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RESUMO

A relevancia da garantia da qualidade dssea ¢é incontestavel, tendo em vista que as
diversas fungbes dos ossos como a sustentagdo esquelética, garantem a
homeostase corporal e o bom funcionamento do corpo humano. Estudos
relacionados ao diagndstico e tratamento de doengas dsseas contribuem para
melhorias no ambito da saude publica. As técnicas de espectroscopia Raman e
espectroscopia no infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) atuam de
forma complementar na caracterizacdo de tecidos 6sseos. Desse modo, tem se
mostrado promissoras nessa aplicagao. Constatou-se a partir do levantamento de
artigos selecionados da literatura que o intervalo de comprimento de onda
interessante é de 400-1750 cm™ para espectroscopia Raman, no qual permite a
visualizagédo das principais bandas minerais e matriciais do osso e a faixa de 400-
3600 cm™ para espectroscopia FTIR na qual podem ser identificadas as bandas
atribuidas aos grupos funcionais relativos a agua e hidroxiapatita. Com base na
analise dos artigos verificou-se uma progressao na obteng¢do de informagdes sobre
os grupos funcionais principais indicativos de alteragdo nos tecidos 6sseos por
instauragcado de doencgas. Notou-se também um aprimoramento tecnoldgico no que
se refere ao aparato experimental, além da possibilidade de aplicacdo de imagem

Raman in vivo.

Palavras-chave: Osso. Espectroscopia. Raman. Infravermelho.



ABSTRACT

The relevance of bone quality assurance is unquestionable, considering that the
various functions of bones, such as skeletal support, ensure body homeostasis and
the proper functioning of the human body. Studies related to the diagnosis and
treatment of bone diseases contribute to improvements in public health. The
techniques of Raman spectroscopy and Fourier Transform Infrared Spectroscopy
(FTIR) act in a complementary way in the characterization of bone tissue. Thus, there
has been some promise in this application. It was found from the survey of selected
articles from the literature that the interesting wavelength range is 400-1750 cm™ for
Raman spectroscopy, in wich allows the visualization of the main mineral and matrix
bands of the bone and the range of 400-3600 cm™ for FTIR spectroscopy wich can be
used to the identified the bands assigned to the functional groups relative to water
and hydroxyapatite. Based on the analysis of the articles, there was a progress in
obtaining information about of the main functional groups indicative of change in
bone tissue due to the onset of diseases. It was also noted a technological
improvement with regard to the experimental apparatus, in addition to the possibility

of applying Raman imaging in vivo.

Keywords: Bone. Spectroscopy. Raman. Infrared.
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1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

O progresso no diagnodstico e na prevengdo de doengas do tecido Osseo
depende dos avangos na compreensdo das contribuicbes composicionais da
qualidade 6ssea para a competéncia mecanica.

O tecido 6sseo apresenta diversas fungdes imprescindiveis para a homeostase
corporal ', por isso desperta interesse em diversos pesquisadores e, em especial,
naqueles que se dedicam a estudos relacionados ao diagndstico de doengas que
ocorrem devido a distintos fatores, dentre eles podemos citar o envelhecimento da
populacdo, canceriogenese entre outras contribuindo para a instauracdo de doencgas
O0sseas como osteogénse imperfeita, osteoporose, metastase déssea, raquitismo,
osteomalacia, e a doenga de Paget. As fun¢des esqueléticas sao inumeras, dentre
elas destaca-se sua atribuicdo a forma corporal dos vertebrados, que é desenvolvida
pelos 0ssos, 0 que permite que cada animal se adapte ao seu habitat natural, dai

entdo a importancia do estudo dos 0ssos.

A importancia da mineralizagdo, de garantir o balance mineral, tem a ver com a
prevencdo de doengas como raquitismo e osteomalacia que sdo doencas Osseas
surgidas por falhas no processo de mineralizagdo do tecido ésseo, nas quais podem
ocasionar caréncia de vitamina D. Em pessoas de até doze anos ambas doencas
podem ocorrer simultaneamente, mas em idades superiores o raquitismo geralmente
nao ocorre, porém a idade em que o raquitismo hipofosfatémico autossémico
dominante (ADHR) manifesta-se difere dos outros tipos da doenga, ja que aparece

somente na fase adolescente ou adulta.’

Essa pesquisa esta inserida no ambito da Fisica Médica devido as inquietacdes
de carater tecnoldgico inerentes as areas de investigagdo que compreendem seus
limites de interesse, articulando através da revisdo de alguns artigos cientificos o
uso de técnicas de diagnosticos. Estamos inseridos numa area que se destina ao
estudo, aplicagdao e desenvolvimento, de conceitos, modelos e principios para
compreender, aprimorar e desenvolver técnicas terapéuticas e de diagnostico a
partir de conceitos fisicos como a éptica. Assim sendo, proporciona os fundamentos
fisicos e base cientifica para emprego na Medicina, proporcionando melhorias no
ambito da saude publica. Engloba diversos modos de diagndstico e terapia, por

exemplo, radioterapia, ultrassom para diagnostico, imagens por ressonancia
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magnética, a radiologia diagndstica, medicina nuclear, e um dos mais recentes que &
a aplicagao de luz visivel, os quais sao importantes para os avangos das areas da

medicina voltada ao tratamento e técnicas espectroscopicas diversas. 2

Nesse contexto, este trabalho pretende explorar a literatura neste campo de
investigacdo a fim de estudar a composicdo do tecido 6sseo, dimensbes e
caracteristicas, além do levantamento bibliografico sobre o uso da espectroscopia e
sua aplicagao no tecido ésseo. A finalidade é analisar as técnicas mais empregadas
para diagnostico de doengas 6sseas e as metodologias empregadas fazer uma

analogia entre esses métodos com a finalidade de particularizar cada um deles.

Para isso, a pesquisa foi baseada em estudos ja realizados por diferentes
autores. Com os conceitos exprimidos pelos pesquisadores e/ou especialistas da
area, compreenderemos a importancia que esses trabalhos possuem para a
evolucao de métodos de diagndstico e até mesmo na prevengao de doengas que se
nao tratadas, poderiam causar danos irreparaveis aos pacientes. Na Figura 1
apresenta-se o numero de publicagdes e citagdes por ano de artigos relacionados a

espectroscopia Raman, em um jornal cientifico entre os anos de 1992 e 2012.

Figura 1 - Publicagdes e citagées no ISI Thomson Web of Science por
ano, de A) Raman e doenca, B) Raman espacialmente deslocado e doenga, C)
SERS e doenga, D) Espectroscopia Raman, E) Imagem Raman e doenga, durante
os anos de 1992-2012.
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A principal motivagédo para a realizagdo desse trabalho esta em compreender a
forma com que técnicas 6pticas sdo empregadas para caracterizar o tecido dsseo e
para aperfeicoar ferramentas de prevencdao de doencas que acometem 0s 0SsOs.
Com a finalidade de expor este trabalho de forma mais coerente e oportunizando
uma melhor leitura, escolheu-se dividir esta pesquisa na seguinte ordem que se

apresenta.

No primeiro capitulo sera apresentada uma descricdo do tecido 6sseo dando
foco na sua constituicdo, estrutura, funcionalidade, propriedades fisicas, quimicas e
biolégicas, de acordo com os artigos analisados e a relagado de similaridade entre os
0ssos e dentes. Além disso, serdo abordadas as doengas mais comuns do tecido
0sseo, pretendendo entender a evolugdo dessas patologias, para que futuramente
estudos relacionados a esse assunto possam contribuir para o avango da tecnologia
direcionada ao diagndstico e/ou tratamento precoce, além do destaque de alguns
modelos animais mais utilizados em pesquisas ja realizadas, e as diferengas
observadas entre os humanos e esses animais. Por fim, também sera exibida nesse
capitulo a definicdo de espectroscopia e sua importancia, a fim de proporcionar
maior compreensdo do mecanismo de atuacdo, as técnicas espectroscopicas

empregadas para a investigagao 0ssea associada aos principios fisicos envolvidos.

No segundo capitulo serdo exibidos os principais achados na literatura,
destacando algumas formas de preparacdo de amostras ésseas executadas por
pesquisadores, além dos resultados dos trabalhos selecionados no levantamento
bibliografico e uma breve discussao desses achados relevantes relacionados a
espectroscopia Raman e a espectroscopia no infravermelho por Transformada de

Fourier.

O terceiro capitulo sera destinado a um programa de interpretacdo de dados
espectrais, € ao mini roteiro que sera elaborado com o intuito de exibir o passo a
passo de como executar algumas técnicas de pré-processamento neste programa.
As conclusdes serdo expressas no quarto capitulo, subsequentemente as

referéncias bibliograficas utilizadas serdo apresentadas.
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1.1 Tecido Osseo

1.1.1 Constituicao, estrutura e fungao

O osso é um tecido conectivo, cuja fungbes reservam-se a nutrir e preencher
espacgos interteciduais além de oferecer sustentabilidade ao corpo. Quanto a
constituicao deste tecido trata-se de duas fases, orgéanica e inorganica, encontradas
em proporgdoes distintas, 30 % e 70 % respectivamente, enquanto na fase orgéanica a
composi¢cao é basicamente por colagenos tipo |, com fungdo na mineralizagéo
Ossea, e por outras proteinas nao colagenas ja na fase inorganica a constituicéo é a

partir do mineral hidroxiapatita.®

Os ossos e dentes possuem caracteristicas composional semelhantes ja que
ambos sao constituidos por minerais inorganicos de fosfato de calcio, a dentina, que
€ a parte que da forma ao dente, assim como o0 osso também é um material formado
por cristais de apatita. O coladgeno é uma das proteinas mais abundantes no corpo
humano e sao eles os principais responsaveis pela deposig¢ao dos cristais de apatita,
o tipo | aléem de ser o mais comum, esta relacionado aos ossos, dentina, pele,

tenddes e outras estruturas.*

Os ossos apresentam diversas fungdes como a sustentagdo de tecidos moles
como os musculos, armazenamento e liberacdo de componentes importantes na
corrente sanguinea, sao responsaveis também pela protecdo dos 6rgaos contra
traumatismos, além de atuar junto com as cartilagens para a formagao do sistema
de alavanca corporal, promovendo assim mobilidade ao corpo. As articulagdes que
possuem maior mobilidade geralmente sdo aquelas que unem o0ssos longos, as

diartroses.®

A organizagdo da matriz extra celular (MEC) esquelética 3D permite a
transmissdo do estresse mecanico, que tem se mostrado a base do
desenvolvimento 6sseo. A homeostase 0ssea, € geralmente garantida pela sinergia
de osteoblastos e osteoclastos, que secretam e reabsorvem respectivamente a
MEC durante a remodelagdo 6ssea, o 0sso lamelar maduro é substituido® por um
novo tecido no qual é formado livre de micro-lesbes causadas por alguma das
atividades cotidianas, ou até mesmo um dano maior como uma fratura. Mais de 90

% do numero total de células é6sseas sdo compostas por células que sao
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responsaveis por sentir e conduzir a forga mecanica transmitida pelo o0sso,

coordenando assim os sinais de absorgao e deposigéo 0ssea.’

Ha peculiaridades sobre os ossos que sao importantes, e visiveis a olho nu ao
realizar uma analise cuidadosa quanto a composicdo esquelética, como o fato de
apresentar osso cortical (compacto) que possui como uma de suas fungdes a
protecdo e o osso trabecular (esponjoso). O primeiro tipo, cortical, forma uma
‘concha sélida ao redor do osso” que compreende-se em unidades chamadas
Osteons, revestido pelo peridsteo e que apresenta densidade igual a 1.92 g/cm® 7, ja
0 0sso trabecular é formado por osso lamelar menos denso, e é cercado pelo 0sso
cortical sempre sendo a espessura € a resisténcia da parte cortical dependentes do
ponto em que sdo localizados.® A qualidade 6ssea € considerada a partir de uma

avaliacao da espessura cortical e da distribuicdo trabecular tecidual.

O comportamento biomecanico do osso cortical tende a ser estavel enquanto o
0sso trabecular apresenta oscilagcdo quanto a resisténcia e rigidez que geralmente,
dependem da densidade aparente® com a qual variam diretamente como é mostrado

na Figura 2.

Figura 2 - Forca compressiva de amostras de osso vertebral em fungdo da
densidade aparente.
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Fonte: Adaptada de °.

A densidade éssea trabecular € distinta para cada tipo de osso, assim como €&

mostrado na Tabela 1.
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Tabela 1 - Valores de referéncia de densidade Ossea trabecular para diferentes
tipos de o0sso, de acordo com a classificacdo de Lekholm e Zarb.

