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RESUMO

O presente estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a viabilidade da
utilizagao da radiagao ionizante como alternativa na vulcaniza¢ao do Latex de Borracha
Natural (LBN), dado que a vulcanizagdo realizada pelo processo convencional com

enxofre produz material de alta citotoxicidade.
Os ensaios para esse estudo foram realizados em duas etapas:

Na primeira, observou-se o comportamento do latex em diferentes doses de
radiagdo, a fim de se determinar a dose que fornece filmes de LBN vulcanizado pelo
processo alternativo com maxima resisténcia a tracao (dose 6tima), sem a utilizagao de
radio-sensibilizador, e também, com a utilizacdo do mesmo. Apds ajustes de modelos
lineares aos dados observados, estimou-se a dose 6tima de radiagdo por ponto e por

intervalo para cada um dos casos.

Na segunda, avaliou-se a biocompatibilidade de quatro tipos de filme,
confeccionados a partir de latex vulcanizado por quatro diferentes processos, através

de um experimento “in vitro” e de um experimento “in vivo”.

No experimento “in vitro”, apos ajustes de modelos logisticos e de um modelo
de Gompertz aos dados obtidos, estimaram-se as ED50 (Dose Efetiva 50%) para cada
tipo de filme por ponto e por intervalo, e compararam-se os filmes através das

estimativas obtidas.

No experimento “in vivo”, a comparagao entre os filmes de LBN foi feita através
de uma analise de variancia sobre as variagcbes médias de massa de camundongos

que receberam injecédo de extrato de um dos filmes de LBN.



1. INTRODUCAO

Desde a década de 60, um grande aumento no uso de biomateriais como
preservativos, luvas médicas, catéteres, etc. tem sido observado. Por outro lado, casos
de alergia, dermatite e urticaria devidos ao uso de tais produtos vém sendo
constatados (Graham et al. (1984)). Associado a esses fatos, cresce a consciéncia da

necessidade de que biomateriais sejam também biocompativeis.

O presente estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a viabilidade da
utilizagcao da radiagao ionizante como alternativa na vulcaniza¢ao do Latex de Borracha
Natural (LBN), dado que a vulcanizagdo realizada pelo processo convencional com
enxofre  produz  material de alta citotoxicidade  (Wilsnack (1976) e
ASTM F895-84 (1981)).

Os ensaios para esse estudo foram realizados em duas etapas: na primeira,
observou-se o comportamento do latex em diferentes doses de radiacéo, a fim de se
determinar a dose Otima para vulcanizagdo pelo processo alternativo; na segunda,
avaliou-se a biocompatibilidade dos filmes confeccionados a partir do latex vulcanizado

pelos diferentes processos através de um teste “in vitro” e de um teste “in vivo”.

2. DESCRICAO DO ESTUDO

2.1 DETERMINAGCAO DA DOSE OTIMA DE RADIACAO

O objetivo desta etapa do estudo foi a determinagédo da dose étima de radiagao

para vulcanizacao do LBN pelo processo alternativo.

Considerou-se dose 6tima de radiagdo aquela na qual se obtiveram filmes de
LBN com maxima resisténcia a tracao, pois essa € a caracteristica mais requisitada

para o material em estudo.
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Para a realizagédo deste estudo, foram aplicadas duas formas de vulcanizagéo

do latex pelo processo alternativo:
— vulcanizacdo sem adicao de radio-sensibilizador;
- vulcanizagao com adi¢ao de radio-sensibilizador.
A funcéo do radio-sensibilizador era acelerar o efeito da radiagéo.

Nas duas formas de vulcanizacao, as doses foram fixadas e variaram de 0 kGy
a uma dose maxima, determinada pela queda da resisténcia a tracdo dos filmes
obtidos. Esse limite p6de ser imposto pois sabe-se, de estudos anteriores, que ao se
aumentar a dose de radiagao, a resisténcia a tracao dos filmes aumenta até atingir um

pico, apds o qual, passa a decrescer. (Nakamura et al. (1989)).

As doses maximas de radiacao foram de 440 kGy para a vulcanizagdo sem

radio-sensibilizador e 35 kGy para a vulcanizagdo com radio-sensibilizador.
A avaliacao da resisténcia a tracao foi feita da seguinte forma:

Para cada dose de radiagao, os filmes obtidos foram divididos em trés tiras.
Através de um teste, mediu-se a intensidade das tragcdes necessarias para o
rompimento de cada uma das tiras do filme de LBN vulcanizado sem radio-
sensibilizador e para alongamento de cada uma das tiras do filme de LBN vulcanizado
com radio-sensibilizador de 930% em relagdo ao comprimento inicial (moédulo 930%).
Diferengas na espessura dos filmes, e consequientes diferengas na elasticidade dos
mesmos, somadas a uma limitagdo do equipamento utilizado, ndo permitiram que o

teste levasse todas as tiras ao rompimento.

