a forma do biopolimero (agrupamento de macromoléculas de origem bioldgica) predominante.
Assim, o biopolimero é considerado quitosana quando o grau de desacetilacdo for superior a
60%, tendo em vista que o prolongamento da reacdo, gera produtos mais completamente desa-
cetilados, provocando degradacdo das cadeias poliméricas. O grau de desacetilacdo influencia
na solubilidade da quitosana, pois quanto maior a quantidade dos grupos aminos maior € a re-
pulsdo eletrostdtica entre as cadeias e, consequentemente, maior € a solvatagdo em dgua [69].

As caracteristicas da quitosana (diferentes graus de desacetilacdo) e a eficiéncia da desaceti-
lagdo sdo afetadas pelos seguintes fatores: temperatura e tempo de reacao; razao quitina/solucao
alcalina; tamanho das particulas de quitina; concentragdo da solugdo de dlcali e adicdo de di-
luente (dlcoois de cadeia curta e cetonas sdo empregados); atmosfera da reacdo e presenca de
agentes que evitam a despolimerizacao.

Durante a reacdo de desacetilacio, os grupamentos acetamido ((-NHCOCHj3) da quitina sdo
transformados, em graus variados, em grupos amino (-NHj), dando origem a quitosana. O pro-
cesso de desacetilacao da quitina ocorre em meio bdsico com a solucdo de hidroxido de sodio
(ou KOH) em torno de 40% a 60%, sob temperatura variando de 80°C a 150°C, durante um
periodo de 0,5 - 24 horas. Na Fig. 4.4 é mostrada a reacdo quimica de desacetilacdo da quitina

na presenca de NaOH.



45

Figura 4.4: Desacetilacdo da quitina.

OH

NH

Fonte: Peter Atkins, 2006.

Esse processo de desacetilagdo envolve a remocdo dos grupos acetil da cadeia de quitina
resultando em grupos amino livres (NH). A reacdo de desacetilacdo da quitina para obten-
cdo da quitosana ndo ocorre de forma total, de modo a obter um homopolimero 100% de-
sacetilado. Estruturalmente, a quitosana pode ser considerada um copolimero com unidades
2-amino-2-desoxi-D-glucose-glucosamina (maior nimero) e 2-acetamida-2-desoxi-D-glicose -
N acetil-glucosamina (menor nimero), as quais sdo unidas por ligagdes glicosidicas do tipo 3
(1 — 4), com sua estrutura C6 sendo composta de um grupo amino primadrio e dois grupos hi-
droxila livres.

O grau de desacetilagcdo da quitosana em produtos comerciais normalmente se encontra na
faixa de 70% a 95%, e a massa molar média 10* g.mol —1 estes definem praticamente todas as
propriedades fisico-quimicas e suas aplicacdes. Para producdo de biomateriais, normalmente
utiliza-se quitosana com grau de desacetilagao ~ 85% [70].

A desacetilacdo da quitina em meio bésico produz a quitosana, com o grupo amino livre,
como mostra a Fig. 4.4, que pode reagir com vdrias moléculas com a finalidade de tornar o
biopolimero com maior disponibilidade de grupos pendentes, para exercer outras atividades e

sdo ainda amplamente empregadas tanto nas formas em po, esferas ou filmes.
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4.4 Gelatina

A palavra gelatina tem a sua origem do latim gelatus que significa firme, rigido, gelado.
Em 1682 o francés Denis Papin descreveu o processo de cozimento para obten¢do da gelatina
a partir de ossos de animais porém, o primeiro registro de uma fabrica de gelatina foi em 1754
na Inglaterra. Em 1850 Poetevine e Gaudin recomendaram o uso da gelatina como aglutinante
(que gruda, cola) dos sais de prata na emergente industria fotografica e C. Volt demonstrou
que a gelatina era constituida de componentes proteicos [41,71,72]. A férmula estrutural é

apresentada na Fig. 4.5.

Figura 4.5: Férmula estrutural dos amino4cidos.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A gelatina € um polimero natural composto por proteinas e peptideos, derivada da hidrélise
parcial do coldgeno, correspondente ao principal componente de proteina fibrosa em ossos, car-
tilagens, pele, tenddes e tecido conectivo [72]. Os peptideos sdo biomoléculas formadas pela
ligacdo de dois ou mais aminodcidos através de ligacdes peptidicas (ligacdo covalente C-N), es-
tabelecidas entre um grupo amina (R-NH») de um aminoécido, e um grupo carboxila (-COOH)
do outro aminodcido, sdo resultantes do processamento de proteinas e podem possuir na sua
constitui¢do 2 ou mais aminodcidos. Destaca-se a férmula molecular geral dos aminodcidos
(RC>,H4NO»), que ird compor a molécula formadora da gelatina.

A gelatina € praticamente insipida e inodora, incolor ou ligeiramente amarelada, soluvel em

dgua quente (temperaturas entre 45°C a 60°C) e a compostos como glicerol e 4dcido acético, in-
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solivel em solventes organicos, a umidade pode variar entre 7% a 15% de acordo com o grau de
secagem e conteudo de cinzas menor que 2% da amostra. O peso molecular € relativamente alto
(20.000-250.000 Da) comparado aos polimeros sintéticos devido ao modo de processamento.
Sob condi¢des especificas como temperatura ambiente, solventes ou pH, a gelatina pode apre-
sentar diferentes modos de geleificacdo, podendo ser moldada de acordo com o interesse do
pesquisador.

Apresenta-se relevante interesse de aplicacao para as industrias farmacéuticas médicas, de-
vido as suas propriedades de biodegradabilidade e biocompatibilidade com ambientes fisiol6-
gicos, alta resisténcia a tensdes mecanicas, antigenicidade (devido a sua desnaturacdo do co-
lageno). Sua aplicacdo se estende a drea médica, culindria, industrial, cosmética, entre outras.
Dentre as aplicacdes médicas se destacam: o desenvolvimento de phantom (objeto simulador),

scaffolds (arcaboucos) e sistemas de drug-delivery (transporte de drogas) [57,73].

4.5 Hidroxiapatita

A hidroxiapatita (HA) é formada por fosfato de célcio cristalino (Ca;o(PO4)s(OH);), sendo
o principal componente inorganico do tecido, um osteo condutor ndo téxico, biomaterial ndo
inflamatorio, que promove a proliferagdo celular e diferenciacdo da célula osteobldstica. A
hidroxiapatita foi identificada como sendo componente mineral do osso pela primeira vez em
1926. Dejong realizou o primeiro estudo de difragdo de raios X do osso e reconheceu que sua
fase inorganica, assemelha-se as estruturas minerais conhecidas como apatitas [74].

Trata-se de um constituinte mineral natural encontrado no osso (representando 30% a 70%
da massa dos ossos e dentes). A hidroxiapatita sintética possui propriedades de biocompatibili-
dade e osteo integracao, possui alta capacidade de adsorver e/ou absorver moléculas, tornado-a
um excelente suporte para acio prolongada de drogas anticancerigenas no tratamento de tumo-
res 6sseos, e também eficiente no tratamento de remog¢ao de metais pesados em dguas e solos

poluidos [75,76].
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Para o preparo da hidroxiapatita, deve-se considerar que as caracteristicas do fosfato de cél-
cio podem ser facilmente modificadas devido a alta complexidade na quimica desses fosfatos,
simplesmente variando o método de preparacao. Por isso, a escolha e o controle da metodologia
adotada no preparo do material é fundamental para cada aplicagcdo do produto final. Neste traba-
lho, a hidroxiapatita serd incorporada ao biomaterial com a finalidade de simular calcificagdes

no tecido, ou seja, uma possivel formagao nodular que predispde o cancer.
Caracterizacido de biomateriais

A andlise e caracterizacdo de biomateriais tém se destacado de uma forma relevante no
cendrio cientifico devido a necessidade de adequada selecdo do material, no que se refere ao
desempenho do sistema em estudo. A caracterizacdo de biomateriais descreve os aspectos de
composi¢do e estrutura, incluindo defeitos dos materiais, dentro de um contexto de relevancia
para um processo, produto ou propriedade em particular ao qual serd designado [77-79].

Dependendo da finalidade a que este material serd submetido, a caracterizacdo pode abran-
ger a avaliacdo da bioatividade e imunogenicidade, propriedades mecanicas, elétricas, eletroni-
cas, magnéticas, Opticas, quimicas, térmicas ou, at€ mesmo, a combinagdo destas propriedades.
A avaliagdo destas propriedades visa principalmente estimar o desempenho no periodo de "vida
util" do material, minimizando eventos indesejaveis (degradacao, imperfei¢des ou defeitos) du-
rante a utilizacdo do material [43,46].

Ao analisar a aplicabilidade dos biomateriais a base de quitosana e gelatina para confec¢ao
do phantom, diversos métodos de otimizagao devem ser considerados durante a preparacao das
amostras, tais como propor¢des e concentracdes, método de preparacdo, forma e tamanho. E
relevante caracterizar as estruturas obtidas na sua interacdo com a radiacdo, dessa forma serd
necessdrio validar o método de obten¢do das amostras que originardo o phantom por variadas
técnicas fisicas: ELT, MEV e DEI.

E importante salientar que essas técnicas ndo sdo capazes de fornecerem por si s6 uma and-
lise completa da estrutura, no entanto a informag¢do combinada serd determinante através dos

resultados obtidos devido as propriedades estruturais e composi¢ao quimica.
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5 Técnicas para determinacao das
propriedades dos biomateriais

A espectroscopia estuda a intera¢do da radiacdo eletromagnética com a matéria (ver apén-
dice A) utilizando técnicas de andlises, tendo como principal objetivo a obten¢do de informa-
coes fisicas e quimicas sobre o material analisado, como por exemplo: determinacdo do nivel
de energia dos d&tomos ou moléculas e andlise da estrutura quimica ou grupos funcionais. Os es-
pectros fornecem as transicdoes numa representacdo bidimensional da for¢ca da interacao versus
a energia, ou seja, a diferenca de energia entre os niveis determinando as posi¢des dos niveis
energéticos como fun¢do do comprimento de onda (A1) e frequéncia (v) [80-84].

Cada tipo de espectroscopia possui tecnologia propria uma vez que, as diferentes regioes
espectrais exigem espectrometros com elementos dispersivos e detectores apropriados [85]. O

espectro eletromagnético pode ser observado na Fig. 5.1.

Figura 5.1: Espectro eletromagnético.
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5.1 Espectroscopia de lente térmica

Sabe-se que as caracteristicas de superficie do material apresentam fatores importantes que
influenciam a resposta dos tecidos a novos biomateriais. E relevante compreender como o bio-
material altera as suas propriedades fisicas, numa nova visao da interacdo com o tecido biol6-
gico simulando diversas condic¢des fisioldgicas. Técnicas Opticas t€m sido utilizados em muitas
areas de investigacdo biomédica como boas ferramentas para monitorar o comportamento 6p-
tico. O efeito de lente térmica (LT) foi observado pela primeira vez em 1965 por Gordon [86]
por um solvente quase transparente usado numa experiéncia de cavidade do laser.

E importante discutir sobre as propriedades térmicas, utilizando a técnica espectroscopia
de lente térmica (ELT) induzida por laser. Esta técnica, permite a obtengdo de valores precisos
da difusividade térmica sendo aplicada a materiais transparentes na regido visivel do espectro,
até mesmo materiais com baixo coeficiente de absor¢do. A medida da difusividade térmica é
uma das mais importantes em problemas que envolvem estados ndo estaciondrios de trocas de
calor. A alta sensibilidade da técnica de espectroscopia fototérmica, tem conduzido as andlises
de amostras de baixa absorvancia [87], isto causa uma dependéncia do sinal ELT sobre a densi-
dade de energia do laser em excitacao.

ELT € um processo induzido a laser que ocorre quando a energia do laser absorvida por uma
amostra e a energia de radiacdo absorvida € parcialmente ou totalmente convertida em calor para
a caracterizacdo de materiais. O efeito de lente térmica € produzido iluminando uma amostra
transparente com um laser apresentando perfil de intensidade gaussiano. A energia do feixe ao
ser absorvida é convertida em calor gerando aquecimento na regido iluminada. Como a inten-
sidade do feixe é maior no centro, uma distribuicao radial de temperatura € criada, produzindo
uma variagdo do indice de refracdo em funcdo da temperatura (dn/dT), e consequentemente
variando o caminho 6ptico percorrido pelo laser. Isto faz com que a regido iluminada se com-
porte como uma lente que poderd mudar a intensidade do centro do feixe laser que atingira a

amostra para verificar a formacgao dessa lente, o laser de prova.
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Devido a esta alteragcdo no indice de refragdo, a regido iluminada se comporta com um ele-
mento refrator, chamado de lente térmica. A formacgdo da LT ocorre através de um transiente
que € da ordem de milissegundos. Este é o tempo necessario para que o equilibrio térmico, o
estado estaciondrio, seja alcancado. A ELT € uma técnica ndo destrutiva de cariter remoto, ou
seja, ndo exige contato entre a amostra e o detector o que possibilita a realizacdo de medidas

em funcdo da temperatura de modo a estudar as transicdes de fase que possam ocorrer.

i: Modelo fisico

Nos udltimos anos, grupos de pesquisa tém mostrado que o uso de ELT pode apresentar
uma excelente alternativa para caracterizagdo de materiais [88]. A representagcdo geral da dis-
tribui¢do espacial e temporal da temperatura em biomateriais € conhecida como transferéncia
biotérmica, esse caminho foi inicialmente sugerido por Pennes [89] e a representacdo tedrica de
ELT por Sheldon [90]. Considere um feixe de laser com distribui¢do de intensidade Gaussiana

(TEM,,), conforme apresentado na Fig. 5.2, para formulacdo do modelo fisico.

Figura 5.2: Representacdo esquemadtica da ELT.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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A nomenclatura utilizada para as varidveis fisicas, estio listadas a seguir:

n: indice de refracao; AT variacdo de temperatura (K);

P: poténcia do feixe (W); ®: poténcia incidente (W);

o absorbancia (cm™1); r: raio em relacdo ao eixo do feixe (cm);

p: densidade (g.cm_3); D: difusividade térmica (g/cp, cm?.sec 1),
l: espessura da amostra (tm); c: calor especifico (cal .g_1 K _1);

I: intensidade do feixe (W.cm’z); : raio do feixe de excitacdo (cm);

d: posi¢do do eixo do feixe (cm); A: (457 nm);

€: condutividade térmica (cal.sec™l.em™1 . K~ 1).

O fluxo de calor na amostra serd determinado como uma rela¢do da funcao de tempo e pode

ser obtido através da resoluc@o da equacgado de estado de calor e a sua forma geral serd dada:

cp%[AT(r,t)] = 4(r) + eV2AT (r,1)]. (5.1)

O modelo proposto por Pennes [89] considera os principios de conservacdo de energia
assumindo que os materiais sdao homogéneos e possui propriedades térmicas isotropicas. Esta
equacdo representa o calor que € gerado dentro da amostra durante a exposicao a radiacdo laser.

Como condig¢des de contorno, temos:

r < oo;
5.2)
AT(r,0) =0
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pela condicdo 5.2, quando o tempo for igual a zero, ndo hd mudanca de temperatura na amostra,
logo a lente térmica ainda ndo foi formada.

A expressdo na Eq. 5.1, representa a equag@o de condugdo de calor. A quantidade ¢(r) do
termo fonte, é o fluxo de energia por uma unidade de volume por unidade de tempo a uma dis-
tanciar do eixo. Para intensidade do laser incidente Iy(r) e espessura de material /, a intensidade

transmitida /(r) pode ser escrita como:
Al(r) = Io(r) = I(r) = Io(r) e, (5.3)

onde Iy(r),I(r), & sdo a intensidade do feixe na amostra, intensidade do feixe de saida e absor-

bancia, respectivamente. Portanto

q(r) = =Io(r)ex. (5.4)

Para um feixe de laser com perfil Gaussiano, a intensidade de entrada Iy(r) é:

B 2P e—2r2/w2.

Combinando as equagdes 5.4 e 5.5 o termo fonte de luz € obtida
. 20000 5,2 /42
q(r) = W@ d / . (56)
A solugdo da equacao 5.1 é:
20500 (! 1 —2r7/@?\ .,
AT (r,t) = X —— |dt. 5.7
(1) 7rcpco2/o (1+2t’/tc) exP(1+2t’/tC S

A resolucdo detalhada da equagdo 5.7 e as demais, podem ser encontradas em [91]. A
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constante caracteristica de tempo térmica entdo € calculada como se segue:

) _ @cp 0
" d4e 4D

(5.8)

A expressao na equacgdo 5.8 representa o tempo de formacao da LT, ou seja, o tempo que o
calor leva para atingir a posi¢ao r = @ na amostra. A deducao desta expressao considera o calor
produzido pela absor¢do da energia do feixe de excitagdo como uma fonte cilindrica com distri-
buicdo radial Gaussiana, com o eixo ao longo da direcdo z, e a amostra como um meio infinito
em relacdo ao raio do feixe de excitacdo. Considera-se, também, que toda a energia absorvida €
totalmente convertida em calor. O comportamento da temperatura na amostra € apresentado na
Eq.5.7e5.8.

O indice de refracdo n(r,t) pode ser encontrado substituindo AT (r,¢) da Eq. 5.7 na equagdo

a seguir:
dn
n(r,t) =ng— ﬁAT(r,t), (5.9)

onde ng € o indice de refracdo do meio (normalmente ar) a uma temperatura inicial, dn/dT é
a variacdo do indice de refracdo com a temperatura (K~!) e AT é a variacdo de temperatura,

dessa forma a amostra se comporta como um elemento 6ptico.

ii: Aparato experimental

O laser do equipamento foi utilizado como fonte de excitagdo na amostra e feixe de prova
do sinal ELT. No experimento de lente térmica no modo descasado (utiliza-se um laser de
prova com didmetro na amostra maior do que o do laser de excitagdo) um feixe Gaussiano
monomodo T EM,,, de onda continua incide sobre uma amostra de baixa absor¢ao, criando uma

lente térmica. Outro feixe, com as mesmas caracteristicas do primeiro, mas de intensidade
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menor e colinear com este também incide sobre a amostra para monitorar a formacao da lente
térmica. A posi¢ao da cintura do feixe de prova é tomada como a origem ao longo do eixo z. A
célula com a amostra de comprimento / € colocada em dj, e o plano do detector é posicionado
em d; +d;. Os raios dos feixes de prova e excitacdo na amostra sio r € @ respectivamente. O

aparato experimental é um espectrometro de ELT de feixe tnico e estd apresentado na Fig. 5.3.

Figura 5.3: Aparato experimental ELT.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A principal vantagem da técnica ELT € a natureza nao-destrutiva que permite a andlise de
objetos bioldgicos e biomateriais para aplicacdes médicas. A sensibilidade da ELT € de algumas
ordens de grandeza superiores (~ 3x) as técnicas convencionais. A base da espectroscopia
fototérmica € a alteracdo foto-induzida no estado térmico da amostra devido a absorcao ptica
por moléculas e, consequentemente os processos de relaxa¢do nao radiativos que resultam no
aquecimento da amostra, que por sua vez modifica seu estado térmico.