Qualidade 6ssea
(de acordo com
Lekholm & Zarb)

Escala de
_ Escala de
densidade _
densidade

(segundo Norton
(segundo %) [HU]

& Gamble) [HU]

Osso tipo 1

Quase toda a
mandibula
composta por osso
compacto

homogéneo
Osso tipo 2

Nucleo de osso
trabecular denso
envolto por
espessa camada

de osso compacto
Osso tipo 3

Nucleo de osso
trabecular denso
envolto por fina
camada de 0sso
compacto, forga

favoravel

[HU] = Unidades de Hounsfield.

Fonte: Adaptada de .

> 850 > 400
500 a 850 200 a 400
500 a 850 200 a 400

Tabela 1 - Valores de referéncia de densidade Ossea trabecular para diferentes
tipos de o0sso, de acordo com a classificacdo de Lekholm e Zarb. (continuacao).
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Escala de

Qualidade 6ssea densidad Escala de
ensidade
(de acordo com densidade
(segundo Norton & o
Lekholm & Zarb) (segundo )
Gamble)
Osso tipo 4
Osso trabecular de A
B o S o
H H iy "\-E:?. ¥
. ":-._\_‘“\—_' .;:"...-' _:t-
envolto por fina e i

camada de osso

cortical

Osso tipo 4* <0

*Categoria de qualidade adicional descrita como zona falha por Norton &
Gamble.

[HU] = Unidades de Hounsfield.

Fonte: Adaptada de .

Forcas externas geralmente expressas em unidades de Pascal (Pa), podem
atuar no osso sujeitando-o a deformacdes estruturais de diferentes intensidades e
padrées, que podem ser expressas em porcentagem %, e essa relagdo tensao-
deformacdo viabiliza o aspecto do osso em relacdo ao seu comportamento
mecanico quando submetido a deformagdes provocadas por cargas fisicas. Outra
caracteristica importante € que o osso € considerado anisotropico, ou seja, sua
propriedade elastica assume valores diferentes a depender da diregao que se refere,
na Tabela 2 constam os valores médios de resisténcia maxima, modulo da

elasticidade e coeficiente de Poisson do osso cortical.!

Tabela 2 - Valores anisotrépicos médios de resisténcia maxima (compresséo,
tensdo, cisalhamento), médulo de elasticidade e coeficiente de Poisson no osso
cortical.
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Compressao 193
Tensao 133
Longitudinal [MPa]
Modulo 17,000
Coeficiente de Poisson 0,40
Compressao 133
Tensao 51
Transversal [MPa]
Modulo 11,500
Coeficiente de Poisson 0,62
Cisalhamento 68
Cisalhamento [MPa]
Modulo 3,300

* Osso trabecular: = 50 MPa (compressao), = 8 MPa (tenséo), = 400 MPa (mddulo)
longitudinalmente.

Fonte: Adaptada de .

Devido as particularidades de cada modo comportamental possivel do 0sso,
ha duas regides na curva tensao-deformacao que sao importantes: regiao elastica e
regido plastica, na primeira area trata-se de valores de forga abaixo do “yield point”
ou ponto de rendimento. Permite com que o material 6sseo se armazene
elasticamente e retorne a tensao aplicada, evitando micro-danos no processo. Ja a
parte plastica, os niveis de deformagao sdo acima do ponto de rendimento fazendo
com as deformacdes acarretem danos na forma de micro-fissuras, geralmente.

Ambas as regides sdo mostradas na Figura 3 abaixo.

Figura 3 - Curva de tensdo-deformacéo e regides elastica e plastica.
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A area sob a parte elastica da curva de tensdo-deformacao refere-se a
capacidade dos ossos de armazenar energia elasticamente e, portanto, resistir a
micro-danos, caracteristica nomeada como resiliéncia. A elasticidade/rigidez do
material biolégico tém alta influéncia no gradiente da curva tensao-deformagao. A
area total sob as regides elastica e plastica sob a curva tensdo-deformacgao é
caracterizada por tenacidade do esqueleto, a qual pode ser alterada por mudancas
na resiliéncia, modificando assim a quantidade total de energia absorvida pelo osso

antes da falha.

A densidade aparente é a especificacdo do osso quanto ao grau de
porosidade e mineralizagdo capaz de determinar a qualidade desse material
bifasico. Essa propriedade influencia na capacidade de resisténcia a deformacgao -
rigidez; na absorgao de tensdes - elasticidade e na absorgéo de energia - tenacidade
antes de ocorrer a falha, que é a resisténcia maxima que ele admite." Na Figura 4 é
apresentado as curvas em relagdo a tensdo em fungcdo da porcentagem de

deformacéo do osso cortical e trabecular.

Figura 4 - Caracteristicas de tensdo-deformacéao do tecido macroscopico.



20

200
CORTICAL Densidade Aparente
030 glee
— Ld — — —— 090 glec
& ik —_— 185 plec
=
(=]
v
@100 -
-
|
50 = __‘,,.,_..——__T_““EFE”_“‘_R _____ e
-
s
£
Vs e e R g S
1 1 I ] 1
10 13 20 25
Deformacao (%)
Fonte: Adaptada de .
Segundo Hart et al.", a interagdo do tecido macroscopico (cortical e

trabecular), propriedades materiais (organico e inorganico) e as propriedades
estruturais (geometria de e distribuicdo) estabelece juntos modificagdes do
comportamento mecanico do osso com o intuito de se adaptar a diferentes cargas
mecanicas as quais sdao submetidos. O osso cortical € mais rigido em relagao ao
osso trabecular. Este apresenta alta resisténcia (= 150 MPa) ao estresse e baixa
resisténcia a deformagéo (2 % de rendimento) enquanto o segundo € de natureza
porosa, possui baixa resisténcia (= 50 MPa) ao estresse e alta resisténcia a
deformagao (rendimento de 50 %) portanto apresenta maior elasticidade." Na Figura
5 pode ser observado os aspectos tanto da deterioragcdo da espessura como a
porosidade dos dois tipos de tecidos macroscopicos dos 0ssos, além da regido de

conectividade.

Figura 5 - Danificacdo da arquitetura éssea. A) Osso trabecular normal
apresentando maior numero de trabéculas (flamentos esponjosos cruzados) e
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consequentemente maior conectividade. B) Osso trabecular osteoporético com
separagao trabecular, evidenciando menor conectividade e maior risco a fragilidade.
C) Osso cortical de paciente normal sem fraturas e D) Osso cortical com fraturas por
fragilidade osteoporética, com aumento de porosidade caracterizando degradacéao
do osso. A arquitetura trabecular em C e D foram mantidas.

Fonte: Adaptada de .

Sabendo da complexidade composicional e da dificuldade nos estudos
0sseos, a utilizacdo da técnica de microscopia eletrébnica de varredura (SEM)
oferece um 6timo aporte, tendo em conta que através dos sinais gerados a partir da
interacao entre os elétrons incidentes e os atomos da amostra, consegue-se obter
uma examinagéo de qualidade quanto a estrutura e fungdo do osso devido sua alta
resolucdo espacial a alta profundidade de campo e um amplo campo de visao, e
inclusive do densenvolvimento da arquitetura 6ssea em fungdo da idade.’Na Figura
6 sao apresentadas imagens do esquema instrumental da SEM e os sinais gerados

em 0SSO.

Figura 6 - Microscopia eletrénica de varredura (SEM) e os sinais tipicos
que sé&o registrados do osso. BSE - Elétrons retroespalhados (elétrons do feixe
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incidente de alta energia, desviados devido a interagdo do espalhamento elastico
com os nucleos dos atomos), SE - Elétrons secundarios (elétrons de baixa energia
ejetados de camadas mais internas dos atomos da amostra, resultantes da interagéo
de espalhamento inelastico com os elétrons incidentes do feixe) e EDX -
Espectroscopia de raios X de energia dispersiva.

Fonte de elétrons " - B
7]
’ ]
Anodo [
Lentes de
condensacéo \
o y 7
Abertura PE—— ——— i 1

Varredura de
bobinas

Lentes
objetivas

EDX \\
01 2 3 4 58

Amostra Energia/keV

EDX

Fonte: Adaptada de 2.

A microscopia eletrbnica de varredura permite discriminar as partes
mineralizadas e ndo mineralizadas do osso, determinagao da idade média do tecido
e a cinética de mineralizagcéo ja que a intensidade do sinal BSE € proporcional a
concentragdo de mineral 6sseo'’?, nas Figuras 7-7.2 s&o apresentadas imagens
Osseas obtidas no SEM de diferentes tipos de osso, algumas delas incluindo os
sinais detectados na interagao entre os elétrons retroespalhados (BSE) e os atomos

incidentes na amostra.

Figura 7 - Imagem 6ssea no microscoépio eletrénico de varredura (SEM). a)
Fotomontagem BSE-SEM de uma costela humana vista em corte transversal.
Podem ser destacadas variagbes locais na densidade de mineralizagdo, canais
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Haversianos, espagos de reabsorgao e lacunas de ostedcitos. b) Densidade lacunar
de ostedcitos determinada a partir de imagens BSE. c¢) Linha de cimento
(hipermineralizada, imagem mais brilhante) entre os dsteons e 0 osso intersticial. d)
Os espacos intertrabeculares no osso do chifre (rede de osso trabecular, com alta
resisténcia) de veado (Capreolus capreolus) sao ocupados por ésteons primarios
ocupados antes da reabsorcdo Ossea na superficie trabecular. Podem ser
identificadas trabéculas (asteriscos) e ilhas ndo remodeladas de cartilagem
calcificada (seta). e) BSE-SEM topografico que fornece informagdes direcionais de
formas 3D complexas como o osso trabecular. Uma imagem separada é gravada
para cada setor de 90° de um detector BSE anular, contendo informacdes sensiveis
a diregao da iluminagao aparente (setas).

a b c d e
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Fonte: 2.

Figura 7.1 - f) Extensdo do &steon pull-out (mecanismo de endurecimento do
0so cortical) sob carga mecanica ciclica observada usando imagens SE. g) Detalhe
da superficie celular dos osteoblastos na superficie do osso parietal. h) Osteoblastos
parecem organizar fibrilas de colageno por meio de processos basais planos. i)
Lacuna de ostedcitos hipermineralizada contendo detritos apoptéticos mineralizados.
j)  Microestrutura Ossea severamente desorganizada na melorreostose
(espessamento cortical com intensa atividade de formagao 6ssea relacionada com o
aprisionamento de ostedcitos).

— 50 gm — 1 m e | [ITI — T = 500 pm

Fonte: 2.

Figura 7.2 - k) Osso com (direito) e sem (esquerdo) ostedcitos. I) Visualizagéo
dos ostedcitos e a rede lacuno-canalicular (promove comunicagao entre ostedcitos,
osteoblastos e células de revestimento 6sseo)' condicionada a moldes de resina. m)
Lacunas de Howship: lacunas de reabsorcao estendidas longitudinalmente (LER;



24

esquerda) e lacunas de reabsorgédo de remendo reticulado (RDP; direita). n) Cyro-
SEM. A combinacao de imagens SE (acima) e BSE (abaixo) fornece informagdes
morfoldgicas e composicionais.

1pm

Fonte: '2.

O osso é um tecido metabolicamente ativo que é constantemente remodelado
no decurso da vida de uma pessoa, primeiramente ele é destruido: absorcao 6ssea,
para posteriormente ser reconstruido: formacdo 6ssea, nas fases iniciais da vida
humana o processo de formagao éssea € mais rapido do que o de absorgao o que
provoca o fortalecimento dos ossos ja que se tornam maiores, mais pesados, € mais
densos. Essa condi¢do continuara até que a densidade e forgca 6ssea atinjam o seu
nivel maximo, que geralmente ocorre quando o individuo apresenta uma idade por
volta dos 30 anos, a fase de estabilidade dssea relativa se iniciara entao a partir dai
e perdurara por mais ou menos cerca de 15 anos, apds esse estagio os problemas
relacionados a reducéo da qualidade e quantidade dos ossos geralmente comegam

surgir.™

Os tipos de ossos sao distinguidos sobretudo, por caracteristicas na escala do
orgao (cm), ossos longos consistem em um cilindro externo de osso cortical em
torno de uma cavidade medular que inclui hastes de osso trabecular, enquanto
0ssos planos possuem disposicdes variaveis como a quantidade de tecido
esponjoso. Os componentes dos dentes também sao diferenciados desta forma. O
ligamento periodontal € a conexao entre os dentes e a mandibula através do
cemento, enquanto o envoltério externo do dente até a linha da gengiva € o esmalte,
e abaixo do esmalte esta a dentina, o principal componente dos dentes. A dentina
envolve a cavidade pulpar, que contém nervos e vasos sanguineos necessarios para

o cumprimento da fungdo dos dentes.™

Em casos de falha na fungao tecidual 6ssea ou mesmo a falta desse tecido, uma
alternativa para suprir essa deficiéncia sdo os implantes de biomateriais cuja fungao

é a osseointegracdo.’ E importante a examinagdo pos implante da area a que foi
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submetida o procedimento, e para isso, utiliza-se imagens BSE como € mostrado na

Figura 8.