O esquema de obtencdo dos dados é apresentado na Figura 2.1. Os dados

obtidos encontram-se nas Tabelas A.1 e A.2.



Figura 2.1 - Esquema de obtencéo dos dados para a determinacao da dose 6tima

de radiacao
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2.2 AVALIAGCAO DA CITOTOXICIDADE DOS FILMES DE LBN

2.2.1 EXPERIMENTO “IN VITRO”

O objetivo deste experimento foi a comparacao do grau de citotoxicidade dos
filmes confeccionados a partir do latex vulcanizado por diferentes processos através da
avaliacao de sua capacidade de formacao de colénias de células K-1 de Ovario de
Hamster Chinés (CHO). Essa avaliagao foi feita estimando-se a ED50 (Dose Efetiva
50%), isto é, a concentracao de extrato de filme de LBN necessaria para se reduzir a
formacao de col6nias para 50% do numero de colénias formadas no controle (meio de

cultura sem filme), de cada tipo de filme.

Para execugdo do experimento, amostras do mesmo latex foram vulcanizadas
por diferentes métodos, obtendo-se quatro diferentes tipos de filmes: filme de LBN nao
vulcanizado (matéria-prima bruta), filme de LBN vulcanizado com 250 kGy (vulcanizado
apenas com a irradiacdo), filme de LBN vulcanizado com 12 kGy (irradiagdo mais

radio-sensibilizador) e filme de LBN vulcanizado com enxofre (processo convencional).

Recortes esterilizados de cada um desses filmes foram colocados em frascos
de vidro na proporcado de 0,2 g de material de teste (filme) por mililitro de meio de
cultura das células de CHO. Os frascos foram tampados e seu conteudo foi agitado e
incubado por 72 horas. Apds a incubacdo, o material de teste foi descartado, e os
extratos dos filmes foram armazenados. No caso do filme de LBN vulcanizado pelo
processo convencional, os extratos foram diluidos no meio de cultura em sete
diferentes niveis de concentracdo, variando de 0% (controle) a 30%. Nos demais
casos, nove niveis de concentracdo foram utilizados, variando de 30% a 100%,

incluindo também o controle (0%).

Suspensdes de células de CHO, provenientes da ATCC - American Type
Culture Collection, em seu meio de cultura, foram ajustadas para fornecer 100 células
por mililitro de meio de cultura. Foram pipetados 2 ml dessa suspensdao em placas de

petri e incubados para fixagao por 4 horas.



Figura 2.2 - Esquema de obtencéo dos dados para o experimento “in vitro”
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Apo6s a incubacgdo, removeu-se 0 meio de cultura através de sucgdo e, em
seguida, adicionou-se as placas com as células fixadas o extrato de LBN diluido,
preparado anteriormente (as medidas foram feitas em triplicata, ou seja, para cada
nivel de concentracdo do extrato, foram utilizadas trés placas distintas contendo
células de CHO). O numero exato de células fixadas nas placas era desconhecido, mas

estima-se que fosse em torno de duzentos.

Apds incubacdo por uma semana, houve formacao de col6nias em torno das
células sobreviventes. As col6nias formadas foram fixadas na placa com formol e
tingidas para que se tornassem visiveis e pudessem ser contadas. A contagem foi feita
parcialmente, sendo os resultados obtidos, estimativas do namero total de coldnias

formadas em cada placa.

O esquema de obtencdo dos dados é apresentado na Figura 2.2. Os dados

obtidos encontram-se nas Tabelas A.3 a A.6.

2.2.2 EXPERIMENTO “IN VIVO”

O objetivo deste experimento foi a comparacdo entre os diferentes tipos de
filmes de LBN quanto a sua citotoxicidade, através da observagéo dos efeitos fisicos da

injecao dos extratos de cada filme em camundongos.

Para execugdo do experimento, amostras do mesmo latex foram vulcanizadas
por diferentes métodos, fornecendo quatro diferentes tipos de filmes: filme de LBN nao
vulcanizado, filme de LBN vulcanizado com 250 kGy (s6 com irradiacao), filme de LBN
vulcanizado com 12 kGy (irradiacdo mais radio-sensibilizador) e fiime de LBN

vulcanizado com enxofre.

Para cada um dos quatro tipos de filmes, prepararam-se quatro meios
extratores: Salina, Etanol/Salina, Polietilenoglicol e Oleo. Apenas no caso do filme de
LBN vulcanizado pelo processo convencional, ndo foi utilizado o 6leo como meio

extrator.
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Cada meio extrator foi colocado em quatro frascos de vidro juntamente com
recortes esterilizados de um tipo de filme em cada frasco, na proporcao de 0,2 g de
material de teste (filme) por mililitro de meio extrator. Apenas o 6leo foi colocado em
trés frascos, pois nao foi utilizado como meio extrator para o filme de LBN vulcanizado
pelo processo convencional. O conteudo dos frascos foi agitado e incubado por 72
horas. Apos a incubagéo, o material de teste foi descartado, e os extratos dos filmes

foram armazenados.