A validade da técnica de lente térmica depende de alguns pressupostos: a) o feixe de laser

¢ no modo TEM,, de modo que a se¢do transversal do feixe é Gaussiana; b) o ponto do feixe
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de laser permanece constante ao longo do comprimento da célula de amostra; c) a amostra
€ homogénea; d) a conducdo térmica é o principal mecanismo de transferéncia de calor e o
aumento da temperatura produzida na amostra nao induz convecg¢do; e) mudanga do indice de
refracdo de calor da amostra com a temperatura; f) deteccao do perfil de intensidade do feixe
de laser € realizado no campo distante; e g) a resisténcia térmica da lente ndo € suficiente para

induzir uma mudancga no perfil do feixe no interior da amostra.

5.2 Microscopia eletronica de varredura

O microscopio eletronico de varredura (MEV) € um instrumento frequentemente utilizado
para andlise de topografia da superficie, composicdo e propriedades de um determinado mate-
rial. A resolugdo espacial é melhor do que a do microscépio 6ptico (aumento de 100 vezes), que
estdo limitados a um aumento maximo de 2000 vezes a superficie analisada. A aplicacdo do
MEV ¢ adequada para imagens topograficas devido a grande profundidade de foco, produzindo
imagens de alta resolugdo e profundidade de campo da superficie de uma amostra. O primeiro
instrumento MEV foi projetado por Stinzing € Knoll na Alemanha no inicio dos anos 30 [92].

Para aumentar o poder de resolucio, utiliza-se radiacio com comprimento de onda menor
que o da luz visivel como fonte de iluminagdo do objeto, sendo que a profundidade do campo
€ inversamente proporcional aos aumentos, significando que a superficie da amostra deve apre-
sentar um grau de rugosidade pequeno, caso isso ndo ocorra ¢ incompativel a formacdo da
imagem. Sob alta voltagem, como 50 kV por exemplo, elétrons de comprimento de onda curtos
podem produzir um alto poder de resolu¢do como uma fonte de iluminacdo. Além disso, devido
as cargas produzidas os elétrons sdo focalizados através de campos eletrostéticos e eletromag-
néticos para assim formar as imagens. Os resultados dessas interacdes eletronicas permitem
aumento de 300.000 vezes para materiais s6lidos conservando a profundidade e a observacao

na superficie da amostra. O poder de resolu¢ao das imagens no MEV € em torno de 2 — 5 nm.
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i: Principio de funcionamento

O principio bésico do funcionamento do MEV consiste em incidir sobre a amostra um feixe
de elétrons de pequeno diametro, varrendo a imagem em pequenas linhas. A fonte de elétrons
gera o feixe que através das lentes condensadoras e objetivas controlam o didmetro do feixe e
o direciona até a amostra. Este feixe de elétrons gera diferentes tipos de sinais, os quais sdao
emitidos a partir da drea de interacdo e entdo esses sinais sdo detectados e a intensidade ¢ am-
plificada, gerando o primeiro pixel. O feixe de elétrons, em seguida, move-se para a proxima
posicdo na amostra e a intensidade detectada fornece a intensidade no segundo pixel e assim
por diante. Logo apds, a intensidade do sinal amplificada é transmitida para uma tela de visua-

lizagdo para formacdo da imagem, o desenho esquematico do MEV ¢€ apresentado na Fig. 5.4.

Figura 5.4: Desenho esquematico MEV.
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Fonte: fap.if.usp.br/ Iff/mev. Acesso em: 28 maio 2016.
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A resolucgio espacial (profundidade maxima de detec¢do), depende da energia que as parti-
culas ou feixes atingem o detector. A imagem formada pode apresentar diferentes caracteristicas
dependendo do sinal que foi detectado. Os sinais comumente emitidos para obten¢ao da ima-
gem sdo os elétrons secunddrios e os elétrons retro espalhados. A interacao do feixe na amostra
depende da tensao de aceleracao do feixe de elétrons e da constituicao atdmica da amostra que
serdo utilizados para formar a imagem, por exemplo: elétrons Auger (~ KeV), elétrons secun-
darios (< 50 eV), elétrons retro espalhados (~ 50 eV), raios X (~ 70 KeV).

Um feixe de elétrons é acelerado em dire¢do a amostra varrendo a superficie do material,
iluminando 4dreas de 10 nm de diametro. O sinal recolhido € enviado ao detector que modula o
brilho na tela catédica. A maioria dos instrumentos para produzir os feixes de elétrons utiliza
elementos com alto numero atdmico como tungsténio (W), operando numa faixa de 1 a 50 kV'.
O feixe acelerado pela alta tensao € focalizado por uma série de trés lentes eletromagnéticas, o
feixe coletado produz elétrons e fétons que convertidos em sinal geram a imagem na tela. Os

sinais emitidos pela amostra, podem ser visualizados na Fig. 5.5.

Figura 5.5: Diferentes tipos de sinais produzidos quando elétrons colidem com um material.

Feixe incidente

Elétrons Auger

Elétrons secundarios

Sinais emitidos pela

amostra Retro espalhados

Raios X

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Da interacdo do feixe eletrdnico com a amostra, os sinais produzidos de maior interesse
para formacdo da imagem s@o os elétrons secunddrios e os elétrons retro espalhados. Os elé-
trons secunddrios possuem baixa energia (0 — 50 eV) e formam imagens de alta resolucdo. O
contraste da imagem € dado pelo relevo da amostra e sdo geradas apenas imagens de superficie.

Os elétrons retro espalhados sao responsaveis pelo sinal recebido pelo detector, o sinal pro-
duzido por esses elétrons € resultante das interagdes ocorridas no interior da amostra procedente
de uma regiao maior que o diametro do feixe incidente. A imagem gerada nos oferece a topo-
grafia do material e a composi¢c@o quimica (pelo contraste em func¢io dos niimeros atomicos do
material) [93].

Os elétrons secunddrios resultam da interacdo da amostra com o feixe eletronico e forne-
cem imagens topograficas. Estes elétrons resultantes foram produzidos pelas intera¢des elétron-
atomo da amostra e, somente aqueles localizados na superficie poderdo ser reemitidos.

Os elétrons retro espalhados fornecem a imagem caracteristica de variagcdo de composicao.
Os elétrons retro espalhados, com energia proxima a dos elétrons primadrios, sdo aqueles que
sofreram espalhamento elastico, e sdo responsdveis por maior parte do sinal recebido. Os retro
espalhados de alta energia (resultantes da colisdo eldstica), deriva de camadas mais superfici-
ais da amostra. Assim, se somente os sinais dos elétrons retro espalhados forem captados, as
informacdes de profundidade contidas na imagem serdo insuficientes se comparadas com a pro-
fundidade de penetracdo do feixe. A imagem gerada fornece diferentes informagdes em relagdo
ao contraste: imagem topografica (fun¢do do relevo); imagem de composi¢ao (em funcdo do
numero atomico dos elementos da amostra).

Os parametros que influenciam na resolu¢do da imagem no MEV sdo: a tensdo de acelera-
cdo dos elétrons, corrente de excitagdo do filamento de tungsténio e a distancia entre a amostra
e o feixe. Os elétrons secunddrios s@o as interacdes que possuem o melhor poder de resolucgao,
sendo que a resolugdo varia com relacdo tensao do feixe emitido. O diametro do feixe vai de-
pender da tensdo de aceleracdo, nimero atdmico da amostra e o angulo de incidéncia com a

superficie.
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Para melhor desempenho da relacdo sinal-ruido na imagem, utiliza-se uma velocidade de
varredura lenta. Isto significa que o feixe de elétrons permanece por um periodo mais longo a
sobre a superficie da amostra, antes de passar para a proxima varredura, promovendo um alto

sinal detectado e uma melhor relacdo sinal-ruido.

Vantagens de utilizacao do equipamento

A elevada profundidade de foco e a possibilidade de combinar a andlise microestrutural
com a microanélise quimica.

Utiliza um feixe de elétrons como fonte de iluminagao, facilita observar os aspectos morfo-
l6gicos dos materiais, com grande aumento e boa resolucdo espacial. Os microscopios Opticos
convencionais utilizam luz proveniente de uma lampada.

Apresenta alta resolucdo espacial, permitindo a determinagdo (qualitativa, semi quantita-
tiva e quantitativa) da composi¢ido quimica elementar de particulas com didmetro da ordem de
poucos micrometros (2 um de didmetro).

O material pode ser visualizado durante a anélise, proporcionando a correlagio entre a com-
posicdo quimica e a morfologia da amostra.

O método analitico ndo € destrutivo, bem como a incidéncia do feixe ndo acarreta modifica-
cOes na composi¢ao quimica da amostra, € de grande eficiéncia em relagdo ao tempo de anélise
da morfologia, tamanho da particula e dosagem quimica.

O uso direto de computadores acoplados ao equipamento, juntamente com softwares, pos-
sibilita um emprego seguro e rapido da técnica.

As desvantagens estdo relacionadas a andlise das interfaces que ocorre apenas em plano

horizontal e ao alto custo do equipamento.
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5.3 Radiografia de alta resolucao - DEI

Radiografia de alta resolu¢dao ou DEI (Diffraction enhanced imaging) ¢ um método utili-
zado para visualizar tecidos moles, a dificuldade de obter imagens dessas estruturas €é devido ao
coeficiente de absorcdo do raio X ser pequeno, esta técnica € conhecida como imagem de raios
X de alta resolucao. Trata-se de um método de contraste de fase que utiliza alta energia de raios
X (com fraca absor¢do e pequeno dano), explorando a estreita aceitacdo angular das reflexdes
de Bragg de cristais perfeitos, geralmente de silicio e recebe este nome devido a difracao gerada
pelo cristal [94-97].

DEI tradicionalmente utiliza radia¢ao sincrotron, e é capaz de produzir imagens baseadas
na independéncia de contraste dos mecanismos de refracdo, absorcio e espalhamento devido as
propriedades unicas da difracdo de raios-X em cristais perfeitos [98]. A técnica de processa-
mento de imagens proporciona a remocao de artefatos devido a presenca do cristal analisador

gerando imagens Unicas no radiodiagndstico.

i: Luz Sincrotron

A radiacdo sincrotron € gerada através do movimento de particulas carregadas (elétrons ou
positrons) em uma Orbita circular, dentro de anéis de estocagem em alto vacuo, provocando a
liberacao de fotons. Os elétrons sdo entdo alimentados por um anel de reforco, viajando numa
orbita fechada e curvada por imas sob influéncia de fortes campos magnéticos e direcionados
a um anel principal de armazenamento. As diversas linhas de luz geradas pela fonte sincrotron

sdo apresentadas na Fig. 5.6.
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Figura 5.6: Sincrotron, NSLS2 Brookhaven National Laboratory.

Prédio 741
(CSX1/— Portao 01

P —. CSX2)
Prédio 740 (FIS/MET) BM 24D T
Entrada e 230 2380 //MBM 25D N
224D /// -~ - BM
21-8M R it
(ESM) / / - —— 26-BM
wem /) (HEX)
/1 f/ ~~27.8M
200 1 f 7/
[~ s [ 112 S, (PD1/XPD)
o ) | s
Prédio 7‘}5 / (NYX)19-ID | ! N 2B \ Prédio 742
Portdo 05 / | J Portio 02
| , N 29D
/ S| Sincrotron NSLS2 N \
| NN
-BM
/ 18D | || " \
/ /’ “ | N 304D \
oce 1780 | | W\ \\ \
/ | / A\
[ / 30-BM |
(FMX/AMX) 17-1D | . . " \ \
/ | Y Linhas de luz Difragéo \\ h\\ |
L\\ | \A YV e CTistalografia Macromolecular ‘\ \ \\ o |
\1 ‘6"BM\ \‘ “ e Microespectroscopia e imagem ‘ \\ \ (/
\
\ —
wx 160\ \W | Espalhamentc? / \ em |
\ \ \ Espectroscopia | l\ \\ |
| \ \ I
\ e Outros
EEANS I AR
N\
\ \\ \\ Tipos de linhas Dispositivo de insergao / | \Z,BM ,/
\\ 150\ de luz ——- imas .l //
\ A\ " /
148M N\ N Futuras linhas 1] 30 (/HXN)
N de luz [} ‘3 BM
144D N ! )
N '
I 4-1D (ISR)
i /
/ 4-BM (XFM)
/ L

128M — _ /5D (SRX)

(SMI) 12-1D e - _— Som
(CMS)11-BM v e o a0 o o = = - 61D

“(CHX) 11-ID - - 5-BM (BMM)
10-|

- o

Prédio 744

Portdo 04 Prédio 743

10-ID 7 . (SST1/
IXs) OEM o ¢
%9 (QAS) 55T2) Portao 03

— (Tes) (1S8) =

Fonte: bnl.gov/ps/nsls2/beamlines/map.php. Acesso em: 28 maio 2016.

A geracdo de raios X comecga com a inje¢@o de elétrons direcionados ao acelerador linear,
em que os mesmos sdo acelerados a uma velocidade proxima da luz, ou seja: ~ 99,99986% v, .
Quando os elétrons sdo defletidos em trajetorias curvas emitem radiacdo eletromagnética extre-
mamente intensa, colimada, polarizada e com regides do espectro abrangendo do infravermelho
(~ um) ao raio X (1 A). A energia perdida pelos elétrons durante a emissao da radiacdo ele-
tromagnética é restabelecida por um sistema sincronizado de radiofrequéncia que mantém os
elétrons circulando no anel de armazenamento por um periodo de dezenas de horas. As linhas
de luz s@o posicionadas tangencialmente ao anel de armazenamento e os feixes de raios X sao
guiados para uma caixa experimental, e podem ser utilizados conforme a necessidade dos ex-

perimentos [99].



63

Na Tab. 5.1 sdo listados os principais sincrotrons disponiveis no mundo [100].

Tabela 5.1: Principais sincrotrons no mundo.

| Europa |
Elettra Trieste, Italy
European Synchrotron Radiation Facility (ERSF) || Grenoble, France
Estados Unidos
Advanced Light Source (ALS) Berkeley, California
Advanced Photon Source (APS) Argonne, Illinois
National Synchrotron Light Source (NSLS) Brookhaven, New York
Asia
Photon Factory Tsukuba, Japan
Supor Photon Ring, 8 GeV (SPring8) Nishi-Harima, Japan

ii: Fundamentos da técnica DEI

A técnica DEI permite a obtencdo de imagens por contraste de fase pelo arranjo de dois
cristais em condi¢do de difragdo. Nesse caso, a amostra € posicionada entre dois cristais de alta
qualidade cristalina.

O cristal posicionado antes da amostra, denominado monocromador, tem como finalidade
dar coeréncia difrativa e monocromatizar o feixe de raios X que incide na amostra. O cristal
posicionado apds a amostra (estreita fenda angular), denominado analisador, € responsdvel por
filtrar seletivamente os raios difratados pela amostra.

Interferéncias destrutivas podem ocorrer com a alteracdo de intensidade, caso os raios numa
mesma frente de onda estejam fora de fase com os feixes adjacentes devido aos efeitos de refra-
¢do na amostra, mesmo que incidam dentro da condi¢ao de Bragg do cristal analisador. Caso
estes raios sejam refratados fora da condi¢do de difracdo, a sua refletividade torna-se proxima
de zero o que faz com que eles ndo sejam difratados construtivamente o que também altera a

intensidade. Um esquema do setup da técnica DEI € apresentado na Fig. 5.7.
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Figura 5.7: Setup experimental da técnica DEI.

Detector
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Os efeitos de difracdo no cristal analisador acarretam na formagdo do contraste, onde o
cristal analisador possui uma refletividade caracteristica, conhecida como Rocking Curve (ver
apéndice B), que varia fortemente com o dngulo quando este varia poucos microradianos, a
inclinagdo desta curva converte efetivamente a mudanca de fase dos raios X e as mudancas an-
gulares resultantes em variagdes de intensidade. O uso de diferentes reflexdes de Bragg com
diferentes gradientes da rocking curve permite que a sensibilidade da conversao fase-intensidade

seja ajustada.
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Imagens de raios X de alta resolucio de um pulmao de camundongo

Em trabalhos publicados recentemente [101, 102], é possivel visualizar o alto contrate das
imagens fornecido pela técnica DEI.

Na Fig. 5.8, publicacdo de 2013, Bech et al. [101], é possivel visualizar um conjunto de
imagens de alto contraste produzidas por raios X adquiridas com sucesso de um camundongo
in vivo, apresentando os trés componentes da imagem adquirida, simultaneamente: imagem ba-

seada baseada na atenuacao (Fig. 5.8a); na refracdo (Fig. 5.8b), e no espalhamento (Fig. 5.8c).

Figura 5.8: Primeira imagem de alto contraste produzida por raio X in vivo de um camundongo.
(a) Imagem de raios X baseada na atenuagdo. (b) Imagem de contraste de fase baseada na
refracdo de raios X. (c) Imagem de raios X com base no espalhamento.

Fonte: M. Bech, 2013.

Todas as imagens registradas foram extraidas e gravadas a partir dos mesmos dados do
equipamento de alto contraste. As regides de aumento de contraste estio marcados com setas,
mostrando a refracdo da traqueia (b), e o espalhamento dos pulmdes (c). As barras correspon-

dema lcm[101].
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A Fig. 5.9, numa publicacdo de 2013, Meinel et al., apresenta uma imagem detalhada para

tumores de pulmado de camundongo [102].

Figura 5.9: A localizacdo de cada tumor pode ser identificada na imagem de transmissao e
confirmado na histopatologia numa imagem ampliada, apresentando seu didmetro maximo.

Tumor  Imagem ﬁiE Transmissdo Contraste de fase Histopatologia
ne referéncia

Fonte: Felix G. Meinel, 2014.
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Cinco lesdes sdo claramente visualizadas na imagem de transmissdo, imagem equivalente
a imagem de raios X convencional, com opacidade (dreas de diminui¢do da transmissao) e cor-
respondem a tumores pulmonares em histopatologia, o tamanho do tumor médio foi de 1,8 mm
(intervalo 0,6 — 2,8 mm).

Nas imagens de contraste de fase, os tumores podem ser definidos pelo deslocamento de
fase que ocorre nas bordas. Os tumores foram claramente visualizados (n°. 2, 3 e 5), enquanto
que (n°. 1 e 4) foram fracamente visualizados nas imagens de contraste de fase.

A imagem de alto contraste de fase exibe um forte efeito na interface da borda entre o tumor
e tecido pulmonar adjacente que pode ser confirmado na imagem histopatoldgica, portanto, essa

técnica contribui para determinar o tamanho exato e as bordas de um nédulo pulmonar.
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6 Metodologia de preparacao dos
biomateriais poliméricos

No presente trabalho, confeccionou-se diferentes estruturas de biomateriais poliméricos vi-
sando criar um phantom de pulmao de camundongo com caracteristicas realisticas baseada na
fisiologia deste 6rgdo. Partiu-se de amostras de materiais poliméricos para tal simulag@o desen-
volvendo um phantom baseado em uma blenda de quitosana e gelatina de custo acessivel, com
possibilidade de avaliacdo por métodos de imagens sem degradagdo aparente apds irradiacdo.