Figura 8 - Imagem do osso ao redor de implantes de biomateriais. a)
Imagem BSE de osso formado em torno de implante de titdnio ablacionado
(remogao cirurgica) a laser. b) Imagem BSE de implantes de titanio revestidos com
hidroxiapatita (HAp). c) Promogéao de formagao 6ssea a partir de distribui¢cao local de
bifosfonato (BF) de implantes de titdnio comercialmente puro (cp-Ti) revestidos com
HAp (3mm de didmetro). d) Crescimento interno de tecido mineralizado em suportes
de policaprolactona + B-tricalcico (80:20) impressos em 3D repetindo o padrdo das
escoras de 0°/90°. e) Condicionamento com molde resina para visualizagao direta da
fixacdo de ostedcitos em varias superficies de implante (exemplo 1: ligas de titanio
Ti6Al4V e exemplo 2: liga de cromo-cobalto Cocr).

a b c d
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Fonte: Adaptada de "2

O implante cicatriza o defeito antes existente a partir da formagcao 6ssea, na
Figura 9 sao apresentadas as regides remodeladas desde a superficie do implante

até a formacgao do novo tecido.

Figura 9 - Osteogénese em torno de implantes de biomateriais. 1 -
Osteogénese de contato (superficie do implante, inicio do processo de formagao
0ssea), 2 - Osteogénese a distancia (margem 6ssea do defeito cirargico), 3 - Tecido
osseo formado, 4 - Fragmentos de osso autdégeno (promove reconstrugdo 6ssea).

%
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Implante

Fonte: Adaptada de .

1.1.2 Doencgas do tecido 6sseo

Osteogénese Imperfeita-Ol
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Essa disfungcdo éssea geralmente é hereditaria, precede a osteoporose, e
esta relacionada com o defeito na densidade (quantidade) colagena, acarretando
fragilidade ao osso, inclusive nos dentes que podem ser acinzentados, baixa
estatura e maior suscetibilidade a fraturas.' No Brasil foi fundada pelo Ministério da
Saude, em 1999, a Associagado Brasileira de Osteogenesis Imperfecta - ABOI que
além do seu objetivo de incentivar pesquisas relacionadas a doenga, estabeleceu
um Protocolo de Tratamento Clinico especifico . Apesar das particulas minerais
serem semelhantes, em relacdo ao tamanho, nos casos de pessoas normais e
pacientes Ol ou os chamados “ossos de vidro”, a principal diferenca se da na

densidade das mesmas'® como é ilustrado na Figura 10.

Figura 10 - Representacdo esquematica, ilustrando a diferenca
nanoestrutural éssea entre osso normal (controle-Co) e osso com osteogénese
imperfeita (Ol).

e Fibrilas de
A/ colageno \L

mesma largura W das
particulas minerais

>

12 % mais densa

Fonte: Adaptada de .

Osteoporose

Em virtude da constante renovacgao éssea, a idade do animal seja humano, ou
ndo, e do tecido 6sseo influencia na caracteristica composicional do mesmo,* com o
envelhecimento e algumas outras condigdes como deficiéncia hormonal estrogénica,
as propriedades mecanicas e as caracteristicas constitucionais dos ossos podem ser
prejudicadas e possivelmente ocasionar fraturas com maior facilidade devido a
perda de tenacidade e resisténcia 6ssea.® Além de fatores naturais, a redugdo

progressiva da massa Ossea pode ser uma decorréncia de um dos disturbios
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humanos mais comuns. Esta acarreta o enfraquecimento dos ossos tornando-os

propensos a quaisquer fraturas, denominado osteoporose.

Essa doenca Ossea provém de uma desarmonia durante o processo de
remodelacgdo dssea *, ja que a reabsorgdo dssea (quebra do tecido 6sseo) ™ domina
este processo metabodlico. A osteoporose pode acometer a homens e mulheres,
porém pessoas do sexo feminino apresentam maior tendéncia ao desenvolvimento
dessa patologia.™ Estima-se que uma a cada trés mulheres com idade superior a 50
anos apresentarao alguma fragmentagao osteoporética em algum momento de suas
vidas enquanto apenas um a cada cinco homens dessa mesma faixa etaria

possivelmente manifestardo esse problema.?

Essa fragilidade esquelética € considerada um problema da saude publica, no
Brasil sabe-se que o acesso a exames que constatam esse tipo de doenga como a
densitometria 6ssea, em que se consegue prever o risco de fratura utilizando um
aparelho de dupla emiss&o de raio X (DXA)', ainda é limitado fazendo com que se
tenha dificuldades na estimativa do nimero de brasileiros com osteoporose.?® Na
Tabela 3 é apontada uma classificagao quanto a densidade mineral 6ssea de acordo

com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS).

Tabela 3 - Classificagdo da densidade mineral 6ssea segundo a Organizagao
Mundial de Saude, com base no T-score que € o valor da densidade éssea
comparada com pacientes do mesmo sexo e idade compativel.

Classificagao T-score [DP]
Normal Maior ou igual a 1.0
Osteopenia Entre 1.0e 2.5
Osteoporose Menor ou igual a 2.5

Menor que 2.5 com pelo menos uma
Osteoporose grave .
fratura, causada por fragilidade

Obs.: DP é a unidade de medida chamada de desvio padrao.
Fonte: ™.

Metastase Ossea
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Cada vez mais agentes e tecnologias de contraste 6ptico de imagem tém sido
desenvolvidos, especialmente para pesquisa da estrutura éssea e metastases
esqueléticas. O aumento do interesse no estudo relacionado a esses problemas
relaciona-se com o numero de casos de doengas metastaticas, segundo Nicholas
Cho e Monica Shokeen mais de 600.000 adultos com mais de 40 anos séao

diagnosticados com metastase dssea todos os anos nos EUA.?'

E caracterizada por metastase a interacdo de células cancerigenas e células
normais®* o que provoca proliferagdo tumoral a diferentes partes do corpo, que no
inicio ndo apresentavam nenhum indicio de neoplasias malignas. Metastases
esqueléticas geralmente n&o sado silenciosas ja que é comum os pacientes
apresentarem dores fortes, compressao da coluna, excesso de calcio no sangue,
fraturas espontaneas?' e em alguns casos ocorre o 6bito do paciente associado ao
estagio final de caAncer de mama ou préstata.?* E importante destacar também que
depois das células se asilarem no esqueleto, a hipotese de cura tumoral é

descartada e o Unico objetivo dai em diante passa a ser o tratamento paliativo.??

Em casos de carcinomas mamarios a etapa final da destruicdo Ossea é
mediada pelos osteoclastos, que sao estimulados pelos peptideos tumorais
relacionados ao hormdnio peptideo da paratiredide (PTH-rP), ja os casos de cancer
de prostata sdo controlados pelos osteoblastos que sao impulsionados a produzir
mais 0ss0s.?? Estudos mais minuciosos sobre metastases 6sseas serdo de grande

relevancia para o futuro.
Raquitismo

O exame radiolégico de uma pessoa pode sugerir que ela apresente
raquitismo, mas a diferenga no diagndstico se da a partir da histéria médica, dados
clinicos e estudos laboratoriais, especialmente do calcio no sangue, fosfatoemia e
atividade da fosfatase plasmatica alcalina. Ao mesmo tempo, frequentemente ha
sinais de que o metabolismo anormal do fosfato de calcio tém impacto na funcéo

muscular e no desenvolvimento dentario.?*
Doenca de Paget

Afeta geralmente os ossos da pelve, o fémur e ossos do cranio. Os homens

apresentam maior probabilidade em relagcdo as mulheres a desenvolver a doencga.
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Pesquisas dizem que aproximadamente 1 % da populagcdo dos Estados Unidos com

idade superior a 40 anos sofrem dessa doenga.®

1.1.3 Modelos animais

Todos os animais vertebrados apresentam o sistema esquelético, formado
pelos o0ssos, que sdo estruturas constituidas por tecido ésseo, considerados
materiais biolégicos com propriedades fisicas especiais e dureza elevada, devido
principalmente a estrutura tubular oca, laminacédo, matriz internamente reforgada e

também a presenca de calcio e fibras de colageno em sua constituigdo.”

O rato é o modelo animal mais utilizado nos estudos, mas conseguiram
demonstrar que o roedor apresenta as mais significativas diferengas em relagéo a
densidade, composicao e propriedades mecanicas do osso humano e também em
relagdo aos outros modelos animais que geralmente sdo usados como bovinos,
suinos, ovinos, caninos, entre outros.®> Além do que, devido as dissemelhancas nos
modos de consolidagdo e remodelagcao ossea, os modelos animais geralmente
empregados para pesquisar a fisiopatologia oOssea também apresentam

imperfei¢des.
1.2 Espectroscopia

1.2.1 Definigcao e importancia

Ha pesquisadores que se dedicam a buscar métodos cada vez mais precisos
e melhores para a determinacdo do quanto de energia e qual € essa energia que
uma substancia ou material singular absorve devido a incidéncia de uma luz, além
de explorarem também a parte dessa luz que é refletida em um comprimento de
onda diferente da luz incidente. Esse campo da ciéncia € intitulado por
espectroscopia, a qual advém dos estudos da interacdo da luz (energia
eletromagnética) com a matéria.?” A energia cedida pela radiagado eletromagnética so6
sera absorvida no comprimento de onda, A, pela molécula se for no minimo igual ao
chamado gap de energia (energia suficiente para a passagem da banda de valéncia

para a banda de condug&o, ou vice versa), que € definida pela quantidade: #

AE=hv=hAc (1)
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Perante anadlise das diferentes partes do espectro eletromagnético obtido, &
possivel realizar a sondagem do interior de estruturas compostas por substancias
atbmicas e moleculares e entdo obter "impressdes digitais" que podem ser usadas
para identifica-las e avaliar suas concentragdes relativas a partir dos diferentes
picos.? O espectro abrange todos os possiveis comprimentos de onda de radiagao
eletromagnética devido aos sete tipos de ondas: as ondas de radio, micro-ondas,
infravermelho, luz visivel, raios ultravioleta, raios x e raios gama, as quais sao
classificadas conforme suas origens e também aos seus valores de comprimento de
onda/frequéncia, mas em espectroscopia a faixa espectral de interesse é
apresentada na Tabela 4 em termos de seu respectivo comprimento de onda

associado.

Tabela 4 - Regides de interesse na espectroscopia do espectro
eletromagnético.

Regiao Comprimento de onda (A)
Ultravioleta distante 0,5 nm - 200 nm
Ultravioleta 200 nm - 400 nm
Visivel 400 nm - 700 nm
Infravermelho proximo 700 nm - 1.200 nm
Infravermelho médio 1.200 nm - 40.000 nm
Infravermelho distante 40.000 nm - 1.000.000 nm

Fonte: Elaborada com base em “.

A fim de observar as bandas espectrais, a luz primeiro atravessa uma fenda,
em seguida a imagem da lacuna é refratada por um prisma ou difratada por uma
grade e gravada em um espectrébmetro. Para cada comprimento de onda de luz
diferente, a fenda é fotografada no filme com posi¢des e intensidades diferentes,
formando assim uma "impressao digital" da luz especifica. O espectrdmetro imprime
um grafico para cada uma das amostras em analise para que posteriormente, esses
graficos possam ser comparados entre si, bem como graficos de substancias

conhecidas em materiais de referéncia.* Composigbes diferentes, apresentam
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diferentes cromdforos (grupos funcionais), os quais absorvem comprimentos de
onda distintos, ou seja, em regides espectrais diferentes assim como € exibido na

Figura 11.

Figura 11 - Espectro de absor¢édo de alguns constituintes de tecido
biolégico humano, com janela optica (locais onde a absor¢do de agua e moléculas
orgéanicas, € menor) na regiao do infravermelho préximo.*
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Fonte: *°.