Os quinze diferentes extratos obtidos foram injetados puros,
intraperitonialmente, em camundongos, na propor¢do de 20 ml por quilograma de
animal. Foi utilizado um grupo de cinco camundongos para cada tipo de extrato,

totalizando 75 unidades amostrais.

Para cada grupo de camundongos que recebeu a injegdo de um tipo de extrato,
foi considerado um grupo controle, que recebeu injegdo do meio extrator puro, também
na propor¢ao de 20 ml por quilograma de animal. Utilizaram-se, assim, mais 75

unidades amostrais, totalizando 150 animais.
Nenhum dos animais submetidos aos tratamentos morreu.

As massas de todos os camundongos haviam sido medidas antes da injecéo,
visando a ministragdo correta das doses de extrato ou meio extrator puro. Uma queda
significativa na massa dos animais apds a injegdo dos extratos poderia evidenciar um
efeito da citotoxicidade dos filmes de LBN. Esse fato motivou a observacao da variacao

de massa dos camundongos trés dias apés a aplicagdo do tratamento.
O esquema de obtengéo dos dados € apresentado na Figura 2.3.

Os camundongos utilizados no experimento eram todos machos, provenientes

do Biotério do IPEN, constituindo uma amostra homogénea.



Figura 2.3 - Esquema de obtenc&o dos dados para o experimento “in vivo”
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3. DESCRICAO DE VARIAVEIS

3.1 DETERMINAGCAO DA DOSE OTIMA DE RADIACAO
VARIAVEL INDEPENDENTE:

Dose de radiacao: As doses de radiagdo foram fixadas e variaram de 0 kGy a
440 kGy para filmes de LBN vulcanizado sem radio-sensibilizador e de

0 kGy a 35 kGy para filmes de LBN vulcanizado com radio-sensibilizador.
VARIAVEL DEPENDENTE:

Resisténcia a tracdo. No caso dos filmes de LBN vulcanizado sem radio-
sensibilizador, esta variavel fornece a intensidade da tracao necessaria para
rompimento de cada unidade amostral (tira dos filmes). Ja, no caso dos
filmes de LBN vulcanizado com radio-sensibilizador, a medida fornecida é a
intensidade da tragdo necessaria para alongamento da unidade amostral, de
930% em relagdo ao comprimento inicial (médulo 930%). Nos dois casos, a

unidade utilizada foi o MPa (Mega Pascal).

3.2 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DOS FILMES DE LBN

3.2.1 EXPERIMENTO “IN VITRO”

VARIAVEIS INDEPENDENTES:

Filme utilizado: Quatro tipos de filmes de LBN foram utilizados: filme nao
vulcanizado (matéria-prima bruta), filme de LBN vulcanizado com 250 kGy
(apenas com irradiagao), filme de LBN vulcanizado com 12 kGy (irradiagao
mais radio-sensibilizador) e filme de LBN vulcanizado com enxofre (processo

convencional).
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Concentracao do extrato: Os extratos dos filmes de LBN foram diluidos no
meio de cultura das células de Ovario de Hamster Chinés em sete diferentes
niveis de concentragéo, no caso do filme de LBN vulcanizado pelo processo
convencional, variando de 0% (controle) a 30%. Nos demais casos, nove
niveis de concentracao foram utilizados, variando de 30% a 100%, incluindo

também o controle.
VARIAVEL DEPENDENTE:

Numero de colénias formadas: Numero de col6nias formadas na placa de

teste apds incubagédo em contato com os extratos dos filmes de LBN.

3.2.2 EXPERIMENTO “IN VIVO”

VARIAVEL INDEPENDENTE:

Solucéao injetada: Foram considerados trinta tratamentos, dos quais quinze
eram extratos obtidos das combinagbes dos meios extratores (Salina,
Etanol/Salina (1:20), Polietilenoglicol e Oleo) com os filmes de LBN (filme
nao vulcanizado (matéria-prima bruta), filme de LBN wvulcanizado com
250 kGy (apenas com irradiacao), filme de LBN vulcanizado com 12 kGy
(irradiacdo mais radio-sensibilizador) e filme de LBN vulcanizado com
enxofre (processo convencional)), exceto no caso do 6leo, que néao foi
utilizado como meio extrator para o filme de LBN vulcanizado com enxofre.
Os outros quinze tratamentos considerados foram o0s controles

correspondentes aos extratos obtidos.
VARIAVEL DEPENDENTE:

Variacdo de massa dos camundongos: Diferenga entre as massas de cada
camundongo antes do tratamento e trés dias ap6s o mesmo. A unidade

utilizada foi o grama (g).
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4. ANALISE DESCRITIVA

4.1 DETERMINAGCAO DA DOSE OTIMA DE RADIAGCAO

As Figuras B.1 e B.2, apresentam diagramas de dispersdao das médias da
resisténcia a tragdo dos filmes de LBN e as correspondentes doses de radiagéao.
Conforme expectativas, observou-se, inicialmente, um aumento na resisténcia a tragéo

e, posteriormente, a queda da mesma, em fungdo do aumento da dose de radiagao.