De acordo com a definicdo estabelecida pela IUPAC (International Union of Pure and Ap-
plied Chemistry), blenda é uma mistura homogénea de diferentes (dois ou mais) tipos de poli-
meros, onde os constituintes dessa mistura sdo separdveis por processos fisicos.

A produc¢do do phantom pulmonar de camundongo consiste, basicamente, no cumprimento
de duas etapas: traqueia e lobos. Os lobos serdo representados por estruturas poliméricas e
a traqueia serd representada por uma endoprétese expansivel na forma de um tubo perfurado
conhecido como stent [103]. Em geral, stents sdo feitos de materiais metdlicos, polimeros
sintéticos ou biomateriais com diversas aplicagdes na biomedicina [104—106], dentre elas se
destaca a inser¢do em um conduto do corpo para prevenir ou impedir a constricdo do fluxo no
local causado pela obstru¢do dos vasos.

Comparando as densidades e os coeficientes de atenuacdo de alguns biomateriais e tecidos
equivalentes com os dados listados nas publicacdes da ICRU sobre as propriedades dos diversos
orgaos, a escolha das matérias primas quitosana e gelatina € satisfatéria para simular o tecido

pulmonar [33,39].
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Na Tab. 6.1, visualizam-se as densidades (em temperatura ambiente) e coeficiente de ate-
nuacdo mdssico (E = 40 KeV') de alguns materiais simuladores em compara¢do com o tecido

corporal bem como o pulmao.

Tabela 6.1: Densidade e coeficiente de atenuac@o de acordo com a ICRU 44.
Material Simulador || Densidade (g/cm®) | u/p(m*kg™!) |

Tecido adiposo 0,92 2,40 x1072
Pele 1,09 2,62 x1072

Agua 0,99 2,68 x1072
Musculo 1,00 a 1,04 2,69 x1072
Resina ep6xi 1,06 a 1,40 2,65 <1072
Pulmio 0,29 2,70 x1072
Espuma de poliuretano 0,30 2,70 x10~2

Nesta secdo serdo apresentados os principais métodos de preparaciao envolvendo as maté-
rias primas utilizadas. Esta sintese ndo pretende ser exaustiva, mas apenas caracterizar sumari-
amente cada um dos processos.

Durante o desenvolvimento deste trabalho foram realizados diversos testes de otimizacao,
tais como: métodos de filtragem, temperatura de secagem, condi¢des de armazenamento, meto-
dologia de preparacao das solucdes em diferentes proporcdes de quitosana/gelatina e recipientes
para producdo e armazenagem.

Posterior as determinagdes das solucdes poliméricas empregadas, realizou-se a liofilizagdo
para validag¢do dos resultados obtidos por métodos de imagens das estruturas produzidas e di-

mensionamento das mesmas.
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6.1 Principais matérias primas

* Quitosana - Ch: em p6 adquirida pela POLYMAR (Indudstria e Com. Imp. e Exp.
LTDA.) origem da casca do caranguejo; grau de desacetilacdo fornecido pelo fabricante
de 86,6%; coloracdo caracteristica tanto em pé quanto em solucdo, densidade de 0,15 —

0,3 g/cm® e peso molecular médio (Mw) de 1,8 x 10°g.mol ™.

* Gelatina - Gel: em granulos adquirida pela General Iron Fittings LTDA; apresentando
viscosidade (12,5%) de 60 a mais de 220 mP e; consisténcia de geleia bloom 200 e bloom
500. Possui aspecto solido e coloracdo variando de amarelo claro a marrom, odor leve e

caracteristico, densidade de 1,27 g/cm?, solubilidade em 4gua a temperatura de 45°C.

« Acido acético - Ac: apresentado na forma liquida; férmula molecular (CH3COOH) com

grau de pureza 99,7%, densidade de 1,05 g/ cm?® e massa molecular (M) 60,05 g.mol~ L.

A designacdo bloom refere-se a quantificar a forca do gel de gelatina, refletindo o peso
molecular médio dos seus constituintes [107]. A forca bloom influencia fortemente na estrutura
atdmica da gelatina e, portanto, em suas aplica¢des biomédicas e engenharia de tecidos. Quanto
maior o bloom mais rigida a gelatina resultante, no caso deste trabalho foi utilizado dois tipos:
bloom 200 e bloom 500.

Conforme discutido no Cap. 4.3 a solubilidade da quitosana pode ser obtida a partir da
dissolugdo em 4cido acético e a gelatina (Cap. 4.5) é completamente soltivel em dgua.

Para o desenvolvimento stent confeccionou-se duas classes distintas de filmes: etapa I:
quitosana e gelatina; etapa II: quitosana. Estas duas classes de filmes foram projetadas para
avaliacdo da aplicabilidade como traqueia. Para simulag@o dos lobos pulmonares foram produ-

zidas blendas de quitosana-gelatina na obtencio da estrutura desejada’.

'O procedimento experimental para o desenvolvimento dos filmes e das blendas foi realizado no laboratério
GEM do InFis-UFU.
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6.2 Preparacao dos filmes

6.2.1 Procedimento experimental

Etapa I)- filme quitosana/gelatina

A primeira etapa para a confec¢io do phantom consiste em desenvolver filmes poliméricos
com a finalidade de atuar como traqueia pulmonar, o stent. As matérias primas associadas fo-
ram avaliadas adequadamente no que se refere a preparagdo em diferentes propor¢des para a

formacao dos filmes quitosana/gelatina.

Materiais

Quitosana: Solubilizada em acido acético 1% (v/v).
Gelatina: Tipo I - bloom 200 e bloom 500 solubilizada em dgua deionizada.

Glicerol: Agente plastificador - (nome IUPAC 1,2,3-propanotriol) obtido de Sigma-Aldrich

com grau de pureza 99,5%.
Método

A primeira etapa do procedimento experimental, consiste na preparagdo das solucdes de
quitosana e gelatina. A solu¢do de quitosana foi obtida da seguinte maneira: com um auxilio
de um béquer de 300 mL, misturou-se 1 g e 1,5 g (m/v) do péd de quitosana em 100 mL de
acido acético a 1% e mantido sob agitacdo magnética por 24 horas em capela sob temperatura
ambiente.

A solucdo de gelatina foi preparada da seguinte maneira: com um auxilio de um béquer
de 300 mL, misturou-se 7,0 g dos graos de gelatina em 100 mL de dgua deionizada, em outro
béquer de 300 mL misturou-se 7,5 g dos graos de gelatina com 100 mL de dgua deionizada,

mantendo as misturas em uma cuba ultrassdnica numa temperatura de 45°C por um periodo de
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8 horas. O glicerol foi adicionado as preparagdes 7,0% e 7,5% (m/v) de gelatina como agente
plastificante, nas concentracgoes: 0,75% 1,5% e 3,0% (v/v).

Ap6s o processo de dissolucdo das amostras, as mesmas foram acondicionadas em tubos
coOnicos e submetidas a centrifugag@o por 5 minutos numa rotagao de 4000 rpm para que fosse
realizado o processo de filtragem por agitacdo. Adicional a essa filtragem, outro processo tam-
bém foi aplicado, utilizando papel filtro e um funil peneira fixada em um kitassato (sob suc¢ao
continua) com uma bomba de vicuo acoplada.

Ao final desse procedimento, monitorou-se os valores de pH das solucdes preparadas com
o auxilio de um pHmetro Thermo Scientific ("Ultra glass combination pH electrode") obtendo
os seguintes valores: pHcy, ~ 3,61, pHg, >~ 6,23 € pHg, >~ 5,775.

Os filmes foram elaborados de acordo com os valores especificados na Tab. 6.2 em propor-
coes iguais e, para melhor compreender os resultados, foram separados em dois grupos: com e

sem quitosana.

Tabela 6.2: Concentracdes dos filmes produzidos.

Grupo 1 H Grupo 2
Ch1,0% + Gel 7,5% Bloom 200 Gel 7,0% Bloom 200
Ch1,0% + Gel 7,5% Bloom 500 Gel 7,5% Bloom 200
Ch1,0% + Gel 7,5% Bloom 500 + Gly3,0% Gel 7,5% Bloom 500
Ch1,5% + Gly1,5% 1:1 Gel 7,5% Bloom 500 + Gly 0,75%
Ch1,5% + Gel 7,5% Bloom 200 Gel 7,5% Bloom 500 + Gly 1,5%
Ch1,5% + Gel 7,5% Bloom 200 + Gly1,5% Gel 7,5% Bloom 500 + Gly 3,0%

Ap6s o preparo das solugdes, as mesmas foram colocadas em placa de Petri cilindricas com
dimensdes aproximadas de superficie (~ 1 X 9 ¢m) mantidas sob temperatura ambiente por 48
h para secagem e formagdo das peliculas apresentando espessura de (46,00 +0,01) x 10 3mm
(medida utilizando micrometro analégico de 0-25 mm com precisdo de 0,01 mm, Starrett,
Brasil). Na Fig. 6.1, visualiza-se a imagem do filme de quitosana/gelatina desenvolvido nesta

etapa.
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Figura 6.1: Filme de quitosana-gelatina.

A segunda etapa do procedimento experimental consiste na preparacao de filmes constituido

apenas de quitosana.

Etapa II)- filme quitosana

Materiais
Quitosana: Quitosana 4,0% (m/v) dissolvida em acido acético 2% (v/v).

PBS: Solucdo tampao fosfato salino, pH= 7,0.

Solucdo de NaOH.
Método

Para confeccao do filme de quitosana, em um béquer de 300 mL dissolveu-se 4,0 g de qui-
tosana em 100 mL de 4cido acético a 2% permanecendo sob agitacdo por 48 h para preparacio
dos filmes. E relevante considerar a dissolugio da quitosana em 4cido acético a 2%, visto que a
quantidade de soluto foi alterada de 1,5 g para 4,0 g.

Logo apds o processo de dissolucdo, as mesmas foram acondicionadas em tubos conicos e

submetidas a centrifugacdo por 8 minutos numa rotagao de 4000 rpm para que fosse realizado o
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processo de filtragem por agitacdo. Adicional a essa filtragem, outro processo também foi apli-
cado, utilizando papel filtro e um funil peneira fixo em um kitassato (sob succ¢ao continua) com
uma bomba de vacuo acoplada. Posteriormente monitorou-se os valores de pH (pH¢y, ~ 4,03;
T=18°C).

As amostras selecionadas foram dispostas em placas acrilicas de Petri (espessura ~ 4mm)
para a formacao dos filmes, permanecendo em temperatura ambiente por 3 dias para secagem.
Os filmes foram retirados da placa e foram imersos em solu¢do de NaOH por 15 min e, poste-
riormente, lavados por diversas vezes na solu¢dao tampao (PBS, pH=7,0) para neutralizacdao do
pH.

Concluido o processo de neutralizagdo e apds estiramento, os filmes foram cortados em ti-
ras retangulares (0,5 x 4 cm e espessura ~ 1 mm) e enrolados num cilindro metélico (d = 4 mm)
revestido por uma fina camada de solucdo de quitosana para prevenir a expansao abrupta da es-

trutura. Posteriormente foi produzido o stent, conforme visualizado na Fig. 6.2.

Figura 6.2: Stent a base de quitosana.

Importante ressaltar que as diferentes preparacdes (em propor¢do e concentracdo) foram
otimizadas em cada etapa para adequadamente desenvolver o filme para aplicacdo como phan-
tom.

Os filmes desenvolvidos a partir dos biomateriais quitosana e gelatina (etapa I) ndo se mos-
traram adequados como molde para traqueia uma vez que nao foi possivel adequar a estrutura

dos filmes na forma cilindrica, pois resultaram em filmes quebradicos. As preparacdes que
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continham o glicerol também nao foram adequadas para aplica¢do pois ao modular o filme na
estrutura cilindrica, apds estiramento, ndo foi possivel desenformar o mesmo. Os filmes con-
feccionados utilizando gelatina bloom 500 foram inadequados pois resultaram em filmes muito
rigidos.

O filme de quitosana (etapa II) mostrou-se satisfatério para aplicacdo como simulador da
traqueia pois foi possivel modular o filme na forma cilindrica sendo permitindo sua retirada sem

qualquer alteragdo estrutural significativa.

6.3 Preparacao das estruturas quitosana-gelatina

A quitosana possui habilidade de interagir e/ou reagir com diversos compostos apresen-
tando caracteristicas funcionais mais especificas e/ou melhoradas. A escolha de blendas quitosana-
gelatina € satisfatdria devido a biocompatibilidade entre esses polimeros [108]. A utilizacao de
gelatina melhora a absorcdo de dgua e conduz a excelentes propriedades bioldgicas, tais como:
melhor afinidade celular e cicatrizacdo de feridas, propicia um material eldstico e macio, me-
lhora a atividade antibacteriana e também as propriedades de estabilidade fisica e quimica do
material devido a reticulacdo por ligacdes covalentes [109—112].

Diante das inimeras vantagens apresentadas, a blenda quitosana-gelatina, torna-se uma po-

tencial aplicacio para a confec¢do dos lobos pulmonares do phantom de camundongo proposto.

6.3.1 Procedimento experimental

Materiais

Quitosana: Solubilizada em acido acético 1%.
Gelatina: Tipo I - bloom 200 solubilizada em dgua deionizada.

Hidroxiapatita (HA): 2g fosfato de cdlcio cristalino (Ca;0(PO4)s(OH ),) dimensdo de 20 pm.
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Método

O processo de preparacdo € andlogo ao apresentado na preparacdo dos filmes, difere apenas
das concentragdes. Diluiu-se 2 g de quitosana em 100 mL de 4cido acético a 1% sob agitacao
magnética por 24 h. Separadamente, dissolveu-se 7 g de gelatina em 100 mL de dgua deio-
nizada, sob agitagdo a 45°C por 8 h. Seguido ao processo de dissolugdo, as amostras foram
submetidas a processos de filtragem.

O pH foi monitorado, obtendo os seguintes valores: pHcy, =~ 3,6 € pHgy >~ 6,23.

Ap6s a andlise do pH as amostras foram dividas em 4 grupos com diferentes propor¢des
de quitosana/gelatina e a densidade da solugdo foi avaliada conforme os dados apresentados na

Tab. 6.3:

Tabela 6.3: Proporc¢des e densidade de quitosana/gelatina para solugdo de 100 mL.
\ Grupos H Quitosana (mL) H Gelatina (mL) H Ch:Gel H p(g/cm’) ‘

C 100 0 1:0 0,979
CG1 75 25 3:1 0,986
CG2 50 50 1:1 0,992
CG3 25 75 1:3 0,998

Com o auxilio de uma pipeta graduada, os volumes indicados na Tab. 6.3 foram devida-
mente colocados em placas de Petri acrilicas de 100 mL e, apds secagem em temperatura am-
biente, os filmes passaram pelo processo de neutralizacdo no qual foi imerso em uma solugdo
de hidréxido de s6dio (NaOH) a 10% por 10 min. em seguida, lavado com dgua deionizada por
mais 10 min. e por fim, o filme foi imerso em solucdo tampao fosfato salino (PBS-Phosphated
Buffered Saline, pH= 7,0) por mais 10 min. Este processo ¢ realizado tantas vezes quantas fo-
rem necessarias para neutralizacao do pH.

A espessura das amostras foi monitorada por um periodo de 30 dias sob temperatura ambi-

ente, conforme apresentado na Fig. 6.3.
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Figura 6.3: Andlise da espessura dos filmes: C, CG1, CG2 e CG3.
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A andlise da variag@o da espessura das amostras contribui para a verificacdo da estabilidade
do filme produzido. A redu¢do da espessura do filme de quitosana é mais acentuada em compa-
racdo aos outros filmes analisados. Neste caso, a redu¢do da espessura do grupo quitosana foi
de 71,29%, conforme previsto na literatura [48, 59].

Os filmes formados que possuem gelatina apresentaram uma redu¢do menos acentuada que
a quitosana, pois a gelatina tem a capacidade de absorver até cinco vezes mais dgua que qual-
quer composto presente em seu meio [112]. Notou-se que quanto maior a concentragdo da
gelatina, menor a reducdo da espessura do filme, dessa forma os valores da reducdo de espes-
sura nos grupos sao: CG1 - reducdo de 56,53%, CG2 - reducdo de 32,84% e o CG3 - reducao
de 29,53%. Apd6s 30 dias de andlises as espessura dos filmes mantiveram-se estaveis.

Paralelo a esta etapa, 2 g de particulas de hidroxiapatita (dimensdo 20 pm) foram incorpo-
radas as preparagdes (Tab. 6.3) quando as mesmas foram dispostas em placas acrilicas (anterior
ao processo de liofilizacdo), com a finalidade de simular formagdes nodulares (calcifica¢des),
que possam ser visualizadas em técnicas de imagens. As imagens serdo analisadas posterior-

mente no Cap. 7.4.
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Com a finalidade de confeccionar estruturas para reproduzir o lobo pulmonar, as solu¢des
preparadas foram dispostas em placas cilindricas (acrilicas), com um conjunto de moldes ci-
lindricos (volume aproximado 6 mL) e, logo apds, as amostras foram submetidas ao processo
de liofilizagdo. O processo de liofilizacdo € comumente utilizado para preservacio dos tecidos

bioldgicos pois impede a proliferagdo de micro organismos.

Liofilizacao

Liofiliza¢do € um processo de secagem que constitui na remog¢ao de dgua através da subli-
macao (processo de desidratacdo onde a dgua € retirada sem que passe pelo estado liquido), esse
processo pode acarretar numa reducao da espessura da amostra (~ 30%) e, desse modo, o uso
de solugdes para produgdo de biomateriais permite uma estimativa mais coerente em fungao do
volume esperado ou projetado. Ocorre quando todo o conteudo de dgua da substincia estd na
forma de gelo, sendo submetido a condi¢des de pressdes muito baixas, através de bombas de
alto vacuo para secagem a frio por um periodo de 24 a 48 horas, criando um ambiente favoravel
para que ocorra a sublimacao da dgua [113].

Etapas da liofilizacao:

I)- Congelamento prévio; que pode ser realizado a parte, a fim de transformar as solucgdes
aquosas em uma mistura de duas fases: uma constituida por cristais de gelo e a outra pela so-
lucdo concentrada de soluto. A formacao dos poros dependerd do tamanho dos cristais de gelo
formados, se houver a formac¢ao de grandes cristais de gelo tem-se um boa estrutura porosa que
facilitard o escape de vapor d’4gua durante a liofilizagao.

II)- Desidratacao; sob baixas pressoes e temperaturas. Nesta etapa, a 4gua € removida por
sublimagdo e com adicdo de calor. Quando as moléculas passam do estado sélido ao gasoso,
parte do calor latente € consumida e entdo a temperatura do sistema diminui, dessa forma, faze-
se necessario fornecer mais calor ao produto. Ao final da desidratacio a temperatura do produto
aproxima-se da temperatura ambiente. Placas de um condensador fornecem uma superficie, que

deve estar mais fria que a temperatura do material, para que o vapor se solidifique e migre ao
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coletor. A temperatura para esta captagcdo € em torno de T=-40°C.