Ha duas principais ferramentas de aquisicdo de dados espectrais: o
mapeamento e a imagem e tais estratégias se diferenciam no modo de obtencgao
dos espectros, enquanto o primeiro método realiza a aquisicdo dos espectros do
movimento da amostra em relagéo ao laser, o segundo atinge as informagdes sem
este movimento. O mapeamento pode ser ponto a ponto o qual o espectro é
adquirido no ponto/pixel da amostra em que o laser é focado, ou de varredura linear
em que a aquisi¢do sucede em uma linha de pixels em uma certa direcdo enquanto
técnicas de imagem permitem a aquisicdo de espectros de toda a amostra

simultaneamente.’
1.2.2 Principais técnicas espectroscoépicas utilizadas em osso

O estudo das caracteristicas e das fungdes estruturais de amostras biolégicas
ainda é considerado um desafio para os pesquisadores de diversas areas cientificas

devido a alta complexidade desses atomos e a quantidade de frequéncias
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vibracionais a serem resolvidas, entre diversas ferramentas espectroscopicas as
espectroscopias vibracionais por Raman e de infravermelho por Transformada de
Fourier, destacam-se por serem sensiveis, reproduziveis e fornecerem informacgdes

sobre a estrutura molecular dos ossos.
Raman

A espectroscopia Raman é uma espectroscopia vibracional que detecta
ligacdes quimicas e luz espalhada de biomoléculas a partir da excitagéo do laser na
regidao do infravermelho proximo (NIR). Essa luz interage com fénons de baixa
frequéncia, fazendo com que os fotons dispersos inelasticamente sejam alterados
para um valor de energia diferente da excitagdo. Este deslocamento € medido com
base na diferenca entre o comprimento de onda de excitagdo e o reciproco do
comprimento de onda de detecc¢ao e fornece informagdes especificas para a ligagéo
quimica. Essa técnica espectroscopica depende da polarizabilidade da molécula e é
mais sensivel a titulo homonuclear, ou seja, moléculas compostas por atomos
isdtopos. O espectro de tecidos biolégicos € na verdade a soma ponderada dos
espectros de todas as espécies moleculares do tecido, devido ao fato de

apresentarem alto nimero de moléculas Raman ativas em sua composigao.?’

A espectroscopia Raman é apenas um dos métodos de espectroscopia por
vibracao, bastante util e eficaz para analise da composi¢cao quimica do tecido 6ésseo
sem comprometimento estrutural da amostra em estudo. Estudam a interagao da luz
com a matéria assim como as outras formas espectroscéopicas existentes. O
emprego dessa técnica espectroscopica vibracional, Raman, possibilita a obtengao
de informacdo também sobre propriedades mecanicas 6sseas, com base em
analises de especificidades espectrais geradas e a possibilidade de investigar a

maturidade mineral, como também a integridade do colageno e agua.*

A espectroscopia Raman é uma técnica capaz de permitir a inspecéao de
matéria organica e inorganica, além de fornecer informagdes sobre a composi¢cao
quimica da matriz mineral e de colageno do tecido 6sseo.*> Em modelos imprecisos
assim como o 0sso, a medicdo absoluta da intensidade da banda Raman é bastante
complicada. Portanto, a medida Raman geralmente é a taxa de largura da banda, o

que incluem a razao mineral/matriz, razao carbonato/fosfato e a razao maturidade do
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colageno. A excecdo mais consideravel é a cristalinidade, que na maioria das vezes
€ mensurada pelo inverso da banda fosfato 959 cm™ , geralmente a escolha da
banda ou matriz mineral ndo € importante, a ndo em casos onde uma banda mais

intensa produza resultados mais precisos.?’

Uma representagcdo do esquema estrutural da instrumentacdo Raman é
apresentado abaixo. No esquema podem ser vistos o local para posicionamento da
amostra, a sonda Raman, a fonte laser, o espectrografo que obtém o
espectrograma, um detector CCD (Dispositivo de Carga Acoplada), e um
computador responsavel por guardar os dados para posterior analise, conforme

mostrado na na Figura 12.

Figura 12 - Esquema da instrumentagdo Raman.

ESPECTROGRAFO

COMPUTADOR

Fonte: Elaborada com base em .

Uma das ferramentas que mais vém sendo utilizada para a avaliagdo da
qualidade Ossea € a espectroscopia Raman, pois no emprego desta técnica pode
ser usada amostras de espécimes frescas, ou mesmo protétipos conservados a
partir de técnicas de fixagao e incorporagédo como o uso de hidroxiapatita (hidroxido
de calcio-Ca(OH), e solugdo de hidrogenofosfato de aménio-(NHs)H.PO,) para
preservagdo dssea*, podendo ser usada inclusive para medigdo ndo invasiva in
vivo. A variabilidade da amostragem deve ser balanceada com a relagao sinal-ruido,
que costuma ser menor do que na Espectroscopia de infravermelho com

transformada de Fourier (FTIR) do osso, que fornece quase a mesma informacéo.
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Até o momento ainda ndo houve nenhuma verificagdo em relacdo a aquisi¢cao de

espectros Raman ésseos humanos de uma maneira néo invasiva.?” Na Figura 13

podem ser visualizados alguns dos principais ocorridos cientificos que contribuiram

no desenvolvimento do conhecimento a cerca da espectroscopia Raman.

Figura 13 - Principais acontecimentos que impulsionaram o desenvolvimento

da espectroscopia Raman.

19305 & 1940s
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Primeira Chandrasekhara pyagooberta do TInvencio do primeiro Observagdo de Raman acoplado & Espectroscopia Raman
descrigio do Venkata Ramal  afaito Raman, por monocromador; espectros Raman microscopia: estimulada (SRS) in vivo,
espalhamento ~ CONSegUE MOSIAT A4qif Smekal: ressonante; . . por Xiaoliang Sunney Xie;
Rayleigh que a cor & devido Criagdo do Flbra§ optl_ce_ls acoplada?.
4 difragio Descoberta do espectrometrode  Comercializagiodo 20 dispositivos Raman; Transporte da
molecular espalhamento grade de difragio por espectrémetro Raman; espectroscopia Raman para
ineldstico por Arnold Beckman Detectores de carga © planeta marte, a partir da
Arthur Compton Lasers comegama setr  acoplada (CCD) usados  sonda ExoMars (Agéncia
usados como fonte de em Raman: Espacial Europeia - ESA)

Fonte: Elaborada com base em *.

luz para espectrometros

T Aumento da

comercializagio da
instrumentagio

Algumas vantagens e desvantagens da técnica espectroscopica Raman sao

exibidas na Tabela 5.

Tabela 5 - Vantagens e desvantagens da espectroscopia Raman.

Relagao sinal-ruido mais baixa do que a

obtida na espectroscopia por FTIR;

Resolugao espacial limitada pela

difracao;

Pode ser usada em amostras frescas,
fixadas ou embutidas em compostos

Ccomo resina;

Fluorescéncia;

Exige pouca ou nenhuma preparagao da

amostra.

Aberracao/refracao esférica.

Fonte: Elaborada com base em 2731¢3%,
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Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
também é uma forma de analise de amostras compostas por tecido 6sseo, essa
técnica estuda as interagbes entre a matéria e a energia eletromagnética na regiao
do infravermelho® a partir da analise da absor¢cdo ou espalhamento da radiagdo
apos a interagcdo. Tem o intuito de determinar o grupo funcional do material em
observacéo e identifica-lo ou qualifica-lo, na Figura 14 podemos ver todas as regides

do espectro eletromagnético.

Figura 14 - Espectro eletromagnético.
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4——Rotacional——» «— Raman—p -« :I‘:t‘:';n_’
Radio T'|.l'I“""""""’“‘""‘m ﬂﬁ;’lml mﬁl‘fmemnﬂ;m:mmul visivel m:r:: :;:a;:ﬂeﬂ raio X I raio y
Y Y
NMR ESR e
mm 300 3 105
pm 25 2-5 0-77
nm 770 390 200 10 0-05
Ghz 1 100 3001200
cm’ 0-033 3-3 10 40 400 4000 1300 26000 50000
eV 6 1200

Fonte: %,

Assim como a espectroscopia Raman trata-se de uma técnica vibracional, que
€ uma das formas de obtencdo do espectro molecular, sendo as outras: estados de
spin eletronico, rotagbes moleculares e estados eletronicos.®” As vibragbes que
ocorrem devido as ligagdes das moléculas constituintes do tecido que formam os
espectros, os quais podem revelar informagdes indicativas como a quantidade de
contetido mineral, contetido e maturidade da matriz de colageno, entre outras.” Os
tipos de vibracbes moleculares sao diferenciados em dois modos de estiramento:
simétrico e assimétrico e quanto a dire¢do dessas vibragdes, na Figura 15 contém

alguns tipos de vibragdes.
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Figura 15 - Diferentes tipos de vibragdes.

Radial Latitudinal Longitudinal

Estiramento

simétrico
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Balango Tor¢ao

Fonte: Adaptado de *.

Os grupos funcionais sao classificados de acordo com o nimero de onda em
que as ligagdes absorvem, portanto eles se diferenciam entre si por sua frequéncia
caracteristica possibilitando o esclarecimento da estrutura quimica do material. As
bandas referentes a materiais bioldgicos sé&o exibidas na Tabela 6, no caso
especifico dos ossos as bandas de maior interesse sdo as de carbonato (CO3) e de
fosfato (PO.).
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Tabela 6 - Frequéncias de bandas Raman de interesse dsseo bioldgico e

suas respectivas atribuicdes.

Frequéncia de Banda [cm"

j

Modo de vibragao

Atribuicdes

Estrutura secundaria da proteina

930-950 N-Ca -C estiramento
1235-1259 Bandas N-H e C-H
1260 Bandas N-H e C-H
1300-1340 Bandas N-H e C-H
1650-1655 Ligamento C=0 ligado a H
1670-1680 Ligamento C=0 ligadoa H

Residuos de aminoacidos

508-545 S-S estiramento
655 C-S estiramento
704 C-S estiramento

835/857 Ligagdo H no anel indol

875-880 Ligacado H no anel indol

1008/1034 Anel fenil

1551-1556 Anel indol
1605 Anel fenil
1615 Anel indol

Alongamento

esquelético/a -hélice
Amida lll/B -folha

Amida lll/desordenado
Amida lll/a -hélice
Amida l/a -hélice

Amida I/ -folha e B -barril

Conformadores trans e

gauche
Conformadores gauche
Conformadores trans
Dubletode tirosina Fermi
Orientagao de triptofano
Fenilalanina
Triptofano
Fenilalanina

Tirosina

Fonte: Adaptada de *.

Tabela 6 - Frequéncias de bandas Raman de interesse 6sseo bioldgico
suas respectivas atribuicdes. (continuacao)
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Frequéncia de Banda [cm’

. Modo de vibracgao Atribuicbes
RNA e DNA
813-816 O-P-0O estiramento Forma A de hélice
914-925 C-O e C-C estiramento Ribose-fosfato
1095 PO2 estiramento simétrico Marcadores B-DNA € 2-
DNA
1135, 1235, 1395 Estiramento de anel Uracila
1174, 1325, 1370 Estiramento de anel Guanina
1245, 1275 Estiramento de anel Citosina
1256, 1514 Estiramento de anel Adenina
1671 C=0 estiramento Guanina

Fonte: Adaptada de *.

Determinados avangos importantes na parte de espectroscopia por FTIR sao

apresentados na Figura 16.

Figura 16 - Principais acontecimentos que impulsionaram o desenvolvimento
da espectroscopia por FTIR.
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Primeiro microscopio  Primeiro sistema de
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eletromagnético composto absorgio de luzea EUA; Primeiro para FTIR;
por William sensivel a luz concentragdo da L espectrofotometro de  Primeiro UV-VIS com
Herschel AgCl substancia Primeiros arranjo de diodos limpada de xenénio -  Introdugio do

espectrometros UV- 40471 pala HP; Xe (Cary 50) espectrofotdmetro

Vis comercial (DU) N

. anoDrop para
e de gravagio Primeiro microscépico microquantificagio de

comercial (Cary 11) gp

Fonte: Adaptada de ¥.

amostras de apenas 1puL

Algumas vantagens e desvantagens da técnica espectroscopica no

infravermelho por FTIR s&o exibidas na Tabel

a’.

Tabela 7 - Vantagens e desvantagens da espectroscopia no infravermelho por

transformada de Fourier.

Coleta dados em alta resolugao espectral

em uma ampla faixa;

E necessario que haja interagdo entre a

radiacao infravermelha e a amostra;

Fornece uma “impressao digital” do
composto e/ou de uma modificagao

molecular;

Poucas informacdes elementares.

Util para amostras gasosas, liquidas e

solidas.

Fonte: Elaborada com base em 3°40¢46,

As espectroscopias Raman e no infravermelho sao consideradas técnicas

complementares, pois em determinados caso

s a espectroscopia de infravermelho é




40

mais conveniente enquanto em outros casos a espectroscopia Raman possibilita

uma andlise mais detalhada das amostras bioldgicas em estudo.*

2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Técnicas de ensaios utilizando imagens Opticas estdo em desenvolvimento,
tendo em conta que essas imagens sao uteis para investigacbes Osseas e
relacionadas a metastases esqueléticas, essas ferramentas de analise permitem
também a visualizagéo tanto in vitro como in vivo dos mecanismos moleculares e de
aspectos funcionais durante o acompanhamento do cancer.?' O emprego de técnicas
de espectroscopia e microscopia permitem que os cientistas denotem as mudangas
nas propriedades dos cristais e a correspondéncia da modificagdo do processo de
mineralizagcdo e a ocorréncia de doengas como a osteoporose, fornecendo assim

uma abrangéncia de campo para a coparticipacado entre geoquimicos, mineralogistas
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e pesquisadores bioldgicos e viabilizam excelentes perspectivas para o

desenvolvimento de novas terapias.’