No caso da vulcanizacdo sem radio-sensibilizador, o0 aumento ocorreu até,
aproximadamente, a dose de 250 kGy, apds a qual, a resisténcia a tracao passou a
diminuir. J4, no caso da vulcanizacao com radio-sensibilizador, a resisténcia maxima

aparenta ser dada, aproximadamente, pela dose de 12 kGy.

Os diagramas de dispersao elaborados indicam, ainda, que as velocidades de
crescimento e decrescimento da resisténcia a tracdo sao iguais no caso da
vulcanizagdo sem radio-sensibilizador e que a velocidade do decrescimento da
resisténcia a tracao é inferior a de crescimento, no caso da vulcanizagcao com radio-
sensibilizador. Esse comportamento era esperado, conforme indica literatura referente
ao assunto (Nakamura et al. (1989) e Makuuchi (1994)).

4.2 AVALIAGAO DA CITOTOXICIDADE DOS FILMES DE LBN

4.2.1 EXPERIMENTO “IN VITRO”

O numero de colbnias formadas esperado no meio de cultura puro (sem adigao
do extrato de LBN) era préximo de duzentos. Contudo, observando-se os dados
obtidos (Tabelas A.3 a A.6), nota-se que nos casos dos controles para os filmes nao
vulcanizado e vulcanizado pelo processo convencional, o numero de colbénias formadas
varia de 100 a 122, enquanto que nos demais casos, esse numero ultrapassa

duzentos.
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Essa variacao pode ter sido acarretada pela nao fixacao das células devido a
uma possivel heterogeneidade das placas (as placas eram supostamente homogéneas,
contudo, essa suposi¢ao nao foi verificada). Outros fatores que podem ter contribuido
para esse resultado sdo: erro na contagem das col6nias, erro de estimativa ou mesmo

fusdo de duas ou mais col6énias em uma so.

Para comparar os quatro tipos de filmes, consideraram-se valores de dose-
resposta para cada um deles, onde as doses correspondem as concentragdes dos
extratos e as respostas as propor¢cdes de coldnias formadas em relagcdo ao controle
(dose 0).

Os valores de dose-resposta observados sao apresentados na Figura B.3. Pelo
grafico, nota-se que o filme de LBN vulcanizado pelo processo convencional impediu a
formacdo de colénias de células de CHO com concentragcdo bastante inferior a
necessaria para os outros filmes. Essa é uma indicagdo de que os filmes de LBN
vulcanizado pelo processo alternativo (utilizando radiagdo) sdo menos citotéxicos que

aquele vulcanizado pelo processo convencional (com enxofre).

4.2.2 EXPERIMENTO “IN VIVO”

Analisando-se as estatisticas relativas aos dados obtidos (Tabela A.7),

observa-se que, em média, todos os camundongos sofreram um aumento de massa.

Para admitirmos evidéncias do efeito da citotoxicidade dos extratos dos filmes,
deveriamos observar a redu¢do da massa dos camundongos que receberam a injecao
de extrato de filme, ou menor aumento em relacdo aos que receberam a injegdo do
meio extrator puro. Contudo, os resultados observados na Tabela A.7 e o grafico das
variagbes médias das massas dos camundongos (Figura B.4) nao indicam a existéncia
de diferenga entre a variagcdo média da massa dos camundongos que receberam a
injecdo dos extratos de filme em relagdo aos que foram tratados com o meio extrator

puro.
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5. ANALISE INFERENCIAL

5.1 DETERMINAGCAO DA DOSE OTIMA DE RADIACAO

5.1.1 VULCANIZACAO SEM RADIO-SENSIBILIZADOR

Com a finalidade de se estimar a dose 6tima de radiagéao para vulcanizagéo do
LBN pelo processo alternativo, sem a utilizagdo do radio-sensibilizador, ajustou-se um
modelo de regressao polinomial do segundo grau (Draper and Smith (1981)) aos dados
observados. A partir desse modelo, estimou-se a dose que produz filmes de LBN com

maior resisténcia a tragao por ponto e por intervalo.
A descrigdo da analise estatistica é dada a seguir:

* modelo polinomial do segundo grau:

Yi =By + B X +B, X2 +¢;,

onde:
Y é a resisténcia a tracao do i-ésimo filme de LBN, em MPa, i=1,..., 12;
Xi é a i-ésima dose de radiacao, em kGy, i=1,..., 12;

B; sdo os parametros do modelo, j=0,1,2; e

€ € o erro aleatorio, i=1,..., 12.