III)- Secagem; ocorre logo apds a eliminacdo de todo gelo mas o material ainda continua
retendo certa quantidade de 4gua liquida. Assim, o produto deve permanecer no liofilizador sob
vacuo por aproximadamente 2 a 6 horas e aquecido a temperatura de 20°C a 60°C e, assim,
ocorre a evaporacao dessa dgua residual.

Equipamento:

O equipamento € constituido pelos componentes: camara de alto vicuo, fonte de calor, pla-
cas condensadoras e bomba de vécuo.

A camara de véacuo é onde o material fica localizado, tem o objetivo de diminuir a pressao
para que ndo ocorra fusdo do gelo. A fonte de calor tem a finalidade de fornecer calor latente de
sublimacdo. O condensador € formado por serpentinas de refrigeracdo, responsédvel pela execu-
cdo da sublimacdo inversa (transforma o vapor em gelo), esta parte do equipamento € adaptada
com dispositivos autométicos de descongelamento para manter a serpentina livre e aumentar a

eficiéncia do processo. A bomba de vacuo € designada a remover os vapores nao condensaveis.

Processo de secagem a baixa temperatura: as amostras dos grupos C, CG1, CG2 e CG3
foram mantidas sob refrigeracdo a -4°C por 12 h para congelamento prévio. Apds o conge-
lamento, essas placas passaram pelo processo de liofilizacdo a vicuo (equipamento LabComo
Triad) para secagem a frio -20°C por um periodo de 24 h, resultando em estruturas tridimensio-

nais (Fig. 6.4).

Figura 6.4: Estruturas tridimensionais liofilizadas.
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A Fig. 6.4 apresenta imagens das estruturas confeccionadas referentes aos grupos: C, CGl1,
CG2 e CG3, concluido o processo de secagem a vacuo. Posterior ao processo de liofiliza¢ao
a densidade (p = m/V) dos grupos poliméricos foi determinada levando em considerag¢do o
formato cilindrico das amostras resultantes, conforme apresentado na Tab. 6.4.

Tabela 6.4: Massa e densidade das estruturas liofilizadas.
| Grupos (Ch:Gel) || Massa (+0,0001 g) || p(g/cm’) |

C(1:0) 0,0599 0,0839
CG1(3:1) 0,0625 0,047
CG2(1:1) 0,0725 0,014
CG3(1:3) 0,0850 0,13

A imagem na Fig. 6.5 apresenta o biomaterial liofilizado referente ao grupo CG1 (Tab. 6.3)

na propor¢ao 3:1 (quitosana:gelatina).

Figura 6.5: Biomaterial quitosana-gelatina liofilizado, grupo CG1.

As amostras dos grupos C, CG1, CG2 e CG3 confeccionadas utilizando o método de lio-
filizacdo apresentaram potencial aplicagdo como lobos pulmonares, uma vez que o método pro-
porcionou a obtencdo de estruturas porosas. Andlises de imagens das estruturas desenvolvidas
serdo realizadas posteriormente para a devida escolha do grupo a ser utilizado como simulador

do lobo pulmonar de camundongo.
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7  Resultados experimentais e discussoes

Realizados os processos de preparacdo das amostras para aplicacdo como phantom con-
forme descrito no Cap. 6, os filmes e as estruturas produzidas foram submetidas a andlises por
técnicas fisicas utilizando espectroscopia de lente térmica, microscopia eletronica de varredura

e radiografia de alta resolucdo. Os resultados e discussdes serdo apresentados a seguir.

7.1 Analise pela técnica de espectroscopia de lente térmica

7.1.1 Filmes quitosana/gelatina

A difusividade térmica dos biomateriais, foi analisada a partir da producao de filmes bica-
madas (quitosana e gelatina), com o objetivo de investigar a conduc¢d@o de calor no regime ndo
estaciondrio. A técnica ELT foi configurada experimentalmente! no modo descasado utilizando
laser de comprimento de onda A = 457 nm.

Os filmes analisados foram confeccionados em diferentes propor¢des e concentracdes (pro-
cedimento descrito no Cap. 6.2.1): quitosana (1,0% m/v e 1,5% m/v) em écido acético (1%
v/v) e gelatina (7,0% e 7,5% m/v) bloom 200 e 500. O glicerol foi adicionado como agente
plastificador em trés diferentes concentracdes (0,75% 1,5% e 3,0% v/v), conforme disposi¢ao

apresentada na Tab. 6.2.

'As medidas experimentais de ELT foram realizadas no laboratério do InFis-UFU, sob responsabilidade do
Prof. Dr. Acécio A. Andrade



82

O efeito de LT tem como principio a variagdo no indice de refracdo com a temperatura. A
curva caracteristica da lente térmica depende do sinal de dn/dT (variagdo do indice de refracdo
em fung¢do da temperatura). Quando dn/dT for negativo, a lente térmica resultante serd concava
provocando divergéncia do feixe do laser, dessa forma a curva apresentard concavidade positiva.
Para dn/dT positivo, a lente térmica formada serd convexa e provocard e a curva apresentard
concavidade negativa. O sinal LT depende do meio, do comprimento de onda do laser de prova
e da temperatura.

A curva transiente € obtida utilizando a Eq. 7.1 que descreve a evolugdo temporal do sinal
de lente térmica no detector I(¢). 1(0) é o valor antes da formagdo da LT, 6 é a diferenga de
fase (aproximadamente) termicamente induzida do feixe de prova apds passar pela amostra e
t. é o tempo caracteristico de formagdo da LT. A Eq. 7.1 € utilizada para ajustar os dados
experimentais de LT na configuracdo descasada onde € possivel determinando os parametros 6
e t. relacionados com as propriedades Opticas e térmicas da amostra. Quando 6 = 0 ndo ha sinal

de lente térmica no plano de detector.

1(t) = 1(0)[1 — (8/2)tan ' 2mV[((1+2m)> + V) (t./2t) + 1 +2m+ V" D] (7.1)

onde
r 2 d 1
m=|— e V=—
[0} d,
sendo: r=raio do feixe de prova, w=raio do feixe de excitacdo, d;=posi¢ado relativa a cintura
do laser de excitagdo e d.=distancia confocal do laser de prova, conforme descritos no Cap. 5.1.
Os graficos nas Fig. 7.1, Fig. 7.2 e Fig. 7.3 apresentam a curva transiente obtida para os

diferentes filmes: Gel 7,0% bloom 200, Gel 7,5% bloom 200, Gel 7,5% Ch1,5% bloom 200,

respectivamente.
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Figura 7.1: Sinal de LT para gelatina 7,0% bloom 200.
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Figura 7.2: Sinal de LT para gelatina 7,5% bloom 200.

Tempo (s)

| 77 Experimental
Tedrico
Amostra: Gelatina 7,5% bloom 200
| L | L | L | L | | L | |
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14

83



84

Figura 7.3: Sinal de LT para gelatina 7,5% bloom 200 + quitosana 1,5%.
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Os sinais de LT apresentados nas Fig. 7.1, Fig. 7.2 e Fig. 7.3 foram todos normalizados
pelo valor inicial da intensidade 7(0). A normalizagdo das curvas LT é um procedimento impor-
tante pois pode eliminar possiveis flutuacdes do laser permitindo uma melhor comparacgao entre
as curvas obtidas ja que todas comecam de um mesmo ponto. O valor de 7. e 6 sdo obtidos a
partir do ajuste tedrico da Eq. 7.1, ou seja, ¢, = 10,34 +0,16 ms e 6 = 0,22. Sabendo que o
raio da cintura do feixe de excitacio é @ = 6,50 x 10~ ¢m obtém-se o valor da difusividade
térmica dos filmes utilizando a Eq. 5.8. Dessa forma, o valor da difusividade térmica corres-
ponde a D = 1,25+0,03 x 10~3cm? /s que esta em conformidade com medidas reportadas na

literatura [114, 115], conforme apresentado na Tab. 7.1.
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Tabela 7.1: Valores de difusividade térmica disponiveis na literatura e obtido neste trabalho*.
| Material/tecido | Difusividade (x 10 %cm? /s) |

Gelatina bloom 125 1,4440,04

Gelatina bloom 175 1,4740,04

Gelatina bloom 250 1,434+0,03
Cérebro 1,38
Mama 7,28
Gordura 0,771
Masculo 1,48
Pulmao humano 1,192
Pulmao suino 0,69
Pulmao coelho 1,071

Quitosana-Gelatina 1,25+0,03*

*Valor obtido neste trabalho para os filmes de quitosana-gelatina.

O gréfico na Fig. 7.4 apresenta os valores da difusividade dos filmes a base de quitosana
(1,0% e 1,5%), gelatina (7,0% e 7,5%) bloom 200 e 500 e glicerol (0,75%, 1,5% e 2,5%), em

funcdo das diferentes concentragdes e proporgdes.

Figura 7.4: Difusividade térmica versus diferentes concentracdes das amostras.
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O parametro da difusividade térmica é uma importante propriedade para analise do compor-
tamento de materiais em resposta a variagdes térmicas em sua estrutura pois expressa o quao ra-
pidamente o corpo se ajusta a nova temperatura. A compreensao dos mecanismos de transferén-
cia de calor dos materiais requer o conhecimento das propriedades termo-fisicas (condutividade
térmica, difusividade térmica e calor especifico) dos biomateriais confeccionados [88, 116].

A técnica ELT permitiu a obten¢ao dos valores precisos da difusividade térmica de mate-
riais transparentes em temperatura ambiente. Materiais com alto valor de difusividade térmica
respondem rapidamente a mudancas térmicas, enquanto materiais com baixo valor respondem
mais lentamente demorando a alcancar um novo estado de equilibrio [117].

Neste trabalho optou-se pela determinacdo da difusividade térmica por espectroscopia de
lente térmica por permitir esta andlise sem alteracdo do filme produzido na forma com que foi
confeccionado ndo sendo necessdrio qualquer ajuste na preparacdo dos mesmos. Pela anélise
dos resultados, ndo houve alteracao significativa do parametro da difusividade nos filmes a base
de quitosana e gelatina no que diz respeito a diferentes concentragdes e proporcdes, quando
associada a diferentes valores de bloom (grau de rigidez) e até mesmo quando na presenga de

glicerol.
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7.2 Analise pela técnica MEV

Para andlise das imagens obtidas por MEV?, utilizou-se o equipamento Jeol JSM-T330A
Scaning Microscope Eletronic ( Japao) operando com feixe de elétrons na faixa 0,5 —30 kV.

Realizou-se dois tipos de andlise: uma imagem de superficie e outra de corte transversal.
As micrografias obtidas por MEV mostram diferentes tipos de estrutura de biomateriais com
heterogeneidade para distintas escalas de comprimento.

A visualizacdo das imagens no MEV ¢ favorecida ao analisar amostras liofilizadas visto que
a técnica de liofilizagdo torna a amostra menos suscetivel ao acimulo de cargas na superficie
(baixa condutividade) pois utiliza um sistema com baixo vacuo.

Para andlise das amostras no microscopio eletronico de varredura ndo foi necesséario qual-
quer preparacdo de recobrimento da amostra. As estruturas tridimensionais confeccionadas
foram posicionadas no porta amostra em estagios de 0 e 45° utilizando fita de carbono con-

forme indicado na figura 7.5.

Figura 7.5: Estdgios de posicionamento da amostra no MEV: a) 0 e b) 45°.

Fonte: Elaborada pelo autor.

2As medidas foram realizadas no Centro de Lasers e Aplicacdes IPEN/CNEN na Universidade de Sdo Paulo
(USP-SP).
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7.2.1 Metodologia para calculo do diAmetro médio dos poros

Os parametros quantitativos representativos da morfologia sdo densidade media de poros
por area e distribuicdo do tamanho dos poros, que tanto pode relacionar a drea como o diame-
tro, os didmetros miximos, minimos e médio de cada poro e a porosidade superficial.

Para a determina¢@o do diametro dos poros e andlise morfoldgica utilizaram-se as micro-
grafias obtidas por meio do microscopio eletronico de varredura. As imagens foram geradas
com aumento de 50x, 100x, 200x, 250x, 400x e 500x.

No presente trabalho foi aplicado um método de processamento de imagem para analisar as
imagens MEV das amostras liofilizadas, a fim de medir o didmetro médios dos poros [118].

O processamento de imagem digital proporciona informagdes quantitativas, tais como: di-
ametro médio dos poros e andlise da distribui¢do dos diametros ao longo da se¢do transversal.
As dimensdes dos poros, como aparecem nas imagens de MEV, foram determinadas através do
processamento das imagens utilizando o programa ImageJ.

O primeiro passo para a andlise da micrografia pelo ImageJ refere-se a realizacao do pro-
cedimento de calibracdo. Para essa etapa usa-se a ferramenta Straight. Define-se entdo, uma
linha do tamanho da barra existente na imagem e posteriormente na op¢ao Analyze da barra de
ferramentas faz-se uso da ferramenta Set Scale e entdo pode-se incluir o tamanho da barra e a

unidade de medida indicada na micrografia.
Etapas de analise das imagens

Cada imagem € composta por varios pixels, cada um com uma tonalidade de cinza diferente
que pode variar de zero até 255, no caso um pixel branco. Escolher o tom de cinza para o corte
e posterior transformag¢do num padrdo bindrio corresponde a primeira etapa de tratamento de
imagem. Neste caso, a imagem resultante apos a realizacdo do Threshold sera apenas preto e
branco. A ideia € ajustar a tonalidade cinza para a representa¢do adequada dos poros, de forma
que apenas os poros sejam identificados.

Posterior a transformagao em sistema bindrio a quantificagdo dos poros e de suas areas
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com base na contagem de pixels pretos pode ser processada. O ajuste da escala de cinza é um
processo empirico, sempre considerando a necessidade de identificagdo dos poros de forma oti-

mizada.

Quitosana/Gelatina - CG1

O grupo CG1 na propor¢ao 3:1 (quitosana:gelatina) foi analisado utilizando imagem de
superficie (Fig. 7.6) e de corte transversal (Fig. 7.7) numa ampliacdo de 100x.

A imagem na Fig. 7.6 retrata uma superficie com poros interconectados formando um
aspecto de rede e apresentando regularidade do tamanho dos poros. Dessa forma, o valor médio
da dimensao dos poros do grupo CG1 corresponde a faixa de 230 um.

Figura 7.6: Grupo CGl1 - Corte de superficie.
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A imagem na Fig. 7.7 sugere uma superficie laminar e pequenas variacdes em sua extensao

com regularidade de tamanho.
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Figura 7.7: Grupo CG1 - Corte transversal (superficie).

N

#1 2013/10/27 AL D7.2 x100 1mm

Para o tratamento da imagem uma sequéncia de passos € executada conforme pode ser
visualizado na Fig 7.8. Na andlise da micrografia para o grupo CG1 determinou-se através da

calibracdo que 1 um corresponde a 2,253 pixels, indicando que temos uma calibracdo de 2,253

pixel /um.

Figura 7.8: Calibragem da micrografia no programa ImageJ.
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A primeira etapa corresponde em definir a drea de interesse na micrografia e executar o
procedimento descrito na primeira etapa da calibragem. O segundo passo € realcar as bordas

usando na opcdo Process a ferramenta Find Edges. Na sequéncia temos o preenchimento dos

poros contornados, conforme Fig. 7.9.

Figura 7.9: Realce da area de interesse na micrografia.

Posterior ao preenchimento executa-se na opcao Process a ferramenta Binary, cuja finali-
dade no tratamento € transformar a imagem em preto e branco. Apds a realiza¢do deste pro-
cedimento temos uma imagem na qual os poros aparecem na cor preta permitindo mensurar os

diametros de poros e sua distribuicdo, conforme Fig. 7.10.



Figura 7.10: Poros real¢cados pela cor preta, 100x.
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Em Set Measurement seleciona-se o Feret’s diameter para calcular o diametro de poros
e novamente na op¢do Analyze utiliza-se a ferramenta Measurement e efetua-se a medigdo.
A partir dos resultados do diametro de Feret para cada poro individualmente é calculado o
diametro médio de poros. No grafico da Fig. 7.12 apresenta-se a distribuicao dos diametros de

Feret.

Figura 7.12: Diametro de Feret.

Fonte: Elaborada pelo autor.

O diametro de Feret € usado em microscopia e representa a distancia entre duas linhas

paralelas que sdo tangenciais ao contorno da projecao da particula ou poro.

Quitosana - C

Para a anélise por MEV foram utilizados dois estdgios de posicionamento da amostra, ima-
gem de superficie (Fig. 7.13) e imagem de corte transversal (Fig. 7.14).

O grupo C corresponde a quitosana pura (Fig. 7.13), a andlise da imagem fornece as caracte-
risticas da amostra retratando uma superficie laminar com pequenas variacdes em sua extensao.

O valor médio da dimensao dos poros corresponde a faixa de 155 um.
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#1 2013M10/27 AL D5.9 x50 2mm

A imagem de corte transversal na Fig. 7.14 permite observar um padrao regular formado

por camadas.

Figura 7.14: Grupo C - Corte transversal.

201310127 AL D59 x100 1mm
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A Fig. 7.15 apresenta drea com poros (realce em preto) numa ampliagdo de 100x para o

grupo C.

Figura 7.15: Area com poros, 100x.

AR

Quitosana/Gelatina - CG2

A imagem do grupo CG2 na proporg¢do 1:1 (quitosana:gelatina) pode ser visualizada na Fig.
7.16, observa-se uma superficie de padrao uniforme com valor médio da dimensdo dos poros de
11,5 um. Os poros apresentados pela estrutura do grupo CG2 demonstraram que a propor¢ao
1:1 € adequada na obtencdo de estruturas porosas, fato este que pode ser confirmado analisando
as imagens nas Fig. 7.16 e Fig. 7.17, as imagens apresentadas possuem ampliacao de 500x e

1000x, respectivamente.
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Figura 7.16: Grupo CG2 - Area com poros, 500x.
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A Fig. 7.17 apresenta drea com poros (em preto) numa ampliacdo de 1000x para o grupo

CG2.

Figura 7.17: Grupo CG2 - Area com poros, 1000x.
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A fig. 7.18 apresenta uma imagem com realce dos poros (em preto) numa ampliacdo 500x.

Figura 7.18: Realce dos poros, S00x.
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O padrao de imagem obtido no grupo CG2 na proporcdo 1:1 (quitosana:gelatina), mostrou-

se adequado para a formacgdo de uma estrutura porosa.

Quitosana/Gelatina - CG3

As imagens obtidas do grupo CG3 na propor¢do 1:3 (quitosana:gelatina), podem ser vi-

sualizadas em corte transversal numa ampliacido de 60x (Fig. 7.19) e 100x (Fig. 7.20), pelas

imagens € possivel observar que o grupo CG3 apresentou morfologia em camadas com aspecto

regular e dimensao dos poros de 225 um.
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Figura 7.19: Grupo CG3 - Corte transversal, 60x.

#1 2013/10/28 AL D72 xe60 1mm

Figura 7.20: Grupo CG3 - Corte transversal, 100x.