A partir dos resultados obtidos podemos concluir que imagens adquiridas por
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e por
microespectroscopia Raman podem ser usadas para fornecer informagdes sobre a
distribuicdo espacial de vibracdes moleculares, essas vibragcdes das moléculas
estruturais do tecido que geram o espectro de ossos e dentina, por exemplo,

indicando a quantidade de decomposicdo e mudangas no ambiente molecular.

2.1 Raman

A espectroscopia Raman concede informagdes quimicas da estrutura éssea,
como o fosfato mineral, carbonato, colageno da matriz além do teor de agua
presente no 0osso em analise. Os minerais fosfato, amida | e carbonato sdo as
ligacbes mais frequentemente encontradas na matriz 6ssea, o fosfato (= 959 cm-
Y & uma caracteristica da hidroxiapatita-HA: parte mineralizada do osso,
enquanto a amida | (1616-1720 cm™") e o carbonato (1070 cm™) fazem parte da
estrutura do colageno. Proporgdes do tipo carbonato/fosfato ou colageno podem
ser feitas com o intuito de avaliar o processo de remodelacdo éssea, e com o fim
de notar as possiveis composi¢des tendenciosas que amostras modelo, com
evidéncia de doenca, possam apresentar.?’ Na Figura 17 podem ser visualizadas
as bandas de vibragdo usadas para o calculo dos parametros moleculares e

matriciais do tecido dsseo.

Figura 17 - Espectro peculiar de 0ssos.
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Fonte: Adaptada de .

O osso é considerado um dos locais metastaticos mais comuns a
apresentarem doengas malignas, cerca de 600.000 casos de metastases 0sseas
sdo diagnosticadas por ano nos EUA em pessoas com mais de 40 anos de
idade.?’ A espectroscopia Raman cada vez mais estda sendo usada em
investigacbes das propriedades mecéanicas do osso em nivel tecidual, fornece
informagdes sobre a cristalinidade mineral éssea (dureza éssea) e sobre os
componentes do colageno presente na matriz, sobre efeitos de varias proteinas
da matriz nas propriedades do material 6sseo e também quanto a orientagao dos
cristalitos minerais em relagdo ao eixo de fibrila de colageno.?” Nas Figuras 18 e
19 sdo apresentados espectros Raman obtidos em amostras de osso de
camundongos com cancer primario e com metastase, com destaque das
principais posi¢cdes das bandas de colageno e mineral 6sseo associadas as

regides espectrais as mesmas.

Figura 18 - Espectroscopia Raman em cancer 6sseo primario e em
metastase. A) Espectros Raman adquiridos de fémures e colunas vertebrais
afetados por cancer metastatico, os espectros (normalizados para o pico PO/*)
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foram adquiridos do grupo de controle da semana 0 (azul) e 5 semanas apos a
inoculagao do tumor (vermelho). As linhas sélidas representam o espectro médio de
cada grupo de amostra com sombreamentos associados representando + 1 desvio
padrdo. Os picos Raman distintos em 958, 1004, 1070, 1250 e 1450 cm™ sugerem
mudangas na substituicdo de carbonato, mineralizagdo geral, bem como aumentos
de cristalinidade em ossos com tumor.

Phe,
A PO HPO,> COs* Amida ITI CH, wag Amida I

Fémur

P ——————————— S e

Coluna
vertebral

]
d " . p ;
900 1000 1100 1200 1300 1400 1800 1600 1700
Raman Shift (cm-1)

Fonte: Adaptada de ?'.

Figura 18 - B) Espectros Raman de colunas vertebrais de camundongos
saudaveis e camundongos que passaram pela inoculacdo de cancer prostatico
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ou cervical, que produzem metastases osteoliticas ou mistas (osteoliticas e

osteoblasticas), respectivamente.
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Fonte: Adaptada de *'.
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Figura 19 - Espectro Raman corrigido pela linha de base do osso cortical de

camundongo obtido na configuragcdo com um laser de 785 nm.
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Fonte: Adaptada de %.

Nas figuras 18-B e 19 sdo retratados espectros Raman caracteristicos de

0ss0. Pode-se notar que a o intervalo de comprimento de onda interessante para

esse caso € de 400-1750 cm™, a qual inclui as principais bandas peculiares de



45

mineral 6sseo e matriz dssea com excegdo de C-H e N-H (2900-3300 cm™). As
principais bandas minerais e matriciais encontram-se de forma resumida na
Tabela 8.

No trabalho realizado por Crawford-Maning, F. et al.*' foram estudadas
amostras vertebrais bovinas incorporadas a solu¢gao tamponada de fosfato (PBS)
congelada, para que fosse mantida a hidratagao evitando o encolhimento das
mesmas. A utilizacdo da espectroscopia Raman aliada a técnica microscopica
multifotbnica permitiu a obteng¢ao de informacdes importantes posteriormente ao
emprego de razdes espectroscopicas normalizadas (evita a interferéncia nos
valores absolutos das bandas), incluindo caracteristicas morfolégicas do tecido

mineralizado das areas de interesse (ROI) como é apresentado na Figura 20.*

Figura 20 - Aquisicdes Raman obtidas de uma secao vertebral bovina. a)
Conjunto de luz branca mostrado em: a(i) enquanto utiliza imagem multifoténica
como guia: a (ii). As marcas X indicam a localizacdo de espectros tipicos para
cada area de interesse (osso trabecular, cartilagem calcificada (MC), cartilagem
nao calcificada (n-MC) e disco sob o anel fibroso.

Oss0 Trabecular calcificada

Placa Terminal de {Anel Fibroso)
Cartilagem Calcificada Disco Intervertebral

(a) 0 $00 oo W

Fonte: Adaptada de *'.

Figura 20 - b) Espectros Raman caracteristicos adquiridos das areas de
interesse designadas em (a). O fundo espectral foi removido, enquanto as
intensidades Raman e o deslocamento espectral foram ajustados para melhor
clareza.
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Os investigadores identificaram as bandas fosfato (959 cm™) e carbonato de
hidroxiapatita (1074 cm™) na regido do osso e na parte colagena, ndo mineralizada,
as bandas reconhecidas se referem a prolina/hidroxiprolina C-C (854, 873 cm™),
proteoglicanos (1063, 1378 cm™), amida Il (1220-1280 cm™) e a amida | (= 1665 cm’
1).

A proporgdo mineral/matriz (MMR) é responsavel por indicar o nivel de
mineralizagdo do tecido, que geralmente é mais alto na zona final da placa e
corresponde ao principal componente da matriz 6ssea (colageno tipo |), portanto
Raman permitiu a identificacdo de regides mineralizadas e n&do mineralizadas, bem

como as mudangas composicionais e estruturais na placa terminal éssea bovina, e a

idade Ossea a partir da analise de carbonato que € relacionado com a remodelagao

ossea.’

A espectroscopia Raman foi capaz de constatar que ha diferencas no osso
cortical osteoartritico relacionadas tanto a idade como ao sexo dos pacientes.*? Os
espectros obtidos de amostras de osso cortical com osteoartrite (OA) de pessoas

com idade entre 47-82 anos sao apresentados na Figura 21.
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Figura 21 - Sobreposi¢cdo de espectros Raman obtidos de 18 amostras dsseas.
Os espectros foram processados com aplicacédo de corregao de linha de base,
suavizagdo e normalizagdo para o modo de deformagédo C-H dos grupos -CH; a
1450 cm™, comum a proteina e lipidios. A regido 1780-2800 cm™ foi excluida devido
a falta de informacdes de interesse nessa faixa espectral.
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Fonte: Adaptada de “2.

v-C-C, 6-C-H

ho = T 7= - -

g o 8 9 ¥ Q
gl § 83 B¢

v tﬂ T - ,"“" A \"k_
1000 1500 3000

Nimero de onda [cm]

A partir dos espectros (Figura 21) foi realizada uma analise dos principais

componentes de interesse para verificar as diferencas entre as amostras

investigadas, tal observacao pode ser visualizada na Figura 22.

Figura 22 - Anadlise dos principais componentes (PCA) mostrando as
intensidades relativas das bandas em fungdo do comprimento de onda. A) Cargas
para o grupo de acordo com a idade PC1 e B) para PC2 (grupo de amostras de
acordo com idade e sexo), a partir de PCA de 158 espectros registrados das 18
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amostras de osso cortical. As cargas positivas em (A) estdo associadas a homens e
mulheres mais jovens, e as cargas negativas estdo associadas a homens e
mulheres mais velhos. (B) mostra as cargas positivas e negativas que diferenciam
as amostras dentro de cada grupo.
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Fonte: Adaptada de “2.

Nao foi constatada nenhuma diferenca significativa entre homens e mulheres
jovens além de indiferengca na densidade mineral éssea (DMO), enquanto as
amostras de ossos femininos mais velhos apresentaram MMR maiores, maiores
razdbes CO;-PO,> e menor contelido mineral em relagdo aos modos de deformacao
de lipidio/colageno -CH, em 1450 cm™, comparado a ossos masculinos e feminino
mais velhos e mais jovens.*?

Com a finalidade de observar as diferengas entre amostras mineralizadas e néo
mineralizadas por espectroscopia Raman foram utilizadas amostras de hidroxiapatita
sintética e osso bovino desproteinizado. Na Figura 23 podem ser observadas a
hidroxiapatita vista por um microscopio eletrébnico de varredura e o0s espectros

Raman obtidos.

Figura 23 - a) Fibras de hidroxiapatita sintética (HAp), na ordem de um,
observadas na microscopia eletrénica de varredura. b) As bandas ,1POs* e sPO*
em fibras de HAp (magenta e azul) e osso bovino desproteinizado (DBB; roxo e
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verde). Espectros Raman médios normalizados para o subcomponente PO4* de 428

cm™.

C))

Fonte: Adaptada de *.
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Figura 24 - a) A banda PO,* nas configuragbes z(xx)z (magenta) e z(xz)z (azul).
Os espectros Raman médios normalizados para o subcomponente de 428 cm™) e os
desvios padrao sdo mostrados. b) Espectros da segunda derivada.
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Fonte: Adaptada de .
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Figura 25 - c) Ajuste de curva Lorentziana.
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Uma pesquisa realizada com mulheres osteopénicas (perda de massa Ossea)
com e sem fraturas utilizando a espectroscopia Raman, constatou que a razdo MMR
nao possui nenhuma alteracdo significativa quando comparado os dois grupos
amostrais. A principal diferenca observada nos espectros foi a alteracdo na
organizagcdo das fibrilas de colageno (mineralizadas), portanto as razbdes de
parametros Raman 1244 / 1268 cm™ e 1044 / 959 cm™ oferecem auxilio no
diagndstico de mulheres com suspeita de fraturas.* A estratégia de utilizagdo da
espectroscopia Raman também ¢é util na avaliagdo da qualidade e quantidade da
matriz 6ssea, a partir da investigagdo das propriedades mecanicas do tecido 6sseo

cortical que pode ser realizada por meio da avaliacao de espectros derivados.*

Tabela 8 - Principais bandas minerais e matriciais visiveis no espectro Raman

para o 0SSO.
Raman shift [cm™] Atribuicao Comentarios
430 »PO& Banda forte
Ombro na banda 430 cm”
450 PO 1
Varios componentes
584-590 PO

parcialmente resolvidos

Fonte: Adaptada de %.
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Tabela 8 - Principais bandas minerais e matriciais visiveis no espectro Raman

para o0 0sso. (continuagao)

Raman shift [cm™] Atribuicao Comentarios

Ombro na banda 590 cm’

609 wPO&> ]
668 «(C-S) Cisteina
Carbonato tipo B, muito
756 V4CO32-
fraco
Prolina de colageno,
853 W(C-C) pode incluir contribuicao
5(C-C-H) da tirosina
Principalmente colageno
872 W(C-C) _ o
hidroxiprolina
Principalmente colageno
920 W(C-C) .
prolina
Prolina e proteina da
937 (C-C)

coluna vertebral

Fase mineral 6ssea
955 POs&* transitoria (P-O),

geralmente imaturo

Mineral 6sseo contendo
957 PO HPO.* extenso,

geralmente imaturo
959-962 PO Mineral 6sseo, maduro

1003 «(C-C) Fenilalanina

Fonte: Adaptada de %',
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Tabela 8 - Principais bandas minerais e matriciais visiveis no espectro Raman

para o0 0sso. (continuagao)

Raman shift [cm™] Atribuicao Comentarios

Sobrepde-se ao
1035 PO componente prolina (C-
C)

1048 V3PO43'

Sobrepde-se a lipidios,

1060 Proteoglicano colageno e componentes
de sPO*
Sobrepde-se a
1070 »COs*
componentes de vsPO,*
Sobrepde-se a
1076 V3PO43'
componentes de 1COs*
1176 «(C-0-C) Tirosina, fenilalanina
1204 w(CH2) Tirosina, hidroxiprolina
Proteina folha-f3 e
1242 Amida I . .
bobinas aleatérias
1272 Amida Il Proteina a-hélice

Faixa lipidica, as vezes
1293-1305 s(=CH) observada em osso

fresco nao tratado

Proteina a-hélice, as
1340 Amida lll vezes chamada de
abano CH.CH.,

Fonte: Adaptada de #.
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A preparagcdo das amostras € uma etapa fundamental para a analise
espectroscopica. E possivel com a preparacdo adequada realizar remocdes
seletivas e/ou aplicar técnicas de preservagao garantindo que o tecido podera ser
utilizado e nao tera suas propriedades alteradas. Da mesma forma pode ser
realizada uma discriminagao entre matéria organica e inorganica sempre dentro
dos objetivos propostos para o trabalho. Com a finalidade de apresentar alguns
dos protocolos existentes para remocdo e manutengado dos tecidos inserimos
uma tabela para visualizagdo e analise. Na Figura 26 s&o retratadas algumas

imagens, apos a exposigao a compostos quimicos as amostras.