As suposicOes desse modelo sdo as seguintes:
& ON(0,0%);
& independentes.

Esse modelo tem como caracteristicas a existéncia de um ponto de maximo e
crescimento e decrescimento da variavel resposta (Y) em fungcdo da variavel

independente (X) com igual velocidade (simetria). A escolha desse modelo foi sugerida
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pelo diagrama de dispersdo apresentado na Figura B.1 e também por consideragdes

tedricas.

Os parametros foram estimados através do método de minimos quadrados,
utilizando o pacote estatistico Minitab for Windows versdo 10.2. Os resultados obtidos

sao apresentados na Tabela 5.1:

Tabela 5.1 - Estimativas dos parametros do modelo de regressao e
respectivos erros padrao

Parametro  Estimativa do parametro  Erro padrao da estimativa

Bo 9,88080 0,73360
B1 0,06907 0,00838
B2 -0,00015 0,00001

Resultados dos testes t (Draper and Smith (1981)) para os parametros do
modelo mostraram que todos os parametros estimados sao significativamente

diferentes de zero (nivel descritivo (p) <0,001).

Assim, o modelo ajustado foi:
Y; = 9,880 +0,069 X; —0,00015 X?.

A validade das suposi¢cbes do modelo foi verificada através de uma analise de

residuos (Draper and Smith (1981)), conforme descri¢do a seguir.

Analisando-se o gréafico de probabilidade normal (Figura B.5), observa-se uma
relacdo aproximadamente linear entre os residuos observados e seus valores
esperados sob a hipétese de normalidade. Isso indica que a suposi¢cao de normalidade

dos dados observados esta satisfeita.

Para testar essa suposicao, foi realizado o teste de Shapiro-Wilk (Neter et al.

(1996)), que confirmou a normalidade dos residuos (p>0,10).



23

A Figura B.6 apresenta o grafico dos residuos padronizados em fungdo dos
valores ajustados da variavel resisténcia a tracdo. A andlise desse grafico mostra que
os residuos estdo bem distribuidos em uma faixa restrita entre -2 e 2,5. Esse fato indica
que a suposicdo de homocedasticidade (igualdade de variancias) dos erros esta

satisfeita e que o modelo adotado € adequado aos dados observados.

A dose 6tima de radiacdo em funcdo dos parametros do modelo é dada pelo

ponto de maximo do polindmio do segundo grau, ou seja:

By
Dose 6tima = D =-——-. 5.1
28, (5.1)
Assim, substituindo-se os parametros ; e B, por suas respectivas estimativas

em (5.1), obteve-se:

0,06907
(- 2)*(-0,00015)

Dose Gtima estimada=D = =233,21kGy .

A estimativa do erro padrado do estimador da dose 6tima foi calculada através

do método Delta (Agresti (1990)), resultando em:
EP(D) = 28,25kGy .

Um intervalo de confianga (IC) para a dose étima de radiagéo, com coeficiente

de confianga de 95%, foi construido a partir das estimativas acima, obtendo-se:

IC(D; 95%) =[177,84; 288,58] .

5.1.2 VULCANIZACAO COM RADIO-SENSIBILIZADOR

No caso da vulcanizagao do LBN pelo processo alternativo, com utilizagdo do
radio-sensibilizador, o diagrama de dispersao apresentado na Figura B.2 sugeriu que a
estimacao da dose 6tima de radiacao fosse feita ajustando-se um modelo de regressao

segmentada (Draper and Smith (1981)) aos dados observados. Assim, foram ajustadas
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duas retas: uma para doses menores que 9,5 kGy e outra para doses maiores que

14 kGy. Extrapolando-se as retas ajustadas no intervalo de 9,5 a 14 kGy, considerou-

se como dose 6tima de radiagdo o ponto de intersegédo entre as duas retas ajustadas,

construindo-se, também, um intervalo de confianga para esse ponto.

A descrigdo da analise estatistica é dada a seguir:

* modelo de regressao segmentada:

Yi =B + By Xi e, se 0 kGy < X; < 9,5 kGy

onde
Y é a resisténcia a tracao do i-ésimo filme de LBN, em MPa, i=1,...,7;
Xi é a i-ésima dose de radiacao, emkGy, i=1,...,7; e
& € o erro aleatorio, i =1,...,7.
As suposicOes desse modelo s&o as seguintes:
& ON(0,0%);
& independentes;

A adocao desses modelos admite que a dose na qual se obtém filmes de LBN

vulcanizado pelo processo alternativo, com a utilizagdo do radio-sensibilizador, com

maxima resisténcia a tracao, esta entre 9,5 kGy e 14 kGy. Essa suposicao foi feita com

base em resultados empiricos obtidos em estudos anteriores (Nakamura (1989) e

Makuuchi (1994)) e na andlise descritiva do diagrama de dispersdo apresentado na
Figura B.2.