#1 2013/10/28 AL D72 x100 1mm

Na Tab. 7.2 estdo apresentados os resultados numéricos obtidos para o didmetro de Feret e
a drea analisada através da andlise pelo software ImageJ dos poros com contornos selecionados

de forma manual para cada regido definida.
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Tabela 7.2: Resultado da selecdo manual dos poros em micrografias obtidas por MEV associa-
das ao ImageJ.

| Grupos || Parametro | Média || Desvio padrdo || Minimo || Méximo |

C Didmetro médio Feret (um) || 72,92 22,07 44,59 125,30
Area % 77,25 11,50 54,83 96,43

CG1 Diametro médio Feret (um) || 46,52 8,32 44,59 57,42
Area % 51,25 11,50 12,90 70,72

CG2 Didmetro médio Feret (um) || 25,11 6,08 16,17 37,94
Area % 71,80 11,44 48,79 97,42

CG3 Diametro médio Feret (um) || 114,76 19,09 91,95 140,44
Area % 83,95 9,50 71,37 92,54

As andlises das imagens obtidas por MEV permitiu avaliar a porosidade dos filmes. O espa-
camento dos poros formados nas estruturas obtidas com os grupos C, CG1, CG2 e CG3 (~ um),
condiz com o tamanho de células (10 — 0,2 um) e tecidos (100 — 10 pm) tornando possivel sua
utilizacdo para produgdo de phantom e uma potencial aplicagdo na engenharia de tecidos e/ou
medicina regenerativa [119].

A microscopia eletronica de varredura forneceu informacdes das estruturas obtidas quanto
a sua morfologia superficial e transversal. Devido ao método utilizado no processo de filtragem,
as amostras apresentaram uniformidade em sua superficie indicando aplicabilidade em diversas
areas, uma vez que o filme pode se adequar a rugosidade de outros ambientes que possa ser
inserido [70, 120].

Para a andlise dos poros foram selecionadas regides aleatdrias. Nesta etapa do trabalho foi
caracterizada qualitativamente a morfologia dos biomateriais pela técnica de microscopia ele-
tronica de varredura e andlise das imagens. Neste sentido foi possivel quantificar caracteristicas
morfoldgicas utilizando as imagens obtidas por MEV.

Considera-se que a caracteriza¢cdo da morfologia do biomaterial ¢ de suma importancia
como fator de escolha para uma determinada aplicacdo e para verificacdo do processo de pro-
dugdo podendo também ser um parametro que define a qualidade do biomaterial. Parametros
estruturais tais como: distribuic@o de poros, porosidade, morfologia e espessura sao possiveis de
serem determinados e mensurados a partir das imagens de MEV e posterior anélise por softwa-

res de imagem. Justifica-se o uso do método de imagem para quantificacdo de caracteristicas
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morfoldgicas para uma interpretacdo metddica e ripida.

Os resultados obtidos pela andlise de imagem foram similares a analise qualitativa das mi-
crografias. Os diametros de Feret determinados para os poros individualmente permitiram cal-
cular o didmetro médio dos poros.

Devido ao método de secagem a baixa temperatura, materiais com caracteristicas polissaca-
rideas apresentaram capacidade de formar estruturas porosas. Notou-se que dos quatro grupos,
0 que apresentou a maior regularidade em relacdo ao tamanho de seus poros foi o grupo CGl,
na proporc¢do 3:1 (quitosana:gelatina), apresentando-se adequado para a exploracdo das carac-
teristicas do tecido pulmonar.

O grupo C e CG2 praticamente possui o mesmo valor de variagdo do tamanho dos poros.
Quando aumentamos a concentracdo de gelatina, no grupo CG3, a variacdo do tamanho dos
poros aumenta, porém para valores abaixo do grupo CG1. Dessa forma, conclui-se que blendas
de quitosana-gelatina proporcionam a formacao de boas estruturas porosas quando submetidas

ao processo de liofilizacdo.
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Analise MEV: estruturas poliméricas x lobo pulmonar de camundongo

Imagens MEV de um pulmao de camundongo [6] foram utilizadas para analise em com-
parativo com as imagens MEV dos grupos: C, CG1, CG2 e CG3, com a finalidade de obter o
grupo adequado para aplicagdo como lobos pulmonares.

Na Fig. 7.21, visualizam-se imagens MEV de um pulmao de camundongo. Analisando as
imagens MEV do pulmao de camundongo em confronto com as imagens MEV dos grupos C,
CGl1, CG2 e CG3, a escolha do grupo CG1 torna-se adequada (Fig. 7.22 e Fig. 7.23) uma vez
que a blenda quitosana-gelatina (3:1) proporcionou uma estrutura porosa com regularidade de

tamanho dos poros (230 um).

Figura 7.21: MEV do pulmao de camundongo dissecado. Esquerda: MEV dos 4cinos pulmo-

A andlise da microscopia eletronica dos filmes permitiu determinar qualitativamente as in-
teracdes entre a composi¢do quitosana-gelatina mostrando-se favordvel na formacao de poros
conforme apresentado na imagem de superficie numa ampliacao de 300x (Fig. 7.22) e na ima-
gem de corte transversal numa ampliagdo de 300x (Fig. 7.23) em conformidade com resultados

MEYV do pulmio de camundongo (Fig. 7.21). Dessa forma a escolha do grupo CG1 € pertinente
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para compor os lobos pulmonares, uma vez que possibilitou a formag¢do de uma estrutura com

regularidade porosa.

2013/10/27 AL D5.2 x300 300um

2013/10/27 AL D72 x300 300um

A microscopia eletronica de varredura forneceu imagens que possibilitaram obter informa-
cdes quanto a formacdo de poros se apresentando de forma satisfatéria para aplicacdo como
phantom de pulmao de camundongo, especificamente para aplicacao nos lobos pulmonares.

As micrografias obtidas por MEV possibilitaram a inspe¢@o da microporosidade das estru-
turas tridimensionais obtidas, confirmando a producdo de estruturas com tamanho médio dos

poros ~ 181 um.
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7.3 Phantom de pulmao de Camundongo

Diante dos resultados analisados, confeccionou-se um phantom de pulmao de camundongo
a base de polimeros (quitosana e gelatina). Um biomaterial a base de quitosana foi composto
na forma cilindrica e circular (stzent) sem irregularidades superficiais como molde para traqueia.
Uma blenda de polimeros (quitosana-gelatina) liofilizados foi projetada como molde para os
lobos pulmonares.

O phantom de pulmao de camundongo que foi produzido pelas estruturas conforme descri-

¢do no Cap. 6, pode ser visualizado na Fig. 7.24.

Figura 7.24: Phantom de pulmao de camundongo produzido neste trabalho.

Os biomateriais produzidos tiveram suas dimensdes monitoradas e foram confeccionados
com diferentes espessuras, variando de 230 um a 1 mm e comprimento da ordem de alguns
centimetros.

O phantom produzido apresentou estabilidade estrutural adequada, com auséncia de degra-
dacdo, para periodos longos (2 anos) permitindo seu uso potencial para aplicagdes na area de

Fisica Médica.
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7.4 Analise por radiografia de alta resolucao - DEI

Os biomateriais poliméricos foram projetados com estruturas complexas nas quais as carac-
teristicas dimensionais estao hierarquicamente organizadas de acordo com a fisiologia do 6rgdo.
Alguns tecidos biolégicos exibem contraste inerente em uma imagem de raios X. As imagens
de absorcao de raios X para ossos, dentes e tecidos mineralizados constituidos de compostos de
célcio, apresentam-se similares e por isso, neste trabalho, utilizou-se compostos de hidroxiapa-
tita (particulas de tamanho 20 um).

As imagens deste trabalho foram adquiridas na linha de luz X15A do National Synchrotron
Light Source (Brookhaven National Laboratory, Upton, NY), a qual tem uma fonte de raios
X proveniente de um anel sincrotron. O projeto intitulado: "Characterization of biomaterials
phantoms for medical applications" foi aprovado para uso da linha de luz em questao.

DEI é um tipo de imagem de raios X por contraste de fase. Em todos os tipos de imagem de
raios X por contraste de fase, o contraste da imagem € gerado quando o raio X passa através do
material com diferentes indices de refracdo, o que conduz a mudancas na fase do feixe transmi-
tido. As imagens foram processadas, posteriormente a sua aquisi¢ao usando o software ImageJ
para a extracao da informagdo qualitativa no que se refere ao nivel de contraste nas imagens.

Cada imagem nas Fig. 7.25 a Fig. 7.30 representa um ponto de mudanca na posi¢do do
cristal analisador obtido para o intervalo de 5 urad a -5 urad. No total foram extraidas 11
imagens de cada amostra compondo a varredura sobre toda a curva de refletividade do cristal.

A radiografia convencional mostra uma caracteristica do material que corresponde a ate-
nuacdo do feixe de raios X ndo considerando outros efeitos fisicos existentes com informagdes
importantes da interagdo sobre o feixe transmitido. Nesse aspecto refere-se a radiografia clas-
sica como limitada. Por outro lado, a radiografia convencional sao degradadas pelo efeito de
espalhamento, o qual pode contribuir com a perda de detalhes da imagem [98].

As amostras foram preparadas de acordo com o processo descrito na se¢cdo 6.3 e a hidroxia-
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patita foi acrescentada em alguns filmes quando estes foram dispostos em placa de Petri anterior
ao processo de secagem nas propor¢des adequadas.

A aquisi¢do das imagens de DEI foi realizada com o cristal analisador sintonizado para
varias posigoes sobre a Rocking Curve através da translacdo da amostra. A velocidade de varre-
dura da amostra correspondeu a 10 mm /s, a dose sobre a amostra foi de poucos mGy (miligrays)
para 18 KeV'.

Na Tab. 7.3, apresentam-se as caracteristicas da linha de luz sincrotron DEI e XSW? utili-

zada para andlise dos dados deste trabalho.

Tabela 7.3: Caracteristicas da linha de luz X15A NSLS 1.

Faixa de || Monocristal Resolucdo | Fluxo Tamanho Aceitacdo
energia AE/E local (mm) || Angular
Total
3-20 KeV || Si(111), 2x107% || 103 ph/s/mm?|| 15Hx 2V || 10
para XSW || Si(220), (@ 30 KeV, | (desfocado) || (mrad)
S1(400) para 200 mA, 2.8 || para XSW
XSW GeV)
15-60 KeV || Si(111) 2x107% || 103°ph/s/mm?|| 115Hx2V || 10
para DEI Si(333) para (@30 KeV, || para DEI (mrad)
DEI 200mA,
2.8GeV)
Tipo de fonte
Bending Magnet

Sistema Otico
Monocromador: Silicio (111) e (333) monocromador com o correspondente analisador.

Aparato experimental
Radiacao adequada para o modo feixe branco. Detector CMOS digital 50 mm x 100 mm, e
placa de imagem 200 mm x 250 mm para o detector com leitor Fuji, ambos com tamanho
de 50 u pixel. Sistema DEI utilizando silicio (111) e (333) para reflexdes. Tempo de
varredura tipico é de um minuto por conjunto de imagem DEI para amostras 100 mm x
100 mm com 40 mm de espessura equivalente (dgua).

Sistema computacional Hardware & Software
Computador PC486 com sistema operacional Linux, Windows-X, SPEC e CPlot para
operar o monocromador e o aparato experimental via CAMAC e uma placa PCAIl MCA.
Computador Windows com software personalizado para controle do experimento DEI via
interface GPIB, operando o quadro grabber para o detector de raios X 2D.
Fonte: http://beamlines.ps.bnl.gov/beamline.aspx?blid=X15A. Acesso em: 30 maio 2016.

3X Ray Standing Waves - Ondas estaciondrias de raios X; técnica utilizada para analisar a estrutura da superficie
e a interface de uma amostra com elevada resolucdo espacial, utilizando fonte de luz sincrotron.
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A técnica de imagem de alta resolucgdo foi utilizada de forma qualitativa para a identificagdo
das diferencas de contraste obtidos (pontos da curva de refletividade) nos biomateriais devido
as diferentes condic¢des de preparacdo e biopolimeros empregados nas mesmas.

Com a finalidade de observar o contraste de imagem, a técnica DEI foi utilizada para ana-
lise das amostras confeccionadas conforme disposicao dos grupos em diferentes propor¢des de
quitosana:gelatina C (1:0), CG1 (3:1), CG2 (1:1) e CG3 (1:3) com ou sem particulas de hidro-
xiapatita.

As imagens apresentadas nas Fig. 7.25 e Fig. 7.26 correspondem as estruturas dos grupos

C e CGl, respectivamente.

Grupo C - Quitosana.

As imagens de radiografia de alta resolu¢do na Fig. 7.25 referem-se a quitosana pura.

Figura 7.25: Imagem DEI grupo C.

Para os biomateriais do grupo C compostos unicamente de quitosana visualiza-se uma es-

trutura porosa com jungdes identificando a interface entre duas partes entre cruzadas do mesmo

identificados como partes de maior espessura.



107

Grupo CG1 - Quitosana:Gelatina (3:1).

As imagens na Fig. 7.26 referem-se a blenda quitosana-gelatina.

Figura 7.26: Imagem DEI grupo CGI.

Grupo C - Quitosana + 2 g hidroxiapatita.

As imagens na Fig. 7.27 referem-se a quitosana pura adicionada 2 g HA.

Figura 7.27: Imagem DEI grupo C + HA.
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Grupo CG1 - Quitosana:Gelatina (3:1) + 2 g hidroxiapatita.
As imagens de radiografia de alta resolug@o na Fig. 7.28 referem-se a blenda quitosana-

gelatina na propor¢do 3:1 adicionada 2 g hidroxiapatita.

Figura 7.28: Imagem DEI grupo CG1+ HA.

Nas imagens do grupo CG1 com a inclusdo de HA visualiza-se um padrio fibroso com

juncdes de HA incorporada. As variagdes de contraste nas distintas posi¢des da curva de refle-
tividade permitem visualizar o biomaterial na forma 3D com uma estrutura de fibras internas

interlacadas.

Grupo CG2 - Quitosana:Gelatina (1:1) + 2 g hidroxiapatita.
As imagens de radiografia de alta resolu¢do na Fig. 7.29 referem-se a quitosana-gelatina na

proporcdo 1:1 adicionada 2 g hidroxiapatita.
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Figura 7.29: Imagem DEI grupo CG2 + HA.

A imagem do grupo CG2 aponta para um padrdo mais poroso do biomaterial com areas
livres de HA sendo possivel identificar a incorporagdao da HA. A incorporacdo da HA fez-se
apenas em parte do biomaterial sugerindo que durante o processo de liofilizagdo houve uma
modificacdo do material devido as diferencas de composic¢ao.

Grupo CG3 - Quitosana:Gelatina (1:3) + 2g hidroxiapatita.

As imagens na Fig. 7.30 referem-se a blenda quitosana-gelatina adicionada 2 g HA.

Figura 7.30: Imagem DEI grupo CG3 + HA.
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Os grupos que apresentam a HA em dareas distintas foram preparados de modo a apresen-
tarem parcialmente o compdsito. De forma geral, a estrutura base dos grupos estd evidenciada
nas imagens com os respectivos contrastes para as diferentes posi¢cdes angulares no perfil de
difracdo.

Os resultados obtidos por essa técnica sdo importantes por terem sido realizados para os
biopolimeros selecionados e a aplicacdo pela primeira vez. Nas imagens obtidas pela técnica de
imagem foi possivel identificar padrdes distintos devido a variagdo nas quantidades dos biopo-
limeros usados nas preparagdes efetivadas. Entende-se que um aprimoramento das preparacdes
ainda devera ser realizado e novas andlises poderdo ser desenvolvidas junto ao setor de Radio-
terapia do Hospital de Clinicas visando o desenvolvimento de phantoms de custo acessivel para
outros tecidos e 6rgaos.

As imagens produzidas pelo método DEI fornecem alta resolugdo e contraste elevado,
tornando-se uma excelente técnica para aplicagdo na andlise de biomateriais poliméricos. As
bordas e fibras ficaram evidentemente realcadas, inclusive particulas de hidroxiapatita. Isto se
deve a resolucgdo espacial do analisador com gradiente de fase, o que ndo ocorre numa imagem
convencional.

Detalhes finos das estruturas formadas pela juncdo dos biomateriais e os contornos sao
claramente visiveis nas imagens de DEI. O mesmo fato ndo ocorre para os mesmos materiais

quando observados pela Radiografia Convencional.
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Analise das estruturas em uma fonte de raios X convencional

As estruturas confeccionadas: filmes com e sem hidroxiapatita, stent e phantom, foram
submetidas a andlise em uma fonte convencional de raios X com E = 40 KeV. Os dados foram
realizados no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU), no setor
de radiologia. As amostras foram dispostas em uma placa para obten¢do das imagens de raios

X, conforme visualizado na Fig. 7.31.

Figura 7.31: Imagem de uma fonte de RX convencional das estruturas poliméricas.

Pela imagem (Fig. 7.31) obtida de um fonte de raios X convencional das estruturas polimé-
ricas desenvolvidas neste trabalho € possivel visualizar dreas de contraste de imagem dos filmes

com hidroxiapatita, stent e phantom.
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Para melhor andlise, a Fig. 7.32 apresenta as imagens de raios X em contraste com a ima-

gem real de cada estrutura.

Figura 7.32: Comparativo da imagem de raios X com imagem das estruturas.

Filmes hidroxiapatita Phantom_

Imagem de raios X
convencional

E=40 KeV

Comparando os resultados de uma fonte de raios X convencional com as imagens obtidas
pela fonte de radiografia de alta resolugcdo (DEI), pode-se dizer que as imagens de raios X con-
vencional forneceu contraste nas imagens das estruturas, porém as imagens obtidas pela técnica

DEI proporcionou as imagens um alto contraste entre interfaces e bordas.
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8 Conclusoes

A maioria dos estudos envolvendo a produgdo de phantom se baseiam no uso de um nico
material. No presente trabalho confeccionou-se estruturas tridimensionais com diferentes bio-
materiais. Como principal resultado desta tese foi obtido phantom pulmonar de camundongo
adequado para uso em dosimetria.

A metodologia de preparaciao das amostras foi aperfeicoada e permitiu a determinagdo dos
biomateriais poliméricos adequados para a aplicacdo biomédica proposta, destacando as di-
versas etapas para manufatura do biomaterial. Os métodos de filtragem e neutralizacdo foram
eficientes para o controle do pH. O processo de secagem a baixa temperatura a vicuo proporci-
onou a formagdo de estruturas porosas determinantes para a aplicacdo escolhida.

Micrografias superficiais obtidas por MEV de estruturas selecionadas permitiram a veri-
ficacdo da homogeneidade e a formag¢do de uma estrutura ordenada sem apresentar artefatos
expressivos. Além disso, esta técnica forneceu informacdes destacando a morfologia super-
ficial e em corte transversal. As técnicas experimentais selecionadas para caracterizagao das
propriedades dos biomateriais conduziram a resultados preliminares importantes para o desen-
volvimento do phantom.