Figura 26 - Remocao seletiva e/ou preservagdo de componentes
teciduais especificos. a) Padrao lamelar osteonal realgado por ataque acido com
acido citrico. b) Lacunas de ostedcitos osteoblasticos na superficie do osso
trabecular tratado com NaOCI. c) Superficie fraturada e desproteinizada pelo calor.
Layout ordenado de cristais minerais dispostos em uma sequéncia concéntrica de
cristais e ranhuras. d) Superficies subjacentes de células de revestimento
destacadas por ultrassom expostas apés tratamento com OsO4 e KsFe(CN)s . Dois
tipos morfolégicos s&o reconhecidos: 1-células em forma de cupula convexa com
uma borda ndo aderente (“ostC1”; 52,5 um? por célula) e 2-células achatadas na
superficie do 0osso com propagacao equatorial, processos citoplasmaticos (“ostC2”;
179 ym? por célula). e) Molde multicamadas da rede de ostedcitos e vasculatura
obtida por exposigédo prolongada e repetida a solugdes de HCI e KOH. f) Colageno
exposto a ataque acido com HCI apds a separagdo mecéanica do implante ésseo
embebida em resina, oposto diretamente a superficie do implante. g) Revelagédo da
fixacdo de ostedcitos na superficie de um implante cp-Ti ablacionado a laser, a partir
do condicionamento com molde de resina. As caracteristicas topograficas finas da
superficie do implante foram mantidas intactas apdés a exposicao ao HisPO4 e ao
NaOCI.

— 5 LM — 5 um e 5 M —1 pm

Fonte: Adaptada de 2.
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Shah, F. A. et al. (2019)"%, reuniram diferentes protocolos utilizando inumeros
reagentes, para 0 mesmo propdsito, remogao e/ou preservagéo de componentes
Osseos especificos (fase organica, fase inorganica, conteudo celular e interface
ossso-implante) para cada caso e objetivo os quais sao apresentados na Tabela
9.

Tabela 9 - Protocolos de preparagao de amostras para remocao seletiva e/ou
preservacao de componentes de tecido especificos.

Reagentes, tempo,

Aplicagao temperatura
Fase orgénica
Superficie do osso trabecular 0.6 N HCI, 6 dias
Padrao lamelar em osso osteonal 6 % acido citrico, 2 min
Fase inorgénica
Superficie do osso trabecular 2.6 % NaOCl, 14 dias
Lacunas de ostedcitos osteoblasticos 5 % NaOCl, 3 dias

Fonte: Adaptada de 2.

2.2 Espectroscopia por FTIR

A imagem Optica na primeira janela da regido do infravermelho (650-950 nm)
do espectro eletromagnético € utilizada também em pesquisas pré-clinicas de
cancer esquelético, sabendo que tais imagens carregam informagdes funcionais

e estruturais do 0sso e de tumores dentro desse microambiente dsseo.?’

Em combinagdo com as técnicas de ultrassom, tomografia computadorizada
(CT), tomografia por emissao de pésitrons (PET), tomografia por emissdo de
féton unico (SPECT) e ressonancia magnética (MRI), a imagem 6pticas oferece
uma tradugéo clinica rapida permitindo como que haja um acompanhamento em
tempo real do crescimento do tumor e interagcdes estromais em niveis funcional,
estrutural e molecular tornando a investigagdo de metastases désseas mais

aprofundada. Assimilar os mecanismos relacionados tanto a metastases 6sseas
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quanto ao cancer esquelético é fundamental para que seja desenvolvidas e

aprimoradas técnicas de monitoramento terapéutico in vivo.*

As bandas minerais que aparecem no espectro Raman sido as mesmas que
aparecem no espectro FTIR apesar de diferirem em intensidade, suas posicdes
variam com alguns fatores como a idade, estado de saude e as diferengas entre
seres humanos e os modelos animais utilizados nas pesquisas, além de
possiveis erros instrumentais e ma calibracdo do equipamento. A banda
fenilalanina que apresenta-se clara no espectro Raman (1003 cm™) ¢é
fraca/ausente em espectros FTIR, enquanto a amida Il é visivel nos espectros

FTIR (1540-1580 cm™) e ausente no espectro Raman, por exemplo.?’

A eficacia da transferéncia de energia para a molécula é a principal diferenca
entre Raman e FTIR, para que a absor¢ao infravermelha decorra é preciso haver
uma variagdo no momento de dipolo elétrico da molécula (ligagbes polares com
sinais maiores que as ligagdes nao polares), enquanto no espalhamento Raman
a variagao deve ocorrer no momento de dipolo induzido (sinais Raman mais

solidos das ligagdes ndo polares em relagéo as ligagbes polares).*

No trabalho realizado por Anastassoupoulou, J. et al. (2015)*, foi utilizado o
espectrometro Transform Infrared (FT-IR) Nicolet 6700 (requer pouca quantidade
amostral:microgramas-ug e nao destrutivo) conectado a um acessério de
reflexdo total atenuada (ATR) para registrar as mudangas conformacionais e
moleculares de amostras 6sseas de pacientes (39 e 65 anos) com cancer de
mama metastatico, um acometimento propicio a recorréncia, € que foram
submetidas a uma reconstrucdo com aloenxerto osteoarticular, além de uma
pequena quantidade de ossos frescos (esponjosos ou compactos) que foram
imersos sucessivamente em solugcdo de peroxido de hidrogénio (H.O;) e em
acetona para que o tecido adiposo e os croméforos sanguineos do osso fossem
reduzidos ao maximo. O espectro gerado € a soma de todas as frequéncias dos
componentes presentes nas amostras e fornece informagdes sobre todos os

componentes simultaneamente como é apresentado na Figura 27.%
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Figura 27 - Espectros FT-IR de a) osso saudavel (vermelho) e b) osso

canceroso (azul) de uma mulher de 59 anos com céancer 6sseo metastatico de
cancer de mama no local original.

Absorbéncia

VPO,

| |8 PO
i \. i.

|
3

—
4

vOH \ [ A |;, i } | DNA
/ 2% (B8 | A s

4000 3500 3000 2500 1500 1000 500

Namero de onda [cm"]

Fonte: Adaptada de “.

A comparacgao dos dois espectros mostrou mudangas consideraveis em toda
a faixa espectral de 3600-400 cm™, a intensidade da faixa do ombro perto de
3550 cm™ para ossos saudaveis foi reduzida ou desapareceu nos 0SsOS
cancerosos, essa banda era dupla com maximos em 3515 cm™ e 3400 cm™, os
quais sdao dominados pela absor¢ao da vibracdo de alongamento dos grupos
funcionais relativos a agua e a hidroxiapatita, respectivamente. As intensidades
dessas bandas séo sensiveis na desmineralizacdo dos ossos devido ao cancer e
podem mostrar o progresso da ostedlise. A banda larga na regido 3300-3000 cm-~
' é formada a partir das duas bandas em 3209 cm™ e 3187cm™, atribuidas as
vibragbes NH, no espectro de osso canceroso a banda em 3209 cm™ mudou
para comprimentos de onda mais altos em 3277 cm™ e 3187 cm™ e foi reduzida
em intensidade, mas nao foi alterada. Em ossos cancerosos a ligagao de
proteinas mudou estruturalmente e ndo deram nenhuma ligagao de hidrogénio
inter nem intramolecular da ligagdo de hidrogénio NH, conduzindo a conclusao
de que realmente ocorre a descalcificacido e, que a doenca altera a estrutura

molecular secundaria das proteinas.*’

3 SOFTWARE irAnalyze-RAMalyze
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Desenvolveu-se um guia, logo abaixo, contendo o passo a passo das principais
ferramentas de um programa de interpretacdo de dados espectrais, para que
recentes investigadores dessa area de pesquisa possam realizar o pré

processamento dos dados espectrais sem dificuldade.

O software irAnalyze-RAMalyze é a combinagdo de dois programas de analise
de dados espectrais de infravermelho e Raman, permitindo a analise dos grupos
funcionais desses espectros. Trata-se de um recurso disponibilizado gratuitamente
durante um periodo de avaliagdo (30 dias) pré-compra, o qual oferece acesso
ilimitado aos recursos. O download pode ser realizado, apdés o preenchimento de

alguns dados como o email do usuario.

Para registro e download pode ser acessado o link abaixo:

https: //[downloads.labcoagnition .com / PanoramaSetup / irAnalyze-R

AMalyzeSetup.zip

Elaborou-se um guia passo a passo de interpretagao dos dados de IR com irAnalyze

e Raman com RAMalyze e suas respectivas funcionalidades.

3.1 Instalagdo do software

1-Salvar o arquivo ZIP baixado (exibido na Figura 28 abaixo) no disco rigido

local.

Figura 28 - Arquivo ZIP baixado.

irAnalyze-RAMalyzeSetup 02/07/2021 15:49 Arquivo ZIP do Wi... 8400 KB
Fonte: Elaborada pela autora a partir do programa.
2-Descompactar o arquivo ZIP, utilizando algum programa de descompactar

arquivos, por exemplo o “WinRAR” e iniciar o programa com clique duplo no

arquivo setup.exe, como apresentado na Figura 29.

Figura 29 - Descompactagao do arquivo ZIP baixado, utilizando o WinRAR.


https://downloads.labcognition.com/PanoramaSetup/irAnalyze-RAMalyzeSetup.zip#inbox/_blank
https://downloads.labcognition.com/PanoramaSetup/irAnalyze-RAMalyzeSetup.zip#inbox/_blank
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§ irAnalyze-RAMalyzeSetup.zip - WinRAR

Arquive Comandos Ferramentas  Favoritos Opgdes  Ajuda

AW b rE @

Adicionar Extrair Para  Testar  Visualizar Excluir  Localizar Assistente  Informagdes

B 4 %

Antivirus  Comentérios SFX

MNeme Tamanho Comprimide Tipo Medificado CRC32
. Pasta de arquives
Redist Pasta de arquives 23/06/2021 11:40

E irAnalyze-RAMa...  100.992.306  100.736.644 Aplicative 25/06/202111:33 D5A15637

Fonte: Elaborada pela autora a partir do programa.

3- Seguir as etapas do assistente de instalagdo para terminar o processo
(Figuras 30 a 36).

Figura 30 - Etapas de instalagdo do programa.
< irAnalyze-RAMalyze 7.0.2 Setup - *

Q:} irAnalyze-RAMalyze 7.0.2

gln;tall Close

Fonte: Elaborada pela autora a partir do programa.

Figura 31 - Etapas de instalagdo do programa.

15 irAnalyze-RAMalyze 7.0.2 Setup - X

Welcome to the irAnalyze-RAMalyze
7.0.2 Setup Wizard

The Setup Wizard will install irAnalyze-RAMalyze 7.0.2 on
your computer, Click Next to continue or Cancel to exit the
Setup Wizard.

LabC:g

‘ananyTionl SofTware GmMoH & Go.KE

Fonte: Elaborada pela autora a partir do programa.

Figura 32 - Etapas de instalagdo do programa.
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End-User License Agreement
Please read the following license agreement carefully LabC =]

Ansiyical Gattwnra Gt & Co, KG

LabCog Software End User License Agreement ("EULA™)

1. Definitions

(a) "Academic Version" means a version of the Software, so identified,
for use by students and faculty of educational institutions, only. &
documented evidence of conformity is required.