A interpretacao dos parametros pode ser feita da seguinte forma:

Bio: resisténcia a tragdo do filme de LBN esperada para a dose de radiagao

nula (i.e. resisténcia a tracao da matéria-prima bruta);
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Bi1: “acréscimo” médio na resisténcia a tracdo para um aumento de uma

unidade na dose de radiacao, para doses menores que a dose de 9,5 kGy;

B21: “acréscimo” médio na resisténcia a tracdo para um aumento de uma

unidade na dose de radiacao, para dose maiores que a dose de 14 kGy.

Os parametros foram estimados através do método de minimos quadrados,
utilizando o pacote estatistico Minitab for Windows versdo 10.2. Os resultados obtidos

sao apresentados na Tabela 5.2:

Tabela 5.2 - Estimativas dos parametros dos modelos de regressao e
respectivos erros padrao

Parametro  Estimativa do parametro  Erro padrao da estimativa

B1o 6,31450 0,66100
Bu 1,26290 0,10320
Bzo 19,34460 0,72220
Ba1 -0,08846 0,02931

Portanto, os modelos ajustados foram:

Y, =6,314 +1263 X;, se 0 kGy < Xi< 9,5 kGy

Y, =19,345 -0,0885 X, se Xi = 14 kGy

Para estes ajustes, ndo foi feita anadlise de residuos, pois 0 numero de

observagdes é muito pequeno (quatro para o primeiro modelo e trés para o segundo).

A dose 6tima de radiacao em funcdo dos parametros dos modelos é dada pelo
ponto de intersecao entre as fungdes das retas esperadas, ou seja:

Dose étima =D= B0 ~Pro (5.2)

[311_ [321 .
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Substituindo-se Bio Bz € P20 por suas respectivas estimativas em (5.2),
obteve-se:
19,3446 —6,3145

Dose 6tima estimada=D = 12629 + 00885 =9,64kGy .

Novamente, utilizou-se o método Delta para a estimacado do erro padrdo do

estimador da dose 6tima, que resultou em:
EP(D) =138KkGy .

Utilizando as estimativas acima, construiu-se um intervalo de confianca para a

dose 6tima de radiacao, com coeficiente de confianga de 95%, obtendo-se:
IC(D; 95%) =[6,94;12,34].
5.2 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DOS FILMES DE LBN

5.2.1 EXPERIMENTO “IN VITRO”

Para comparacao dos quatro tipos de filmes (flme de LBN n&o vulcanizado,
filme de LBN vulcanizado com irradiagdo de 250 kGy sem radio-sensibilizador, filme de
LBN vulcanizado com irradiacdo de 12 kGy com radio-sensibilizador e filme de LBN
vulcanizado com enxofre) em relagdo ao grau de citotoxicidade, inicialmente,
ajustaram-se modelos de regressao logistica (Collet (1991)), no caso dos trés primeiros
flmes e o modelo de Gompertz (Ratkowsky (1990)), no caso do filme de LBN
vulcanizado com enxofre. A comparacdo entre os filmes foi feita através das
respectivas ED50 (Dose Efetiva 50%).

A descrigdo da analise estatistica é dada a seguir:
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* modelo logistico:

eXp(Boj + [31]' Xi)
M Xj) = ,
1+ eXp( Boj + [31]' Xi)
onde:

(X)) é a proporgao de coldnias formadas na i-ésima concentragéao do
extrato do filme j, sendo j=1, para o filme de LBN néo vulcanizado;
j=2, para o filme de LBN vulcanizado com irradiagdo de 250 kGy,
sem radio-sensibilizador e j=3, para o filme de LBN vulcanizado com

irradiacao de 12 kGy, com radio-sensibilizador;

Xi € a i-ésima concentragdo do extrato do filme de LBN, em

porcentagem, 0 < X; < 100.

Interpretacao dos parametros:

Boj: valor do logito para a concentracéo nula;

B4 “acréscimo” no logito para um aumento de uma unidade na

concentragao do extrato do filme de LBN.