A determinagdo de parametros estruturais através da técnica de MEV associada ao método
de imagem foi essencial para a escolha do biomaterial cujas caracteristicas morfologicas estao
em acordo com as caracteristicas existentes na literatura. A organizacdo e alinhamento das es-
truturas na matriz do biomaterial permitiram estabelecer uma relagdo com a anatomia do tecido
biolégico em questdo. A estrutura fisica apresentada pelo biomaterial condiz com a proposta de

uso potencial para aplicagdo como phantom.
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As imagens obtidas pela técnica de radiografia de alta resolucdo dos filmes liofilizados mos-
traram que as propor¢des de quitosana e gelatina foram adequadas para confeccao do phantom
apresentando alto contraste nas imagens adquiridas, especialmente nas amostras com hidroxi-
apatita. Em contraste com as imagens obtidas de uma fonte de raios convencional, as imagens
obtidas pela técnica DEI apresentaram maior nitidez de imagem, especialmente em interface e
contorno das bordas.

Este estudo demonstra as vantagens de uso da técnica DEI para caracterizacdo de bio-
materiais constituido basicamente por elementos leves, validando que as imagens obtidas de-
tectam claramente as microestruturas produzidas nos biomateriais. Essas informacdes sdo rele-
vantes para auxiliar clinicos e médicos radiologistas na avaliagdo das estruturas biolégicas mais
complexas através do phantom. O uso de DEI pode aprimorar a reducio de falsos positivos e
falsos negativos nos diagndsticos por imagem, uma vez que as imagens produzidas devem ser
utilizadas para anédlises quantitativas e qualitativas comparadas com as radiografias.

Os biomateriais produzidos nio apresentaram indicios de degradagdo (presenca de fungos
ou reduc¢do de tamanho) em atmosfera ambiente nas propor¢des preparadas adequadamente. A
utilizacdo bem sucedida dos biomateriais se deve a construc¢do da estrutura/fun¢do pela compa-
racdo com as estruturas bioldgicas e a inclusdo de artefatos da doenga em sua matriz. Como
perspectivas futuras, a técnica DEI pode ser aplicada no estudo detalhado da arquitetura dos

phantoms produzidos com a observacao de sua degradacao.
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APENDICE A - Interacéo da radiacdo com a

materia

A interacdo da radiagdo eletromagnética com a matéria envolve diretamente os mecanismos
de propagacdo da luz no tecido, dessa forma € importante compreender os fundamentos presen-
tes nesta interacdo. De uma maneira geral, a radiacdo interage pelos processos de absorcdo e
espalhamento. O processo de absorcao de f6tons pode ocorrer sob forma de radiacao ionizante
e ndo ionizante. O que distingue os f6tons nessas classificagdes sdo suas energias, os raios X e
raios gama, pois apresentam energia suficiente para ionizar os dtomos do meio, pelos processos
de absorc¢do fotoelétrica, produgdo de pares, absorcdo fotonuclear e espalhamento Compton.
Por outro lado, se a luz ndo possui energia suficiente para que esses processos ocorram, caso
em que sua energia ¢ menor que a energia de ligacdo da maioria dos elétrons, ocorre entdo o
espalhamento onde, a energia que incide em uma dire¢do é espalhada ou desviada para outras
direcdes.

A radiacdo eletromagnética pode atravessar um meio modificando-o ou ndo, a probabilidade
de ocorrer interacdo, dependerd da caracteristica do meio e da radiacdo [121]. As radiagdes ele-
tromagnéticas emitidas pelos tubos de raios X, quase invariavelmente t€m um comprimento de
onda maior do que os raios gama emitidos por nucleos radioativos.

Os raios X possuem frequéncia (~ 10'7Hz), energia entre (100 ¢V — 100 KeV) e compri-
mento de onda (~ nm). A radiacdo gama é uma radiacdo eletromagnética ionizante de alta ener-
gia (> 0,1 MeV), alta frequéncia (> 10°Hz) e, portanto, com comprimento de onda (~ pm).

Dessa forma, raios X e raios gama podem ser diferenciados com base no valor da energia.
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Quando feixes de raios X ou raios Y atravessam o meio ocorrem interagdes entre fotons
e a matéria. Dessa forma, a energia € transferida para o meio, sendo capaz de arrancar elétrons
dos dtomos provocando ionizagdes ao longo de sua trajetdria. Se o meio for um tecido humano
essa energia € capaz de destruir células, impedindo que elas se reproduzam ou reproduzam de
forma inadequada. O processo de ionizag¢do ocorre quando elétrons sdo removidos de d&tomos
ou moléculas, devido a incidéncia de uma energia que seja capaz de superar a energia de liga-
cdo desses elétrons, resultando em elétrons de alta energia, quando ocorre a quebra de ligacdes
quimicas. No caso da excitacdo, os elétrons sdo deslocados de seus orbitais atdmicos, e ao re-
tornarem, emitem a energia remanescente sob forma de luz ou raios X.

As radiacdes ionizantes incidentes, ao atravessarem um meio material, transferem energia
para as particulas no decorrer de sua trajetéria. Caso esta energia transferida seja superior a
energia de ligacao do elétron com o restante da estrutura atdmica, este € ejetado de sua orbita (o
atomo é momentaneamente transformado em um ion positivo). O elétron ejetado (ion negativo)
desloca-se no meio, impulsionado pela energia cinética adquirida neste processo. Esta energia
€ dissipada através da interacdo do elétron com elétrons e nucleos de outros dtomos eventual-
mente encontrados em sua trajetdria e por consequéncia, novos ions podem ser introduzidos na
matéria. O processo € interrompido quando, a energia dissipada nas interacdes (choques), os
elétrons (e suas cargas negativas) acabam capturados por moléculas do meio.

As radiacdes ionizantes contribuem para romper, mesmo que momentaneamente, o equi-
librio entre as cargas positivas e negativas do 4tomo, pois "arrancam" aleatoriamente, elétrons
das camadas eletronicas. A insercdo de cargas elétricas livres em um meio irradiado segue um
rearranjo eletronico que pode envolver elétrons de outros dtomos e moléculas. Este rearranjo
dos elétrons tem como consequéncia o restabelecimento do equilibrio perdido [121].

A radiacdo eletromagnética ionizante € considerada, em boa parte dos casos, como um
conjunto de particulas (fétons) em que, cada energia do féton Av corresponde a um momento
associado hv/c dessa forma, podem ocorrer "colisdes" em que o féton transfere energia e mo-

mento para outras particulas.



117

As principais interacOes que ocorrem na matéria com fotons de energia na faixa de KeV
até dezenas de MeV sdo: Efeito Rayleigh, Efeito fotoelétrico, Efeito Compton, Producgdo de

pares, Interacdes fotonucleares.

A.1 Efeito Compton

Descoberto em 1923 por Arthur Compton, o efeito Compton, pode ser descrito sob dois
aspectos: cinemadtica e secdo de choque, efeito descrito conforme Fig. A.l. A cinemética
descreve a energia envolvida no processo e a secdo de choque descreve a probabilidade de
ocorrer a interacdo Compton. A principal caracteristica do Efeito Compton € que apenas uma
parte da sua quantidade total de energia € transferida do f6ton ao elétron, o restante da energia
continua como um féton de baixa energia em outra direcdo, e portanto, chamado um féton es-

palhado [122]. Este efeito predomina na faixa de energia de 100 KeV —2 MeV).

Figura A.1: Efeito Compton.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Um féton incidente com energia AV interage com o elétron estaciondrio fracamente ligado
ao atomo, como resultado dessa interacdo, o elétron estaciondrio € espalhado a um angulo 0,
em relacdo a direcdo do féton incidente, com energia cinética K, chamado agora elétron de re-
cuo. A velocidade do elétron depende da energia que foi transferida ao elétron. Um féton de
energia hv' menor que hv € espalhado a um angulo @. Depois da colisdo o elétron se afasta a
um angulo 6, com energia cinética K e momento p. O féton espalha a um angulo @ com energia

hv' e momento hv'/c.

Cinemdtica

A energia do f6ton espalhado é:

;o hv
hv= 1+ (hv/moc?)(1 —cos @) (A1)

O momento de recuo do elétron espalhado € igual a diferenga entre 0 momento do quantum

incidente e o do quantum espalhado logo, a energia do elétron de recuo é:

v (hv /moc?)(1 — cos @)
1+ (hv/moc?)(1 —cos @)

(A.2)

r

Secdo de choque para o efeito Compton

J. J. Thomson propds a primeira descri¢@o tedrica para o processo em que o elétron pode
ser espalhado por fétons, deduziu a se¢do de choque diferencial por elétron por f6ton espalhado

a um angulo @, por unidade de angulo sélido, que pode ser expresso na forma:
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d.oy 1o’

e 5 (1 + cos* @) (A.3)
¢

2 sr=! por elétron, ry = e*/mg?> = 2,818 x 10~13 ¢m é o raio classico do

em unidades de cm
elétron. O valor da Eq. A.3 67,94 x 10~ 2°cm? sr—! ¢! para ¢ =0 e 180°.
Integrando a Eq. A.3 sobre todas as dire¢cdes de espalhamento, obtém-se a secdo de choque

total para o espalhamento Thomson por elétron ,Gy:

8
.00 = gm(% = 6,65 x 10~ 2cm? /elétron. (A.4)

Esta secdo de choque é numericamente igual a probabilidade de ocorrer o espalhamento
Thomson quando um féton passa através de uma camada contendo um elétron por cm?.
Em 1928 Klein e Nishina aplicaram a teoria Dirac de afim de obter a secdo de choque e

obtiveram sucesso ao prever o correto resultado experimental [123].

A equacdo diferencial de Thomson para se¢@o de choque Eq. A.3 pode ser escrita na forma:

d.oy 10> (W' \>[hv RV )
_ v A5
aQ, 2 (hv w e (&.3)

em que hv' é dado pela Eq. A.1, para baixas energias hv = hV’, consequentemente Eq. A.5,

sera:

2 2

d,o T T
dQ:; = %(2 —sen’@) = %(1 +cos* Q) (A.6)
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que € idéntico a Eq. A.3, verificando que a se¢do de choque proposta por Klein e Nishina
se reduz a proposta por Thomson para o caso de fétons de baixa energia.
A sec¢do de choque total, Klein-Nishina, por elétron (,0) pode ser obtida pela integracao de

Eq. A.5 para todos os fotons espalhados a um angulo ¢:

eozznr&{H“{z(H“) In(1+2a)] In(1+2a) 1+3a

— — A7
o | 1+2a o LT (1+20)? (A7)

onde & = hv/mgc?.

Vimos que a secdo de choque por elétrons .o, pode ser obtida através da integracdo sobre
todos os fétons espalhados, .o independe de Z logo, .o o Z°, desde que assumindo a ener-
gia de ligacdo dos elétron zero. Assim, a secdo de choque (Klein-Nishina) por 4tomo de um

determinado elemento Z, € dada por:

«0=7Z,0 (A.8)

em que o, se¢io de choque por dtomo (cm?/dtomo) e .o segio de choque por elétron.
Verifica-se que a se¢do de choque atdmica ndo despreza a fraca ligacao entre os elétrons e o
niicleo. A sec¢do de choque por unidade de massa o./p é denominada coeficiente de atenuago

Compton, e pode ser obtido de:

Oc _Naz (A.9)

onde:
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O.: espalhamento Compton;
Ny = 6,022 % 102 mol~!: nimero Avogadro;
Z: ndmero de elétrons por dtomo;
A: massa atdmica (g/mol);
p: densidade (g/cm?);
N,Z/A: nimero de elétrons por grama do material.

E importante notar que a secdo de choque atdmica € linearmente proporcional a Z, e o

coeficiente de atenuacido mdssico independe de Z.

A.2 Efeito fotoelétrico

O efeito fotoelétrico € um fendmeno no qual os elétrons sdo emitidos apds a absor¢do da
energia da radiacdo eletromagnética, como raios X ou luz visivel. A energia dos elétrons emi-
tidos, denominados fotoelétrons, ndo depende da intensidade da radiacao incidente mas sim do
comprimento de onda de radiacdo. Como o comprimento de onda é mais curto, os elétrons
com maior energia podem ser emitidos. Este efeito € um fendmeno de interacao fotdnica com a
matéria, que envolve baixas energias (< 100 KeV).

Einstein prop0s que a radiacdo incidente ¢ um quantum (f6tons), que tem a energia de
E = hv, e ele assumiu que o efeito fotoelétrico é produzido quando um elétron absorve com-

pletamente um féton, conforme Fig. A.2.
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Figura A.2: Efeito fotoelétrico.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A energia cinética K que o elétron recebe € igual a energia do féton incidente menos a

energia de ligacao do elétron alvo, ou seja, K pode ser representada pela equagao:

K=hv—E,—K,, (A.10)

hv € a energia do féton incidente; £, € a energia de ligacdo eletronica; K, é a energia cinética

do atomo, K, = 0.

K=hv—Ep. (A.11)

A variagdo do momento féton € devido a sua energia e velocidade, pois a massa é muito
pequena, sendo transferidos para o elétron apenas uma pequena parte. O restante do momento
deve ser transferido ao nucleo.

A interagd@o do elétron ocorre a um desvio 6 relativo a dire¢do do féton incidente com mo-
mento p. Uma vez que o féton foi totalmente absorvido ndo haverd espalhamento auxiliando

na conserva¢do do momento, como no caso do efeito Compton. No efeito fotoelétrico este
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papel € assumido pelo d&tomo do qual o elétron foi removido. Embora a energia cinética pode
ser desprezada K, = 0 o momento do dtomo p, ndo pode ser desprezado. A dire¢do tomada
pelo dtomo de recuo é de pouca importancia, uma vez que a energia cinética € insignificante.
Basta ressaltar que no caso fotoelétrico o 4tomo espalha na direcdo necessaria para conservar o

momento.

Secdo de choque para o efeito fotoelétrico

O célculo da secao de choque para o feito fotoelétrico ndo € tao simples como o calculado
para o efeito Compton, pelo método Klein e Nishina, devido a energia de ligagdao do elétron.
Embora alguns autores tenham reportado solugdes satisfatorias confrontando resultados teori-
cos com experimentais, proposto por Davisson e Evans [123, 124].

A interagdo da secio de choque por d&tomo por efeito fotoelétrico (,7), integrada sobre todos
os angulos de emissdo do fotoelétron, ou seja, a probabilidade de absor¢do por efeito fotoelé-

trico, pode ser escrita como:

aT=k

L (em? /dtomo) (A.12)

k € uma constante; n = 4 e m = 3. Esta dependéncia do efeito fotoelétrico com o nimero atd-
mico do material € a principal razdo para o uso de materiais de alto Z (como o chumbo) em
blindagens.

O coeficiente de atenuagdo massico (7, = T/p), devido ao efeito fotoelétrico, estd relacio-
nado com o ndmero atdmico (Z) e a energia hv dos fétons incidentes, utilizando as Eqs. A.8 e

A.9, pode ser escrito na forma:
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g )’ (em? Jatomo). (A.13)

O coeficiente de atenuacdo mdssico devido ao efeito fotoelétrico varia diretamente com a
terceira poténcia do niimero atdmico e inversamente com a terceira poténcia da energia. Desse
modo, a probabilidade de ocorréncia para o efeito fotoelétrico aumenta para baixas energias e
elevados niimeros atdomicos.

E evidente a conservacio de energia, pela Eq. A.13 para o efeito fotoelétrico, em que a
fracdo hv € transferida para o fotoelétron, trata-se de uma aproximacgdo. A energia de ligacao
Ej;, deve ser levada em conta e parte ou toda é convertida em energia cinética através do efeito

Auger.

A.3 Producao de pares

A producio de pares € um processo de absorcao em que um féton (com energia superior a
1,02 MeV') desaparece originando um elétron e um pdsitron, devido a intera¢do do féton com o
campo elétrico do nucleo do dtomo, conforme Fig. A.3. Quando f6tons altamente energéticos
se aproximam do nucleo, a transformacdo de energia em massa pode ocorrer devido ao efeito
do campo elétrico do nicleo. Com isso, o féton € convertido em um par elétron-pdsitron com
a mesma massa de acordo com a relagiio E = mc?. Este processo é o inverso do processo de

aniquilacdo de positrons (massa € convertida em energia) [122].



125

Figura A.3: Producdo de pares.

o0

nucleo

Fonte: Elaborada pelo autor.

Um féton incidente hv fornece todo seu quantum de energia para criagdo do par elétron-

positron com energia cinética K~ e K. Pela conservagio de energia, a equacdo sera:

hv = 2m0c2+K7 +K*

hv =1,022 MeV + K~ +K* (A.14)

o elétron e o pdsitron ndo recebem necessariamente a mesma quantidade de energia, mas a

média da energia cinética é dada por:

hv —1,022 MeV

K=
2

(A.15)

Para valores de /v acima do limiar de energia 2mgc?, ocorre a criacio de elétrons e posi-
trons, ou seja, a energia é convertida em massa de duas particulas distintas.
Tem-se o coeficiente de atenuacdo para produgdo de pares por dtomo (,K) e, o coeficiente

de atenuacdo para producdo de pares sera:

K_ kM (o
p—aK‘A (em/g) (A.16)
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uma vez que, Z/A é constante e k/p o Z.

A.4 Efeito Rayleigh

O espalhamento Rayleigh € chamado espalhamento coerente devido a combinacdo de even-
tos que ocorre no 4tomo como um todo sem que haja transferéncia de energia. Quando o féton
incidente é espalhado pelo d&tomo e muda sua direcao, o 4tomo alvo recua para conservar mo-
mento antes e depois do espalhamento. Essa energia de recuo € pequena e pode ser desprezada
devido a grande massa atdmica. Portanto, o féton muda sua dire¢cdo e mantém a mesma energia
apo6s o espalhando. Como resultado, nenhuma energia € transferida. O espalhamento coerente,
envolve o espalhamento de um féton sem transferéncia de energia (espalhamento elastico). O
féton espalhado possui 0 mesmo comprimento de onda que o féton incidente. O dnico efeito € o
espalhamento dos f6tons com um angulo pequeno. Este espalhamento tem maior probabilidade
de ocorrer em materiais com alto nimero atdmico e fétons de raios X com energias menores
que 10 KeV [122]. O coeficiente de atenuagdo, em unidade de massa, para o espalhamento

Rayleigh é dada por:

ORay Z
I:)} ~ )2 (em?/g oum? /kg). (A.17)

A importancia do espalhamento Rayleigh é muito pequena, pois ndo contribui significati-

vamente para o coeficiente de atenuacao.

A.S5 Interacoes fotonucleares

Na interacdo fotonuclear (fotodesintegracdo), um féton energético (~ 10 MeV') é comple-
tamente absorvido pelo nicleo que, em seguida emite um préton ou um néutron (y,n). Ocorre
principalmente em geradores de raios X de alta energia como: acelerador linear, sincrotron, etc,

onde elétrons sdo acelerados e atingem energia de ~ MeV. As reacdes fotonucleares sdo de
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grande preocupacao na area da protecdo radioldgica devido a produgdo de néutrons [122].

Para baixos valores de energia ~ 100 KeV predomina o efeito fotoelétrico, em qualquer
que seja o dtomo. A medida que a energia vai aumentando predomina o efeito Compton
~ 100 KeV —2 MeV, atingindo o valor maximo de 2 MeV. Acima de 2 MeV a energia au-

menta assim, o fendmeno de producdo de pares serd predominante.

A.6 Coeficiente de Atenuacao Total

A interacdo da radiacdo com a matéria ocorre através de processos fisicos como: efeito
fotoelétrico, efeito Compton e produgdo de pares. A energia do féton incidente e o tipo de
material atravessado determinard qual a probabilidade de ocorrer um desses processos [125].