(b) "Demo Version" means a version, so identified, of the Software to
be u=ed to review and evaluate the Software, only.

I accept the terms in the License Agreement

Print Back Cancel

Fonte: Elaborada pela autora a partir do programa.

Figura 33 - Etapas de instalagdo do programa.

1 irAnalyze-RAMalyze 7.0.2 Setup - Pad

Destination Folder
Click Next to install to the default folder or dick Change to choose habhC
Ay

ol Battwara Gt & Co. MG

Install irAnalyze-RAMalyze 7.0.2 to:

|C:\,Program Files (x88)\LabCognition\jrAnalyze-RAMalyze|

Change...

Fonte: Elaborada pela autora a partir do programa.

Figura 34 - Etapas de instalagdo do programa.
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15 irfnalyze-RAMalyze 7.0.2 Setup - X

Ready to install irAnalyze-RAMalyze 7.0.2 LabrC

anatysicel Baltwnre G & Co, KG

Click Install to begin the installation. Click Back to review or change any of your
installation settings. Click Cancel to exit the wizard.

Back Install Cancel

Fonte: Elaborada pela autora a partir do programa.

Figura 35 - Etapas de instalagdo do programa.

4 irhnalyze-RAMalyze 7.0.2 Setup - X

Completed the irAnalyze-RAMalyze 7.0.2
Setup Wizard

Click the Finish button to exit the Setup Wizard,

LabC-g

Arafysion Sofoware GmiH £ Co. K&

Back Cancel

Fonte: Elaborada pela autora a partir do programa.

Figura 36 - Etapas de instalagdo do programa.
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o irAnalyze-RAMalyze 7.0.2 Setup - *

{}:} irAnalyze-RAMalyze 7.0.2

Installation Successfully Completed

Close

Fonte: Elaborada pela autora a partir do programa.

4-Apos a instalacdo bem-sucedida, dar um clique duplo no icone do aplicativo na

area de trabalho para iniciar o software como é mostrado na Figura 37.

Figura 37 - icone do programa.

®e

] @'
s oen

Fonte: Elaborada pela autora a partir do programa.

5-Iniciar o software, assim como € mostrado na Figura 38.

Figura 38 - Janela pré abertura do programa.
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This is a Trial X

LabC gnition

’ Ayl Botvware SrrtH & B0 KB
1)

The software is provided "as Is” without

warranty of any kind. The entire rlsk as te

tha rasult and the parformance of the

woftware [s assumed by the user, and In ne

avent will LabCognition be liable for any
or direct

suffarad In the courss of using the software. l
Usa of the softwars is governad by the h
Y
A s

wnd-user licanss agrasmants and may
contaln restrictlons on use Ineluding, but net
limited te, the requiremant(s) te pay
tha suthor(s) & specific amount aftar » trial
paried has sxplrad.

VA

By continuing the trial you agree to be bound by the terms of the EULA accompanying this software.

23 days remaining.

Fonte: Elaborada pela autora a partir do programa.

3.2 Inicializagdo

1-Depois de iniciar o software, clicar em “Abrir Projeto” no menu “Projeto”, como

€ mostrado na Figura 39.

Figura 39 - Iniciando um projeto.

O irAnalyze-RAMalyze TRIAL VERSION — [m} X

File  Edit | Project | Libary  RInterpretation
Ctrl=Shift=N
Ctrl+Shift=0

Mathematics ~ Tools ~ Window  Help

i Add Data from Folder...
Protect

Recent Projects

Departmert:  Operator: Usuaio @b G griition

Fonte: Elaborada pela autora a partir do programa.
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2- Ha trés arquivos demonstrativos que sao instalados juntos com o programa e
ficam na pasta, para possibilitar a andlise e interpretacdo espectral: “IR
AnalyzeDemo.project’, “RAMalyzeDemo.project’ e “DemoProject.project’. Esses
arquivos devem ser selecionados, um por vez, e abertos seguindo o passo
retratado na Figura 40 abaixo.

Figura 40 - Abrindo os arquivos demonstrativos.

Qg irAnalyze-RAMalyze TRIAL VERSION

File  Edit Project Library  IRInterpretation  Mathematics Teols  Window Help

iFddnad

= Open project X
4[]« irAnalyze-RAMalyze > Projects v 0 P Pesquisar Projects
Organizar = Nova pasta = O @
% FotosdoiCloud | Meme Data de modificagio Tipo
) [ DemoProject project 18/01/2019 02:20 Arquivo PROJEC
# iCloud Drive
[ IR Analyze Demo.project 18/01/2019 02:20 Arquive PROJEC
@ OneDrive [ RAMalyze Demo.project 18/0172019.02:20 Arquivo PROJEC

[E Este Computador
[ Area de Trabalhc

. Selecione
Documentos. um arquive
& Downloads para

visualizar.,
[=] Imagens
) Musicas
 Objetos 30
B Videos
‘L., Windows 10 PRC
¥ Rede v < >
Nome: | | [Project Fies "project) ~

[ ] | omer | F

Fonte: Elaborada pela autora a partir do programa.

3- Depois de ter carregado os arquivos, para observar algum espectro existente
na base de dados do programa € necessario que seja aberto um espectro de
demonstracdo, localizados no canto direito da tela do programa na janela
“Projects” dentro das pastas de cada arquivo “Demo”. Na Figura 41 a seguir é
demonstrado esse passo.
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Figura 41 - Abrindo um espectro IR/Raman demonstracéo.

+ irAnalyze-RAMalyze TRIAL VERSION - CAU \Doc lyze-R jects\RAMalyze Dem...  — o X
File Edit Project 2DView Library RAMAN Interpretation  Mathematics  Tools  Window  Help
ZddlLIP

1,5-HEXADIENE | | Projects - RAMalyze Demo B x
CLLICERIEE
=~ RAMalyze Demo
-
-} BUTYRONITRILE
Al HEPTADECYLCYCLOHEXANE
Al ISOVALERALDEHYDE
M O-DIBROMOBENZENE
w. At P-BROMOPHENYL ISOCYAMNATE
.M P-CHLOROBENZONITRILE
Al P-TOLUENESULFONYL CHLORIDE
A TRANS-2-BUTEN-1-0L
A TRIPROPYLSILANE
- IR Analyze Demo
-7y 1-METHYL-2-PYRROLIDINONE
¥ ACETONITRILE
Y BUTYL ETHER
% BUTYRAMIDE
-’y D-FRUCTOSE
P M-NITROTOLUENE
047 1 MALONAMIDE
o Y TRI-N-DECYLAMINE
-y TRIBENZYLAMINE
- DemoProject

1

Abs

!

O R S B I R R A I
3750 3000 2350 1500 tim 750 < >
Department:  Operstor: Usuaio  LbAab G g

Fonte: Elaborada pela autora a partir do programa.

3.3 Interpretagéo automatica do espectro

Para iniciar a interpretacdo automatica, expanda o menu “Interpretacédo IV’ ou
“Interpretacdo RAMAN” e clique em “Analisar espectro”, assim o resultado da
interpretacédo sera exibido imediatamente. Clique nos nomes dos grupos funcionais
na tabela inferior para atualizar a visualizagcdo. Essa etapa pode ser realizada de

acordo com os passos observados nas Figuras 42 a 44, a sequir.



Figura 42 - Analise espectral automatica.

Dem.. — [m] X

. irhnalyze-RAMalyze TRIAL VERSION - C:\Users\Public\Doc y: i

Flle Edit Project 2DView Library

Sdaudn

RAMAN Interpretation | Mathematics  Tecls  Window  Help

Analyze Spectrum

1,5-HEXADIENE |

Toggle to IR Interpretation

[ N I B
3750 3000 22

Show Rule Designer
Show Functional Group Definition
Load Rule Database

Preferences...
Remove Selected Functional Group

Highlight all assigned Functional Groups
Show |dentified Peaks

Browse Functicnal Groups at specific Wavelength

{¥AMalyze Demo 2%
@3 %D

alyze Demo

1,5-HEXADIENE
BUTYRONITRILE
HEPTADECYLCYCLOHEXANE
ISOVALERALDEHVDE
0-DIBROMOBENZENE
P-BROMOPHENYL ISOCYANATE
P-CHLOROBENZONITRILE
P-TOLUENESULFONYL CHLORIDE

AL |
50 1500 1fcm 750

.M TRANS-2-BUTEN-1-OL
*..Mi TRIPROPYLSILANE
=-§3 IR Analyze Demo
LY 1-METHYL-2-PYRROLIDINONE
¥ ACETONITRILE
¥ BUTYL ETHER
L. BUTYRAMIDE
L. D-FRUCTOSE
¥ M-NITROTOLUENE
LY MALONAMIDE
L. TRI-N-DECYLAMINE
L.y TRIBENZYLAMINE
-3 DemoProject

< >

1132427734 [1/cm] , 1,044518 [Abs]

Department

Operator: Usuario

LabC-g

Fonte: Elaborada pela autora a partir do programa.

Figura 43 - Primeiro grupo funcional visualizado.

+ irAnalyze-RAMalyze TRIAL VERSION - Functicnal Group Analysis of '1,5-HEXADIENE' - u] x
Flle  Edit Project 2DView Library RAMAN Interpretation  Mathematics  Tools  Window  Help
Sd@asB

5-HEXADIENE  Functional Group Analysis of '1,5-HEXADIENE'™ | Projects - RAMalyze Demo LR
> o
15 CLLIEE NI
] 2§ RAMalyze Demo
2] R— Al 1,5-HEXADIENE
EN -l BUTYRONITRILE
1] Al HEPTADECYLCYCLOHEXANE
- Al ISOVALERALDEHYDE
g -4l O-DIBROMOBENZENE
] ~.4li P-BROMOPHENYL ISOCYANATE
] Al P-CHLOROBENZONITRILE
0.5 Al P-TOLUENESULFONYL CHLORIDE
7| - Al TRANS-2-BUTEN-1-0L
] Al TRIPROPYLSILANE
| ) IR Analyze Demo
o] 3 - 1-METHYL-2-PYRROLIDINONE
| oy R R P ACETONITRILE
3750 3000 2250 1500 lem 750 P BUTYL ETHER
- BUTYRAMIDE
Vibration Start WN  Eni ~ Vibration StartwN End WN  Threshold $ aﬁﬁ;ﬁium{
N-0O Stretch 840 760 - MALONAMIDE
C-H Bend, CH2/CH3 1470 138 ~§ TRI-N-DECYLAMINE
N=0 Stretch 1670 162 P TRIBENZYLAMINE
L o v - DemoProject
< > < >
Quality  Functional Group Chemical Sub Class Chemical Cl ~
a0 Jaliphatichitiee | [Aliphatichitrg
99 Aliphatic Acid or Carbonyl Compound Aliphatic Carb
98 Unsaturated Hydrocarbon, Terminal Alkene
E Unsaturated Hydrocarban, Vinyiidene Alkene
El Unsaturated Hydrocarban, Cis Akene Alkene
84 Unsaturated Hydracarbon, Cydic Alkene v
< > < >
1528709595 [1/cm] , 1,05 [Abs]  Department:  Operator: Usuaro  LabG g

Fonte: Elaborada pela autora a partir do programa.

65
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Figura 44 - Segundo grupo funcional visualizado.

« irAnalyze-RAMalyze TRIAL VERSION - Functional Group Analysis of *1,5-HEXADIENE' - [m] X

File Edit Project 2DView Library RAMAN Interpretation  Mathematics  Tools  Window  Help

sdadlusnd
S-HEXADIENE - Functional Group Analysis of '1.5-HEXADIENE'  |[Projects - RAMalyze Demo 2%
1.5~ CLLICE IR
B o =-§ RAMalyze Demo
o Al 1,5-HEXADIENE
& ~-J1 BUTYRONITRILE
= Al HEPTADECYLCYCLOHEXANE
- P Al ISOVALERALDEHYDE
4 HO! R A O-DIBROMOBENZENE
4 .M P-BROMOPHENYL ISOCYANATE
3 -~ P-CHLOROBENZONITRILE
Ol A1 P-TOLUENESULFONYL CHLORIDE|
] Al TRANS-2-BUTEN-1-0L
] i TRIPROPYLSILANE
] - IR Analyze Demo
o y ~¥* 1-METHYL-2-PYRROLIDINONE
N R i ¥ ACETONITRILE
3750 3000 2250 1500 tem 750 ¥ BUTYL ETHER
.Y BUTYRAMIDE
vibration Start WN  End W Vibration Start WN  End WN  Thret ’ x ;’_FSIL;;;?_;EUENE
C-H Bend, CH2/CH3 1450 1380 O-HBonded,Add 2710 2580 Weak  MALONAMIDE
=0 stretch 1690 1640 ¥ TRI-N-DECYLAMINE
C-H Stretch, Alkyl 3120 2855 - TRIBENZVLAMINE
-§ DemoProject
< > < >
Quality  Functional Group Chemical Sub Class Chemical cl ~
100 Aliphatic Nitrire Aliphatic Nitre
Alphatc Add or Carbory Comol [ |WiphaticCard
98 Unsaturated Hydrocarbon, Terminal Alkene
[:13 Unsaturated Hydrocarbon, Vinyiidene Alkene
90 Unsaturated Hydrocarbon, Cis Akene Alkene
84 Unsaturated Hydrocarbon, Cydic Alkene o
< > < >

1528709595 [1/cm] , 1.05[#bs]  Department:  Operator: Uuario  L.ab G g

Fonte: Elaborada pela autora a partir do programa.