Dose Efetiva 50%:

No caso do modelo logistico, a dose efetiva 50% em funcdo dos

parametros f3; é dada pela concentracao X; tal que 1(X)=0,50, ou seja:

Dose Efetiva 50%= ED50 = ——. (5.3)

" A transformagéo logito ¢ definida como: () = | & n(x) O

) O,
- n(x)H
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* modelo de Gompertz:

ru(x) = exp(- exp(Bos +Byy xi)) ,
onde:

Tu(Xi) € a proporcao de colénias formadas na i-ésima concentracdo do

extrato do filme de LBN vulcanizado com enxofre;

Xi € a i-ésima concentragédo do extrato do filme de LBN vulcanizado com

enxofre, em porcentagem, 0 < X; < 100.

Interpretacao dos parametros:

Bos: valor do gompito® para a concentragdo nula;

B14: “acréscimo” no gompito para um aumento de uma unidade na

concentragao do extrato do filme de LBN.

Dose Efetiva 50%:

No caso do modelo de Gompertz, a dose efetiva 50% em fung¢éao dos

parametros f3; é dada por:

In(-=In0,50)-B,,

Dose Efetiva 50% = ED50 =
[314

(5.4)

Ambos os modelos apresentam como caracteristicas a forma sigmoidal e
assintotas zero e um. A diferenca basica entre os dois modelos € o fato de que o
modelo logistico € reflexivamente simétrico em relacdo ao seu ponto de inflexdo, ao

contrario do modelo de Gompertz.

Os resultados dos ajustes realizados sao dados a seguir.

% A transformacao gompito é definida por: g(x) = In (_ |n(n(x)))
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ESTIMAGAO DA DOSE EFETIVA 50% E CONSTRUGCAO DE INTERVALOS DE
CONFIANGCA

a) Filme de LBN nao vulcanizado

Os parametros do modelo de regressao logistica foram estimados através do
meétodo de maxima verossimilhanga, utilizando o pacote estatistico SAS verséo 6.04.

Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 5.3:

Tabela 5.3 - Estimativas dos parametros do modelo de regressao
logistica e respectivos erros padréo estimados

Parametro  Estimativa do parametro Erro padréao estimado
Boz 12,6356 1,1393
B11 -0,2662 0,0236

Resultados dos testes da razdo de verossimilhanga mostraram que todos os

parametros estimados sao significativamente diferentes de zero (p<0,001).

Assim, o modelo ajustado foi:

u(x) = exp(12,6356 - 0,2662 X))
"+ exp(12,6356 - 0,2662 )

A qualidade do ajuste do modelo foi testada através do teste de Pearson

(Collet (1991), concluindo-se que o0 modelo proposto é adequado (p>0,361).

Assim, substituindo-se os parametros o; € Pz por suas respectivas

estimativas, em (5.3), obteve-se:

12,6356

i 0 i = > = = 0,
Dose efetiva 50% estimada = ED50 ~0.2662 4747 %.
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A estimativa do erro padrdo do estimador da dose efetiva 50% foi calculada

através do método Delta, resultando em:

EP(ED50) = 0,60kGy .

Um intervalo de confianga para a ED50, com coeficiente de confianga de 95%,

€ dado por:

IC(ED50; 95%) = [46,31; 48,64] .

b) Filme de LBN vulcanizado com irradiacao de 250 kGy, com radio-sensibilizador

Utilizando o mesmo procedimento adotado em a), foram obtidas as estimativas

apresentadas na Tabela 5.4:

Tabela 5.4 - Estimativas dos parametros do modelo de regressao
logistica e respectivos erros padréo estimados

Parametro  Estimativa do parametro Erro padréao estimado
Boz 12,5309 1,1562
Bi2 -0,2286 0,0209

Resultados dos testes da razdo de verossimilhanga mostraram que todos os

parametros estimados sao significativamente diferentes de zero (p<0,001).

O modelo ajustado foi, entao:

() = exp(12,5309 - 0,2286 X))
"V 1 4 exp(12,5300 - 0,2286 X))

A qualidade do ajuste do modelo foi testada através do teste de Pearson, que
rejeitou a adequagao do modelo. Contudo, o grafico apresentado na Figura B.9 indica

que o modelo se adequa aos dados, podendo-se atribuir o motivo do resultado
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negativo do teste a uma dispersdo das observagées em torno do modelo proposto
maior que a esperada. Em funcdo desse resultado, as variancias dos estimadores dos
parametros do modelo foram corrigidas pelo fator de heterogeneidade H (Finney

(1978)), que nesse caso € igual a 2,5302.

Substituindo-se os parametros o, € P12 por suas respectivas estimativas, em
(5.8), obteve-se:

) . A 12,5309
Dose Efetiva 50% Estimada =ED50 = ~Z02286 =5481%.

A estimativa do erro padrao do estimador da dose 6tima foi calculado através

do método Delta, resultando em:
EP(ED50) = 0,72kGy .