O coeficiente de atenuagcdo de um material varia com a energia da radiacdo (E), mas se
considerando um mesmo material, dependerd do seu estado fisico ou fase. Divide-se o valor
do coeficiente de atenuacdo pela densidade do material (p), tornando-o independente de sua
fase. O coeficiente de atenuacdo pode ser denominado: coeficiente de atenuacdo em massa
ou coeficiente méssico de atenuagdo (1/p), pode ser expresso como a soma dos coeficientes

responsdveis por cada interagdo, em unidades de cm? /g ou m? /kg, como:

(A.18)

p € a densidade do meio atenuador, Oggy, T, O € K sd0 os coeficientes de atenuagdo linear
devido ao espalhamento Rayleigh, efeito fotoelétrico, efeito Compton e producdo de pares, res-
pectivamente.

A atenuacdo refere-se a redu¢do na intensidade de um feixe (onda eletromagnética) quando
atravessa um determinado meio devido ao espalhamento e absor¢do, que resultam da interacao

dos fétons com os dtomos do meio [126, 127]. Dessa forma, a radiacdo tem sua intensidade
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diminuida (em nimero de fétons) em func¢do das interacdes que podem ocorrer de acordo com

o material que as absorve, conforme esquema na Fig. A.4.

Figura A.4: Atenuacdo de um feixe de radiacdo monoenergético ao atravessar um meio com
espessura x e coeficiente de atenuacdo linear u oriundos de uma fonte energética S.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A atenuacio da energia da radiagdo estd subordinada a espessura do material absorvedor e
a intensidade do feixe incidente, pois o feixe diminui de intensidade quanto mais espesso for o
material atravessado. De outro modo, quanto maior a energia de radiacdo dos fétons incidentes,
maior serd a capacidade de penetracdo aumentando a probabilidade das interagdes ocorrerem.
Dessa forma, a atenuac@o da energia de radiagdo ocorre com o decaimento exponencial em
funcdo da espessura do material. Considerando um feixe monoenergético de f6tons incidentes,

a atenuacdo de radiacdo (dos fotons) pode ser representada pela equagdo:

[ = Ipe” (/P (A.19)

onde:

Iy e I: intensidade do feixe incidente e transmitido ao atravessar o material, respectiva-

mente;

* Xx: espessura do material;

p: densidade do material;

* U: coeficiente de atenuacao.
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Para o coeficiente de atenuacdo, a equagdo pode ser da forma:

u/p =—x""In(1/k), (A.20)

W/p pode ser obtido a partir dos valores Iy,I e x. Note que para cada um dos processos de
interacao do feixe de fétons com o meio material, define-se um coeficiente de atenuacao parcial
de modo que u € o coeficiente de atenuacgdo total.

Na Fig. A.5 é possivel observar a interagdo da radiacdo para diferentes valores de energia e
a dependéncia do coeficiente de atenuagéo mdssico (i /p) dos efeitos de interagdo para o tecido
mole, dgua e osso [128].

Figura A.5: Dependéncia da fase para razdo do parametro do contraste de atenuagdo: tecido
mole, dgua e 0sso em interagdo com raios X (energia de fétons).
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Os coeficientes de atenuacdo para o tecido mole e 0 0sso sdo muito proximos da dgua (H,O,
Z = 10). A maior parte do f6tons (~ 50 KeV') que interage com o tecido mole (Z ~ 7) e 0sso
(Z =~ 20) sofrem efeito Compton, o efeito fotoelétrico predomina para valores menores que

(50 KeV), conforme observado na Fig. A.S.

Interacao da radiacao com o tecido substituto

A interacdo da radiacdo com o tecido substituto deve ser analisada de acordo com as carac-
teristicas de densidade de massa do tecido corporal e o substituto equivalente que neste caso, o
phantom de pulmao. Dessa forma, é importante conhecer as quantidades fisicas de interagao,
para dosimetria (f6tons), com o pulmao e, por consequéncia, obter com exito um phantom que
descreva tais quantidades de interacdo [18].

Na Tab. A.1 estdo descritos os valores da energia (MeV), em interacdo da radiacdo com o

tecido corporal (pulmao).

Tabela A.1: Interacdo da radiacio (MeV) para o pulmao, de acordo com a ICRU 44.

| Energia MeV) | orgy/p | T/p | o./p | K/p |
0,01 2,26x1072 ][ 5,08 x 10T || 1,53 x 1072 0
0,10 5,27x107% [/ 2,99 x 10~* || 1,61 x 10~ 0
1,00 5,55x107% [[ 4,07 x 1077 || 7,01 x 103 0
10,00 5,55x1078 [ 1,52x 1078 || 1,70x 1073 || 5,02 x 10~*
100,00 5,55x 10710 [ 1,37 x1077 || 2,74 x 10~% || 1,43 x 107>

No processo de interagdo da radiagdo com a matéria ocorre atenuacdo, ou seja, parte da
intensidade de radiacd@o incidente é espalhada e parte € transmitida com menor intensidade,
atravessando o meio ou sendo absorvida pelo mesmo. A transmissdo da radiacdo incidente,
proporciona a formagao da imagem radiografica, imprimindo no filme as caracteristicas das di-

ferentes regides do material que absorvem a radiacdo da drea de interesse.
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Atenuacio da radiacdo ionizante

Na dosimetria das radia¢des ionizantes, dois coeficientes de atenuacdo adicionais sdo fre-
quentemente utilizados: coeficiente de transferéncia (u;,) na Eq. A.21, e coeficiente de absorc¢ao
de energia (U,,) na Eq. A.22, onde (E,,) é a energia média transferida e (E,;,) é a energia média

absorvida pelo material:

Etr
il A2l
Uy v ( )

Eab
=Uu—-. A.22
Hap hv ( )

As investigagOes dos efeitos das radiagdes assim como as medidas de radiagdo exigem
vérias especificacdes do campo de radiacdo no ponto de interesse. O estudo da dosimetria das
radiacdes € realizado através do uso de métodos para determinar, de uma maneira quantitativa,

a energia depositada em um meio, seja ela radiagdo diretamente ou indiretamente ionizante.
Exposicao

A exposi¢do X € a quantidade de radiacio absorvida pelo ar, ou seja, a ionizacdo produzida
no ar por fétons. E definida pela quantidade de carga dQ (ions) produzida numa quantidade
de massa dm de ar [129]. Denomina-se que, dQ € o valor absoluto da carga total de ions, de
um mesmo sinal, produzidos no ar quando todos os elétrons liberados por fétons em um dado

volume de ar de massa dm sdo completamente freados no ar:

_ 40

X=— A23
T (A.23)

A unidade de exposi¢do expressa no Sistema Internacional é C/kg, mas a unidade especial é
o Rontgen (R), que ainda pode ser verificada em alguns equipamentos (1R = 2,58 x 107*C /kg).

A grandeza exposi¢do ndo € definida para radiagdes de elétrons, prétons e néutrons.
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A taxa de exposi¢do (X) é a quantidade de energia depositada numa determinada massa em

um intervalo de tempo (C/kg.s), conforme a equacdo A.24,

dX

X=—. A24
I (A.24)

Kerma

A grandeza kerma foi introduzida para descrever as interacdes iniciais de fétons em um
meio, definida como o quociente de dE;, por dm. Do inglés, Kerma: Kinetic energy released

per unit of mass; energia cinética transferida por unidade de massa [122, 129] € definida por:

_ dEtr

K
dm

(A.25)

na qual dE;, € a soma das energias cinéticas iniciais de todas as particulas ionizantes carregadas,
liberadas pela incidéncia de néutrons ou fétons em um material de massa dm. A unidade de
kerma no SI é o Gray (Gy), ou seja, J/kg. O conceito de kerma esté diretamente relacionado com
a energia recebida pelas particulas carregadas, normalmente elétrons oriundos de ionizagdo,
sendo que estes elétrons podem dissipar essa energia em colisdes sucessivas com outros elétrons

ou na producdo de radiacdo de freamento (Bremsstrahlung). Dessa forma,
K =K.+K,; (A.26)

K. - kerma de colisdo, quando a energia € dissipada localmente, por ionizacdes e/ou excitagoes;
K, - kerma de radiacdo, quando a energia € dissipada longe do local de incidéncia, por meio de

emissao de raios X.
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Dose absorvida

A grandeza dose absorvida D (ou simplesmente dose), descreve a quantidade de radiacao
ionizante cedida a matéria, e é definida para todos os tipos de radiacdo, incluindo particulas
carregadas ou ndo [122,129]. A defini¢do de dose absorvida (D) € o quociente da energia média

dE depositada na matéria, por um volume elementar de matéria de massa dm,

D=—; (A.27)

a dose absorvida € medida com a mesma unidade de kerma, Gy.

E relevante compreender a diferenca conceitual entre kerma e dose absorvida. A dose ab-
sorvida reflete a energia média absorvida na regido de interagcdo; o kerma expressa a energia
total transferida ao material.

Para o controle de qualidade na drea do radiodiagndstico sdo utilizados objetos simuladores
(phantom) para padronizar a atenuacdo e a absorcao sofrida por feixes de distintos aparelhos
de raios X. Como definido no capitulo 3, o objeto simulador tem a fun¢do de reproduzir as ca-
racteristicas de 6rgdos ou tecidos, principalmente humanos, em procedimentos dosimétricos de
rotina no radiodiagndstico dessa forma, o objeto simulador pode proporcionar diferentes atenu-

acoes do feixe, o que possibilita imagens com dreas distintas de contraste.

A.7 Raios X

O raio X € uma importante ferramenta na 4rea da ciéncia médica para obten¢do de imagens.
Sua descoberta foi documentada no fim do século XIX por Wilhelm Conrad Rontgen (1895),

fisico da Universidade de Wiirtzburg que realizava experiéncias com raios catédicos e descobriu
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uma radiacdo penetrante, invisivel ao olho humano, e que posteriormente foi denominada raios
X.Em 1901, Rontgen foi premiado com o Nobel de Fisica pela descoberta desta radiacdo [130].

Rontgen observou que os raios que se propagavam em linha reta ndo eram desviados por um
campo eletromagnético, concluiu-se entao que ndo podiam ser particulas carregadas. Descobriu
ainda que o raio X podia produzir ionizacdo em qualquer gis. Investigou também se os raios
X apresentavam qualquer das propriedades da luz (sem ser a propagacao retilinea) porém, seus
resultados foram todos negativos. Nao encontrou nenhuma propriedade: reflexdo nos espelhos,
refracdo no vidro (ou em qualquer outra substancia), difracdo nos reticulos e nem polariza¢ao
pela passagem dos raios através dos cristais.

Somente em 1912 é que a natureza dos raios X foi firmemente estabelecida como onda
eletromagnética, por Max von Laue (1879-1960), fisico alemdo que utilizou um cristal como
rede de difracdo em experimentos de difracdo de raios X, concluindo que os raios X podiam
ser refletidos, refratados, polarizados, difratados e atenuados, assim como a luz, porém com
um comprimento de onda muito menor. Com a teoria da dualidade onda-particula (em 1920),
ficou estabelecido que a luz e o raio X apresentavam cardter dual, e foi dado o nome de f6ton a
particula associada a onda eletromagnética [131, 132].

Os raios X se tornaram uma valiosa ferramenta na pesquisa médica e industrial, devido a
sua capacidade de atravessar materiais densos. Para obtencao de imagens do interior do corpo,
os raios X transmitidos através do corpo sdao os agentes mais utilizados, ora em radiografias
convencionais, ora em tomografia computadorizada. O contraste observado nas radiografias,
por exemplo entre ossos e musculos, deve-se a diferenca na absor¢do de raios X pelos diferen-
tes tecidos do corpo.

Contemporaneo a este fato, descobriu-se que raios gama emitidos espontaneamente pelos
nucleos dos dtomos radioativos possuem a mesma natureza fisica do raio X, ou seja, ambos sdao

ondas eletromagnéticas de alta frequéncia, maior que a onda da radia¢do ultravioleta.
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A.7.1 Absorcao de raios X

Os fétons de um feixe de raios X que atravessam um material, podem ser absorvidos pela
matéria e portanto, removidos do feixe, o que torna o mecanismo de absor¢dao uma importante
interagdo da radiagdo com a matéria. Os processos responsdveis pela absorcido de fotons em
um material, de um modo geral, sdo: efeito fotoelétrico; espalhamento Compton e producio
de pares (discutidos anteriormente em A). Os raios X possuem energias maximas da ordem de
algumas centenas de KeV, dessa forma ndo podem produzir pares elétron-pdsitron (requerem
energia da ordem de 1000 KeV) assim, o feixe sofrerd reducao por apenas os dois outros pro-
cessos, sendo que o efeito fotoelétrico ¢ dominante.

Quando os fétons de raios X incidem no material podem ocorrer diversos efeitos, sendo que
a principal perda de intensidade de um feixe de raios X utilizados para produ¢do de imagens é
por efeito fotoelétrico. A quantidade de intensidade perdida na amostra pode ser medida atra-
vés do coeficiente de absorcdo ou coeficiente de atenuacdo linear (1) das amostras, conforme
demonstrado pela equacdo A.19 na se¢do A.6.

A imagem produzida através do método convencional, ou seja, o contraste na imagem, se
baseia primordialmente na diferenca de absorc¢do para cada regido da amostra. Neste tipo de
imagem, a amostra € posicionada entre a fonte de raios X e o detector. Com a finalidade de
diminuir o ruido nas imagens, utilizam-se grades entre a amostra e o detector, diminuindo o
espalhamento provocado pelas ondas ao atravessarem a amostra [133].

Alguns fatores podem influenciar no processo de absorcao de raios X, como: caracteristicas
do corpo (espessura, densidade, nimero atdmico), meios de contraste, quilovoltagem, forma de
onda de voltagem, filtragem e composi¢ao do ponto focal.

A espessura do corpo influencia na absor¢do de raios X, em termos de dimensao um ma-
terial maior absorve mais radiacdo X do que um material menor. No caso da densidade, um
material mais denso absorve mais do que um material menos denso (em volume). Elementos
com ndmero atdmico mais alto, absorvem mais radiacdo X do que os elementos de baixo nu-

mero atomico.
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Os raios X produzidos a baixas energias ou quilovoltagens (com grande comprimento de
onda), sdo facilmente absorvidos e, os raios X de alta energia ou quilovoltagem (com curto
comprimento de onda) penetram nos materiais com maior facilidade, conforme observado na
equacdo A.28.

O organismo humano é uma estrutura complexa constituida ndo somente de diferentes es-
pessuras mas também de diferentes composicdes que absorvem os feixes de radiagdo em graus
varidveis. Por exemplo, a densidade Ossea € de certa forma maior que a densidade do tecido
macio e, o nimero atomico 6sseo € maior do que o do tecido macio, por isso, 0 0sso absorve
mais raios X do que o tecido macio. Neste contexto, a idade do individuo deve ser considerada
na sua influéncia da absor¢do, por exemplo: em pessoas idosas 0s 0ssos podem ter menor quan-
tidade de cdlcio, e por isso apresentam menor absorcao de raios X do que em jovens [9].

Considerando, as intensidades de raios X que emergem de uma determinada parte do corpo,
amatéria mais absorvente terd uma intensidade de feixe através dessa matéria menor do que uma
matéria menos absorvente, ja que, uma maior quantidade de feixes atravessard obtendo assim

um bom contraste de imagem.

A.7.2 Producao de raios X

Os raios X sdo produzidos quando elétrons acelerados por um campo elétrico, colidem com
um alvo metdlico e sdo desacelerados bruscamente, dessa forma, esses elétrons sofrem espalha-
mento e reducdo da energia cinética (devido a atragdo da carga do nucleo). O choque do feixe de
elétrons (que saem do emissor com energia de dezenas de KeV, da ordem da energia de ligagcdo)
com o alvo produz dois tipos de raios X. Um deles constitui o espectro continuo, denominado
radiacdo Bremsstrahlung ou radiacdo de freamento. O outro tipo € o raio X caracteristico do

material do alvo [132].
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i) Freamento dos feixes de raios X

Numa maquina geradora de raios X, o filamento ao ser aquecido, emite um feixe de elétrons
que serdo acelerados através de um campo elétrico. Os elétrons sdo gerados no catodo, um fi-
lamento normalmente formado de metal com alto ponto de fusdo (tungsténio ou molibdénio).
Uma corrente de alta tensdo (quanto maior a tensio aplicada ao tubo, maior serd a energia de
raios X gerado e maior também o seu poder de penetracdo) eleva a temperatura do filamento
liberando elétrons numa taxa que aumenta com a corrente.

Os elétrons gerados sdo acelerados devido a alta tensdo e encontram o alvo onde sofrem
uma brusca desaceleracdo. Ao serem desacelerados, esses elétrons emitem uma diferenca de
energia sob a forma de raios X, que sdo emitidos por uma vasta distribui¢ao de energia. Os raios
X emergem do alvo em diversas dire¢des, mas siao contidos pelos colimadores para produzir um
feixe 1til de radiac@o. O vécuo deve ser mantido no interior da ampola de vidro do tubo de raios
X para evitar a interagdo dos elétrons com o ar.

A dinamica do processo de raios X de freamento pode ser visualizada na Fig. A.6.

Figura A.6: Raios X de freamento.

Féton de raios X W

Elétron desacelerado
com energia E,

> ®

Elétron incidente
com energia E,

E > E,

Fonte: Elaborada pelo autor.
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A radiacdo Bremsstrahlung, (do alemdo Bremsen frear e Strahlung radiagdo), pode obter
qualquer energia que dependerd do grau de aproximacdo elétron-niicleo e da energia cinética do
elétron. Assim, a forma do espectro € um espectro continuo, ou seja, os fétons de raios X pro-
duzidos podem obter qualquer energia, desde valores proximos do zero até uma valor maximo

E,.qx, que corresponde a toda energia cinética K do elétron ao atingir o alvo, e serd dado por:

hc
K(elétran) = eV = Enix do foton = hVimgx = 1. (A.28)

‘min

onde, e € a carga do elétron, V € a diferenca de potencial aplicada entre o catodo € o anodo; v €

A frequéncia e comprimento de onda da radiacdo X, respectivamente [1].

ii) Raios X caracteristico

A producio de raios X caracteristico ocorre devido ao processo de remocao de elétrons do
atomo, onde surge uma "vaga" na eletrosfera do &tomo com uma determinada quantidade de
energia, conforme apresentado na Fig. A.7. A vacancia originada pelo elétron € imediatamente
preenchida por algum elétron de orbitais superiores. O excesso de energia do elétron € liberado
por meio de uma radiacio eletromagnética, quando este passa de um estado menos ligado (ca-
mada mais externa) para outro mais ligado (camada mais interna na estrutura eletrdnica), cuja

energia € igual a diferenca de energia entre o estado inicial e o final.
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Figura A.7: Raios X caracteristico.
Fétoelétron @

% \ .- Radiacdo caracteristica

Fonte: Elaborada pelo autor.