3.4 Navegador do grupo funcional

Para iniciar o navegador do grupo funcional, expanda o menu “Interpretagao
IV/Interpretagdo Raman” e clique no comando “Navegar grupos funcionais em

comprimentos de onda especificos” como € exibido na Figura 45.
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Figura 45 - Navegacgao dos grupos funcionais.

& irAnalyze-RAMalyze TRIAL VERSION - C:AUsers\PubliciDocu irAnalyze-RAMalyze\Projects\RAMalyze Dem.. — O X
File Edit Project 2DView Library | R/ Tools  Window  Help
Sdd|a4?
1,5-HEXADIENE | Funciionsl Group Analysis o Toggle to IR Interpretation AMalyze Demo 2%

@ %% L X
alyze Demno

Ale=F12 1,5-HEXADIENE
BUTYRONITRILE

Browse Functional Groups at specific Wavelength

HEPTADECYLCYCLOHEXANE
ISOVALERALDEHYDE

Remove Selected Functional Group O-DIEROMOBENZENE
P-BROMOPHENYL ISOCYANATE

- Highlight all sssigned Functional Groups P CHLOROBENZONITRILE

h Showjldentilied Reaks P-TOLUENESULFONYL CHLORIDE
4 Al TRANS-2-BUTEN-1-OL

ki TRIPROPYLSILANE
) IR Analyze Demo

¥ 1-METHYL-2-PYRROLIDINONE

T ¥ ACETONITRILE
] “¥¥ BUTYL ETHER
il ¥ BUTYRAMIDE
¥ D-FRUCTOSE
¥ M-NITROTOLUENE
¥ MALONAMIDE
N ¥ TRI-N-DECYLAMINE
- ¥ TRIBENZYLAMINE
o £ DemoProject

_\|||\\‘\|\||\|\\‘\|\|‘|\\
3750 3000 2250 1500  dicm 750 < L4

3735455322 [1/cm] . 1575 [Abs]  Depament:  Operator: Usuzro  LabC g

Fonte: Elaborada pela autora a partir do programa.

A linha vertical que aparece no espectro indica o comprimento de onda de interesse,
€ possivel arrasta-la e soltar no pico de interesse do espectro. As tabelas dos grupos
funcionais e dos modos de vibracdo sdo atualizadas imediatamente para exibir os
grupos funcionais correspondentes naquele comprimento de onda especifico.

Clique no nome de um grupo funcional para atualizar a tela, todas as vibragdes

relacionadas s&do mostradas, esse ato pode ser visualizado na Figura 46.
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Figura 46 - Tabelas dos grupos funcionais e dos modos de vibracéo.
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Fonte: Elaborada pela autora a partir do programa.

Caso o interesse seja em interpretacao de IV e Raman, sem problemas:
durante o periodo de teste, é possivel alternar facilmente entre os dois modos de
andlise, apenas clicando no comando de menu “Alternar para Interpretacao

IV/Raman”, como € mostrado na Figura 47.



Figura 47 - Alternando o modo de analise espectral.
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Fonte: Elaborada pela autora a partir do programa.

3.5 Pré-processamento de espectros

Os dados espectrais brutos devem ser submetidos a alguns tratamentos para que
sejam eliminados o maximo de ruidos de fundo possivel, e assim seja aprimorada a
técnica de discriminagao entre os diferentes grupos de amostras de acordo com
suas principais caracteristicas mesmo com a alta diversidade das moléculas

bioldgicas.

1-Correcéo da linha de base

Uma das adversidades comumente detectadas durante a interpretagcdo de um
espectro obtido principalmente, de amostras biologicas, é a fluorescéncia que
muitas vezes é gerada pelas préprias moléculas biolégicas e responsaveis por
dificultar a analise espectral, uma vez que a fluorescéncia geralmente € muito
maior em magnitude do que a dispersdo Raman e acaba obscurecendo o sinal

Raman.
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A fluorescéncia ocorre quando o féton incidente tém energia suficiente para
excitar a molécula para um estado de energia eletrénica superior, € por isso, a
molécula relaxa e diminui os niveis de energia vibracional dentro do seu estado
de excitagao eletrénica antes mesmo de emitir um féton e voltar ao estado

fundamental de energia.*®

Apesar de haver diversas formas de subtrair a fluorescéncia do espectro bruto,
nesse software tém um algoritmo automatizado que consegue realizar tal tarefa
deixando apenas as bandas Raman, isso pode ser realizado a partir de poucos

passos como mostrado nas Figuras 48 a 51.

Figura 48 - Corrigindo a linha de base do espectro.
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Fonte: Elaborada pela autora a partir do programa.



Figura 49 - Corrigindo a linha de base do espectro.
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Fonte: Elaborada pela autora a partir do programa.

Figura 50 - Corrigindo a linha de base do espectro.
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Fonte: Elaborada pela autora a partir do programa.

Figura 51 - Antes e depois de aplicar o recurso “Correc¢ao de linha de base”.
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Fonte: Elaborada pela autora a partir do programa.

2-Suavizacéo

Outro impasse importante a ser resolvido na etapa do pré processamento
espectral sdo algumas eventuais variagbes que acabam ficando sobrepostas no
sinal, portanto ha a necessidade de suavizar os dados espectrais e remover
esses efeitos indesejaveis (ruidos) geralmente a forma de eliminar essas
perturbacdes € aplicando um filtro polinomial a esses dados espectrais. O
excesso de suavizacdo pode promover perda de informagdes importantes, por
isso deve ser realizado com moderagao, esse processo pode ser realizado de

acordo com os passos retratados nas Figuras 52 a 55.



Figura 52 - Suavizando o espectro.

< irAnalyze-RAMalyze TRIAL VERSION - CAU \Doc. y Iyze\Project: yzeDem.. — O X
Ll Mathematics
File Edit Project 2DView Library ~ RAMAN Interpretation | Mathematics | Tools Window Help
SHdla? X convert x-Axis Unit
1.5-HEXADIENE" | W Comvert Y-Auis Unit 7%
1| %5 Interpolate ’J ]
{ % Crop Data
= %5 Convolution
57 Hy Cut X-Axis
b M. Zzpping LOHEXANE
0.8 % Smoothing DE
b 3 Baseline Correction ENE
{ o L ISOCYANATE
% Multiplicative Scatter Correction DNITRILE
i @ Detrending NYL CHLORIDE!
06 % MNomalize 1-0L
] % Normalize Spectrum E
d % Offset Correction
= #i Peak Picking
3 & PeakEvaluation
04
] 18 Exponential and Logarithmic Calculation
] &L Derivative Calculation
4 Arithmetic Calculation v
{ Spectrum Arithmetics v
Bz B ATR Correction
b MM Advanced ATR Correction
4 A Deconvolution
9 A Cunefiting
7 s 2% Standard Normal Yariate Correction
MU i I Nise Statistics
P Manipulate Data Points
¥ Kramers-Kronig ()
L e — N
3750 3000 2250 1500 1 oot Yehemenes >
3035.674316 [1/cm] . .156438 [Abs]  Department:  Operator: Usuaio  L.abG g
Figura 53 - Suavizando o espectro
& irAnalyze-RAMalyze TRIAL VERSION - C:\Users\Public\Docur irAnalyze-RAMalyze\Projects\RAMalyze Dem.. — O X
File Edit Project 2DView Library RAMAN Interpretation  Mathematics Iools Window Help
FdaadB
Mathematics 3 x
- Options
Smoathing Window NinePoints
Polynom Order 3
1,5-HEXADIENE x| Projects - RAMalyze Dema B x
I LI
- RAMalyze Demo
- [BYY 1 5-HEXADIENE
E ;
075 “.\l BUTYRONITRILE
d .}, HEPTADECYLCYCLOHEXANE
5 A1 ISOVALERALDEHYDE
3 * AL 0-DIBROMOBENZENE
05— 41 P-BROMOPHENYL ISOCYANATE
3 4 P-CHLOROBENZONITRILE
] .41 P-TOLUENESULFONYL CHLORIDE
4 LA TRANS-2-BUTEN-1-OL
0,25 i\l TRIPROPYLSILANE
i - IR Analyze Demo
-9 DemoProject

R N e
3750 3000 2250 1500  1/cm 750 < >

1210.130005 [1/em], 1.05[Abs]  Department:  Operator: Usuario  LaibiG g

Fonte: Elaborada pela autora a partir do programa.
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Figura 54 - Suavizando o espectro.
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Fonte: Elaborada pela autora a partir do programa.

Figura 55 - Antes e depois de aplicar o recurso “Suavizagao”.
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3-Normalizacao

Outra estratégia pré processamento utilizada € a chamada normalizacao, esse
recurso auxilia a identificacdo qualitativa de espectros que sao direcionados a
uma biblioteca de referéncia. Pode ser realizado de acordo com as etapas

apontadas nas Figuras 56 a 58 abaixo.

Figura 56 - Normalizando o espectro.
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Figura 57 - Normalizando o espectro.
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Figura 58 - Antes e depois de aplicar o recurso “Normalizagéo”.
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2258,479004 [1/cm . 0 [Abs]
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4-Espectro derivado

A derivacgao espectral € utilizada com o intuito de remover possiveis ruidos de
fundo que poderiam atrapalhar a analise qualitativa e/ou a quantificagcao, a
primeira e segunda derivada do espectro geralmente variam com maior
amplitude em relagdo aos dados espectrais primarios (originais) e sao uteis para
aprimorar a resolugdo de espectros Raman e facilitar a identificagdo e
localizacdo de picos e vales em um espectro com complexidade maior. Uma
adversidade encontrada na técnica de derivagéo espectral € que a relagao sinal-
ruido (SNR) aumenta para derivadas de ordens superiores. Nas Figuras 59-61 é

exibido os passos necessarios para o calculo da derivada do espectro.

Figura 59 - Calculando a derivada do espectro.
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Figura 60 - Calculando a derivada do espectro.
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Figura 61 - Primeira derivada do espectro.
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Para calcular derivadas de ordens superiores, basta alterar a ordem como

mostrado na Figura 62 abaixo.

Figura 62 - Calculando derivadas de ordens superiores do espectro.
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Figura 63 - Segunda derivada do espectro.
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4 CONCLUSAO E FUTURAS DIREGOES

A maior parte dos estudos levantados no presente trabalho utiliza técnicas de
imagem como microscopia eletrbnica, aliada a espectroscopia Raman e
espectroscopia no infravermelho por Transformada de Fourier para auxiliar a
visualizacdo dos tecidos Osseos, tendo em vista que técnicas de imagens
contribuem para a identificacdo dos diferentes materiais biolégicos que osso é

constituido.

Pode-se concluir que o avango de técnicas de espectroscopia com abordagem
no tratamento e/ou diagndstico de disfungcbes 6sseas devem considerar além da
densidade mineral Ossea, as caracteristicas estruturais tanto do osso trabecular
como do osso cortical.® O foco das investigagbes espectrais consiste na identificagio
dos principais picos de interesse dos conteudos organicos e inorganicos dos 0ssos,

e a diferenciagao de cada caracteristica identificada.

O futuro da técnica de espectroscopia Raman promete melhorias importantes
nos aparatos que se sofisticam a cada nova implementagdo tecnoldgica e
necessarias para que seja de fato utilizada na rotina clinica, fornecendo imagens
com alta resolugdo de forma nao invasiva além da aquisicdo rapida. Especialistas
tem apontado que o Raman in vivo (Figura 64) pode ser uma técnica promissora

para auxilio em procedimentos cirurgicos.

Além disso, tendo em vista a contribuicdo das técnicas abordadas em relacéo a
solugao inclusive de problemas instaurados na area da saude, foi elaborado um mini
roteiro do programa irAnalyze-RAMalyze com a finalidade de contribuir aos que
pretendem iniciar algum tipo de estudo envolvendo a utilizacdo de técnicas
espectroscopicas e que precisem tratar seus dados antes mesmo da analise de

interesse.
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Figura 64 - Aplicacdo de imagens Raman in vivo, principais caracteristicas.
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