A designagdo "caracteristico" se deve ao fato dos fétons emitidos serem monoenergéticos
e assim, sua energia e intensidade relativa revelam caracteristicas especificas, que permitem a
identificacdo do elemento de origem assim, cada espectro de raios X € a superposi¢dao de um
espectro continuo e de uma série de linhas espectrais caracteristicas do alvo.

A producdo de raios X s6 ocorre em materiais de nimero atdmico elevado (como o caso do
tungsténio). Quando se usa como alvo um material como tungsténio, o bombardeamento por
elétrons de alta energia gera uma radiacdo com caracteristicas especificas (radiacdo caracteris-
tica), pois esse material possui um numero atdbmico definido (bastante alto), necessitando um

nivel alto de energia para retirar os elétrons da camada K.

A.7.3 Elétron Auger

O evento elétron Auger ocorre quando o féton incidente com energia igual ou maior que
o elétron de ligacdo das camadas K e L € absorvido pelo dtomo e um elétron € liberado para
se mover no material. Ocorre que, parte da energia do féton € utilizada para superar a energia

de ligacdo do elétron e a restante é transferida ao elétron que entdo € ejetado e denominado
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fotoelétron (efeito fotoelétrico). Nesse tipo de interacdo ocorre a completa absor¢do do féton e
por consequéncia ele ndo € espalhado. Apds a ejecao do fotoelétron, o &tomo apresentard uma
vacancia que serd preenchida por um elétron da camada vizinha que emitird um f6ton na forma

de radiagdo caracteristica, conforme Fig. A.8.

Figura A.8: Efeito Auger.

Elétron @

Elétron Auger

Féton incidente

Fonte: Elaborada pelo autor.

Um elétron que se move da camada [ para camada k, ndo necessariamente emite um féton,
pode ocorrer dessa energia ser transferida a um outro elétron de uma camada mais externa e
com menor energia de ligacao, este elétron também serd ejetado (no caso dois elétrons) e sera
denominado elétron Auger (francés Pierre Auger 1899-1993). Apds a ejecao do elétron Auger,
haverd uma nova vacancia no dtomo que deverd ser preenchida desencadeando novas interagoes.

Este efeito predomina numa faixa de energia relativamente baixa (menor que 100 KeV).
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APENDICE B - Rocking Curve

A rocking curve é a curva de refletividade caracteristica do cristal analisador, € obtida fa-
zendo uma varredura no cristal em torno do angulo de Bragg, ou seja, ela seleciona, a partir do
posicionamento do cristal analisador, os angulos de espalhamento que o sistema de detec¢do ird
capturar.

Cristais perfeitos sdo produzidos de muitos planos de dtomos formados por células unitarias
tridimensionais, estas células unitarias podem assumir diversas formas. O espacamento entre
os dtomos na célula unitdria ¢ denominado como o espagamento d. Cada plano de 4tomos no
cristal ird refletir uma parte do feixe incidente, de modo que a intensidade diminua com o au-
mento da profundidade no cristal [133]. A difracdo em cristais perfeitos € descrita pela lei de
Bragg [134].

Derivada por W.H. Bragg e seu filho W.L. Bragg em 1913, a lei de difracdo de Bragg ex-
plica como superficies de cristais perfeitos refletem os feixes de raios X incidentes sob certos
angulos de incidéncia. Para que ocorra espalhamento (interferéncia construtiva entre as ondas)
por um cristal, os &tomos devem estar posicionados de modo que as ondas espalhadas pelos dto-
mos estejam em fase, esta interferéncia construtiva deve seguir a Lei de Bragg [135], segundo

a equacao:

nA = 2dsin0 (B.1)

em que, A é o comprimento de onda do feixe de raio X incidente, 6 é o dngulo de incidén-

cia, d é o espacamento entre os planos de dtomos e n = 1,2,3,... € um inteiro representando a



142

ordem da reflexdo (para [111] - refletividade n=1; para [333] - refletividade n=3).
A condicao de Bragg tornou possivel observar que a periodicidade do cristal faz com que
haja planos de d&tomos separados por uma distancia fixa nas diferentes direcdes do espaco, con-

forme apresentado na Fig. B.1.

Figura B.1: Difracao de raios X

} 2d sing
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A difracdo de Bragg ocorre quando a radiagdo eletromagnética ou ondas de matéria de
comprimento de onda compardvel a distancia entre dois planos de dtomos, € refletida especu-
larmente por planos consecutivos. Rigorosamente, duas ondas que incidam em fase num cristal
em um dado angulo serdo fortemente difratadas quando a diferenca de caminho 6ptico for um
multiplo inteiro do comprimento de onda (nA), o que significa que elas emergirdo do cristal em
fase criando assim uma interferéncia construtiva.

A lei de Bragg estd relacionada ao espalhamento de ondas quando incidem em um cristal,
ou seja, é a condi¢do para que uma radiagdo com comprimento de onda A (ou miiltiplo inteiro)
incide com um angulo 6 sobre um cristal com distancia planar d, tenha interferéncia constru-

tiva, devido aos efeitos difrativos observados por esta interacao.
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A Rocking Curve (RC) corresponde a curva de refletividade caracteristica de um material
cristalino, que varia fortemente com o angulo quando este varia alguns micro radianos ((rad),
a inclinacdo desta curva converte efetivamente a mudanca de fase do raio X e as mudancas an-
gulares resultantes em variacdes de intensidade [136].

Quando o cristal analisador € ajustado em relacdo a curva de refletividade do monocroma-
dor somente os raios X que estiverem dentro da faixa de aceitac@o angular do cristal analisador
serdo refletidos sobre o detector de imagens. Um esquema da rocking curve pode ser visualizado
na Fig. B.2.

Figura B.2: Esquema da Rocking Curve, as posi¢des de flanco esquerdo e direito correspondem
a 50% da intensidade méaxima.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Alterando o angulo do cristal analisador € possivel registrar diferentes angulos de refra-
cdo, tornando possivel extrair as componentes de fase e absor¢ao de um pequeno nimero de

imagens. A estreita largura da rocking curve do cristal analisador representa um mecanismo
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eficiente para rejeitar os raios X espalhados a angulos fora desta largura.

A largura da curva de difracao-reflexdo do cristal analisador e a escolha do ponto de traba-
lho desta curva sdo os fatores decisivos que aumentam a sensibilidade do método, o contraste
da imagem formada, sua adequacdo com o objeto real e a taxa de sua aquisi¢ao.

Na técnica de imagem de raios X de alta resolucdo (DEI) utiliza-se a curva de refletividade
(rocking curve)para selecionar através do posicionamento do cristal analisador, qual € o angulo
de espalhamento que o sistema de deteccao ird capturar. Dessa forma, as imagens podem ser

obtidas em funcdo da posicao na rocking curve, conforme apresentado na Fig. B.3.

Figura B.3: Esquema de um cristal analisador.
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Objeto

Raios rejeitados _—

Fonte: Elaborada pelo autor.

Caso o sistema seja posicionado no ponto de maxima intensidade de difracdo da curva, ou
seja, os raios que nao sofreram desvios na amostra serdo difratados com o maximo de intensi-

dade pelo cristal analisador, acarretando numa imagem de pura absorcdo ou também chamada
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de imagem por exting¢do, isto €, os fotons espalhados nao chegardo ao detector.

Se o cristal analisador for colocado numa posicao de flanco na RC os feixes serdo difrata-
dos pelo cristal analisador com intensidade reduzida entdo, a imagem obtida serd composta dos
feixes espalhados naquele angulo selecionado. Caso os feixes sejam desviados a angulos mais
distantes do topo da RC, a refletividade do cristal diminui, diminuindo também a intensidade
com que eles foram difratados.

O cristal analisador € ajustado para um dos flancos pois, 0s raios que antes estavam sendo
difratados com o méximo de refletividade na amostra (ndo foram desviados), agora serdo re-
fletidos com refletividade mais baixa. Nesta nova posi¢do, os feixes refratados possuem sua
intensidade aumentada (flanco direito) ou diminuida (flanco esquerdo) dependendo da escolha

da posi¢do do cristal analisador em relacdo a posic@o na curva de difragdo, conforme Fig. B.4.

Figura B.4: Posicionamento do analisador para um flanco a esquerda.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Ao se ajustar a curva para FWHM em flanco direito, por exemplo, os feixes que antes eram
refletidos com o0 maximo de intensidade, agora apresentardo intensidade reduzida (refletividade)

pela metade. Os raios que antes do deslocamento da curva, estavam sendo refratados com in-
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tensidade da refletividade reduzida pela metade, agora serdo ajustados para o topo da curva com
o maximo de intensidade. Similarmente ocorre quando a curva de refletividade € posicionada
para FWHM em flanco esquerdo, agora os feixes com maximo de intensidade serdo aqueles que
eram refratados com angulos para a esquerda da curva de difragdo.

Os feixes que sofreram desvios maiores que a largura da RC ndo satisfazem a condicao de
difracdo, dessa forma, o cristal analisador pondera a intensidade desses feixes para zero. Isto
ocorre principalmente em regides de interface de tecidos onde hd uma variagdo do indice de
refracdo. Portanto, estas regides podem ser visualizadas com maior nitidez devido ao alto con-
traste formado. Esta forma é comumente utilizada para se obter realces em objetos que apesar
de apresentarem baixa atenuacdo para os feixes transmitidos, podem ter alto espalhamento em

algumas posicdes como por exemplo, interfaces ou bordas.

iv: Aquisicao das imagens DEI: absorcao, espalhamento e refracao

Sabe-se que a finalidade do cristal analisador € selecionar o feixe de raios X refratado apds
interagir com a amostra. Dessa forma, os fétons desviados podem ser detectados separadamente
daqueles que foram simplesmente transmitidos pela amostra diante de diferentes posicionamen-
tos angulares do cristal. A técnica de raios X de alta resolu¢do proporciona trés imagens do
objeto que descrevem separadamente os efeitos de refracdo, atenuagdo e espalhamento (extin-
cdo) [137-139].

Comparado com o contraste absor¢do na radiografia convencional, os dois mecanismos de
contraste adicionais de refracdo e espalhamento permitem a visualizacao de mais recursos em
objetos. O angulo de refracdo representa a projecdo da densidade de massa (pf) do objeto, a ab-
sor¢ao mede a projecdo do coeficiente de atenuagdo ((z) do objeto. A propriedade de absor¢ao
de raios X de um elemento é definida como coeficiente de atenuagdo de massa (1/p), que neste
caso requer o conhecimento da composicao e da densidade do material.

Utilizando um método simples de integral, € possivel demonstrar que a densidade de massa
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(pt) da imagem, pode ser obtida a partir da imagem do angulo de refracdo. A questdo € de-
senvolver uma combinagdo de imagens dividindo estas duas imagens para criar uma imagem
(u/p). O pt é uma propriedade fundamental do material e, portanto, util para identificar a
composi¢do do objeto, ou seja, a imagem obtida de pf a partir dos feixes de raios X, identifica a
composi¢ao dos elementos ao longo do percurso de feixe. Este método apresenta um novo tipo
de espectroscopia com base na radiografia [140].

A projecdo das imagens de absorcdo (coeficiente de atenuagdo) e refracdo (densidade de

massa), podem Ser expressas como:

N
=y ®
[ = ; ;P
pi =Y piti (B.2)

para N diferentes materiais, a soma pode ser substituida pela integral se o material for composto
por uma distribui¢io continua de materiais. Para simplificar, assumiremos uma distribuicao dis-

creta de materiais. Expressando a razao, tem-se:

7 N Nt
A Zi:l(H/Pz)szz_ (B.3)

pt Zéil piti

T

Esta propriedade € determinada em pixel da se¢do transversal de drea A, assim:

N
No(u/p)pitiA XN u/p, Z
- 1 iy piti.A - fl, oY

El

onde M € a massa total projetada em pixels da drea de secdo transversal através do objeto, m;
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¢ a massa de cada componente do material e f; € a fracdo de massa do i-ésimo componente. O
ultimo resultado recorda facilmente a equacdo para determinar o coeficiente de atenuacao de
madssico para um material de varios componentes.

Este método de determinar a absor¢do e densidade projetada, usando o método DEI ou
varios métodos de imagem, apresenta uma oportunidade tnica para explorar combinagdes de

imagens de refragdo e de absorcdo, especificamente para determinar a imagem (i /p).

Imagens de absorcao

A imagem absorcao € uma projecdo das propriedades atenuantes de todos os materiais ao
longo do caminho do raio X. A média do coeficiente de atenuacdo linear de um material que
varia espacialmente por meio de uma espessura fixa ¢ dentro de um pixel de x;, z; pode ser

descrita:

t
nu“(xivzj)t:/o ,u(xl‘,Zj,y)dy, (BS)

na qual u(x;, zj,y) € o coeficiente de atenuagao linear para a localizacdo do pixel x;, zj, como
funcdo da trajetéria do feixe de raios X, y. A integral € realizada através da espessura do objeto,
t. O valor de u(x;,z;)t pode ser obtido a partir de qualquer radiografia convencional ou DEI,

como.

I(Xj,Zj)

I (B.6)

,U(xi,Zj)t =—In

na qual /(x;,z;) € a intensidade medida em pixels x;,z; e Iy € a intensidade incidente sobre a pri-

meira superficie do objeto (assumido como sendo uniforme e caracterizado por um tnico valor).



149

Imagens de refracao

O angulo de refracdo da imagem DEI € a medida do gradiente da densidade projetada do

objeto e pode ser expresso como [129]:

a [ 0 ———
AB(x;,2;) ZKea—Z/O H(Xi,Zj,y)dyEKe()—ZPe(xi,Zj)t7 (B.7)

onde K, = r,A? /2, r, é o raio classico do elétron (2,82 x 107! m), A é o comprimento de
onda do raio X e ¢ é a espessura do objeto. A quantidade p,(x;,z;)t é a densidade média de
elétrons ao longo da espessura ¢.

Integrando a Eq. B.7 na dire¢do z, obtém-se a imagem da densidade eletronica, B.8,

J
- 70
Pe(Xi,zj)t = pe(xi,20)t + Z %AQ(X,‘,Z]')
[=0 ¢

J . o [t
5 (2 — . Lpix g 9 o
pe(xlvzj)t pe(xzazO)t‘f‘l;) K, Keaz/o u(xlazpy)dy? (B.3)

em que Zzp;; € a dimensio linear do detector (em pixel) na dire¢do z e € um resultado do pro-
cesso (integracdo) de soma. O primeiro termo € a constante de integracio, o segundo termo &
a mudanca na densidade eletronica da integracdo comec¢ando ponto ([ = 0). Assim, o método
requer o conhecimento da densidade de elétrons no ponto de partida da integracdo.

Uma vez que esta imagem € o resultado de um somatério da borda, existem algumas li-

mitacOes em sua aplicagdo. Primeiro, aplica-se melhor quando a borda da regido do campo de
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imagem se estende para além do objeto de modo que uma regido conhecida pode ser usada para
determinar a constante de integragdo. Segundo, as somas sdo realizadas ao longo da coluna z
da imagem, esta soma sofrerd ruido devido as flutuacdes estatisticas no angulo de refracdo da
imagem.

Comparando as equagdes B.5 e B.8, € evidente que os resultados em relacdo a uma imagem,

estdo relacionados com a absor¢do por unidade de densidade eletronica (semelhante a i /p),

/,L(x,-,zj)t _ . f(;:u(xiazjay)dy
Pe(xi, )t Pe(xi,20)t + X7 (2pin/Ke)Ke(9/92) fo (xi,2j,y)dy

(B.9)

A razdo representa a imagem da secdo transversal de atenuagdo dimensionada para densi-
dade eletronica e, portanto € a média (por elétrons) da atenuacdo da secdo transversal. Embora
a representagdo para a absor¢do na Eq. B.9 € mais natural, também € comum utilizar a repre-
sentacdo w1 /p onde p € a densidade de massa do material. A fragdo u/p tem sido estudada e,
elementos e compostos classificados para valores u/p para diferentes energias de raios X. A

Eq. B.9 pode ser reescrita como:

Hlxiz)t Bzt (B.10)
Pe(xi,2j)t  (Z/A) " u pe(xi,zj)t
W _ fotu(xi,Zj,)’)dy . (B.11)

Pe(xisz)t (Z/A) " [pe(xi20)t + o (2pin/Ke)Ke(9/92) [y (i, 2, 7))

onde (Z/A) é a razdo da média de Z para A para um material, que pode ser aproximada-
mente de 1/2 para valores medianos de Z e elementos superiores a Z, u ¢ a massa do nicleon
(1,67 x 1077 kg).

A Eq. B.11 pode ser utilizada para converter as imagens de atenuagdo e refracdo em com-
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posi¢des de imagens de projecdo a partir de DEI. Especificamente,

HGa) —In(I(xi,2) /o) _ (B.12)

Pe(Xinzj)t  (ZJA) N [pe(xi,20)t + Xi_o (2pin/Ke)AB(xi, ;)]

Caso o analisador seja posicionado no topo da curva de refletividade, outra imagem pode
ser obtida observando os efeitos de espalhamento a baixo angulo. De fato, esta imagem ainda
possui alguns efeitos devido ao indice de refracdo e atenuacao, porém devido aos procedimentos
de soma e subtracdo das imagens ndo sofre acréscimo de ruido.

A posi¢do da rocking curve influencia fortemente na contribui¢do de cada mecanismo de
contraste. Com o cristal analisador posicionado no pico da curva, o feixe incidente € totalmente
refletido e o contraste da imagem baseia-se predominantemente na absor¢ao do feixe de raios X.
Qualquer mudancga na dire¢do de propagacao dos raios X por meio de refracao ou espalhamento
resulta na diminui¢c@o da intensidade. A refletividade maxima ocorre no pico da RC, onde o
contraste de imagem € obtido pela absor¢ao, refracdo e espalhamento.

Através das diferentes posicdes angulares da RC, DEI permite explorar as imagens obtidas
através dos efeitos de espalhamento (Fig. B.5a), refracdo (Fig. B.5b) e absorcao (Fig. B.5c¢).

Figura B.5: Rocking Curve do cristal analisador, com as posi¢des angulares nas quais as ima-
gens sdo adquiridas.

espalhamento refracéo absorcéo

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Analisando as diferentes posi¢des angulares na RC, o efeito de espalhamento apresentara
um pico mais alargado na RC o7 em relagdo a curva de calibragcdo op (Fig. B.5a). O efeito
de refracdo serd observado quando a RC deslocar de 6y para 0; em relacdo a sua posicao (Fig.
B.5b). No efeito de absor¢do a RC apresentard um pico mais estreito de Iy para I; (Fig. B.5c).

O efeito do indice de refrac@o € direcional, enquanto que o espalhamento a baixo angulo
¢ simétrico acima e abaixo do plano. Essa diferenca permite que esses efeitos sejam separa-
dos um do outro através da aquisi¢do de imagens do objeto para pontos simétricos da Rocking
Curve. O indice de refracdao pode ser separado completamente dos efeitos de espalhamento a
baixo angulo pela subtracdo das imagens de alta e baixo angulo com um fator de normalizacdo
apropriado [136]. Separadamente o espalhamento ocorre no pico da curva e a refracdo de raios
X diminuird de intensidade independente da direcdo da refracdo, acarretando numa imagem de

aparente absorcao.
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