Utilizando os valores obtidos, foi construido o seguinte intervalo de confianga

para a ED50, com coeficiente de confianga de 95%:

IC(ED50; 95%) =[53,39; 56,23].

c) Filme de LBN vulcanizado com irradiacao de 250 kGy, com radio-sensibilizador

As estimativas de maxima verossimilhanga dos parametros do modelo de

regressao logistica sao apresentados na Tabela 5.5:

Tabela 5.5 - Estimativas dos parametros do modelo de regressao
logistica e respectivos erros padréo estimados

Parametro  Estimativa do parametro Erro padréao estimado
Bos 12,6417 2,2378
Bis -0,2540 0,0445
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Resultados dos testes da razdo de verossimilhanga mostraram que todos os

parametros estimados sao significativamente diferentes de zero (p<0,001).

Assim, o modelo ajustado foi:

() = exp(12,6417 - 0,2540 X))
T ]+ exp(12,6417 - 0,2540 X))

O ajuste do modelo foi rejeitado pelo teste de Pearson (p<0,001). Contudo, o
grafico apresentado na Figura B.10, indica que o modelo se adequa aos dados. Assim
sendo, utilizou-se novamente o fator de heterogeneidade H, que nesse caso € igual a
8,2555.

Substituindo-se os parametros oz € Bz por suas respectivas estimativas, em
(5.8), obteve-se:

Dose Efetiva 50% Estimada = ED50 = —w =49,77 %
° - T -02540 0P

Mais uma vez, estimou-se o erro padréo do estimador da dose 6tima através do

método Delta, obtendo-se:
EP(ED50) = 121kGy..

Assim, um intervalo de confianca para a ED50, com coeficiente de confianca de
95%, é dado por:

IC(ED50; 95%) = [47,40; 52,14] .

d) Filme de LBN vulcanizado com enxofre
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Os parametros do modelo de Gompertz foram estimados através do método de
minimos quadrados, utilizando o SPSS/PC+ for Windows versdo 6.0. Os resultados

obtidos sdo apresentados na Tabela 5.6.

Tabela 5.6 - Estimativas dos parametros do modelo de regressao de
Gompertz e respectivos erros padrao estimados

Parametro  Estimativa do parametro  Erro padrao da estimativa
Bos -22,3415 0,0000
B1a 7,8235 0,0000

Assim, tem-se 0 seguinte modelo ajustado:

fiy (X;) = exp( - exp(-22,3415 +7,8235 x,))..

Devido ao pequeno numero de observagdes, o modelo ajustou-se
perfeitamente aos dados, gerando, portanto, estimativas dos erros padrdao nulas. No
entanto, esse modelo deve ser utilizado com cautela, pois foi ajustado com base em um

nuamero reduzido de pontos.

Substituindo-se os parametros o4 € P14 por suas respectivas estimativas, em
(5.4), obteve-se:

In(-In0,50)-7,8235

i 0, i = > = - = 0,
Dose Efetiva 50% Estimada = ED50 223415 281%.

O erro padrao da estimativa acima nao pbéde ser calculado pois o0s erros padrao
sédo nulos. Pelo mesmo motivo, ndo foi possivel construir um intervalo de confianga

para o ED50 no caso de filme de LBN vulcanizado com enxofre.

Um resumo dos resultados obtidos na estimac¢ao das ED50 dos quatro tipos de

filme é dado na Tabela 5.7.

Tabela 5.7 - Quadro resumo das estimativas e intervalos de confianca obtidos
para as doses efetivas 50%
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Vulcanizacao ED50 Estimado Erro Padrao Limite Inferior Limite Superior

nao vulc. 47,47 0,60 46,31 48,64
vulc. 250kGy 54,81 0,72 53,39 56,23
vulc. 12kGy 49,77 1,21 47,40 52,14
vulc. Enxofre 2,81 - - -

COMPARAGOES ENTRE OS QUATRO TIPOS DE FILMES

Para comparar os quatro tipos de filmes (filme de LBN n&o vulcanizado, filme
de LBN vulcanizado com irradiacéo de 250 kGy sem radio-sensibilizador, filme de LBN
vulcanizado com irradiagdo de 12 kGy com radio-sensibilizador e filme de LBN
vulcanizado com enxofre) em relacdo ao grau de citotoxicidade, foram construidos
intervalos de confiangca para as diferencas de suas ED50. O nivel de significancia

global (Neter et al. (1996)) adotado para as comparagdes foi a=5%.
Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 5.8.

Tabela 5.8 - Comparagdes entre os quatro tipos de filmes de LBN

Comparacao Diferenca Erro Padrdo  Limite Inferior  Limite Superior
Filme 2 - Filme 1 7,33 0,94 5,33 9,33
Filme 3 - Filme 1 2,30 1,35 -0,57 5,17
Filme 3 - Filme 2 -5,04 1,41 -8,04 -2,04

Filme 1: Filme de LBN n&o vulcanizado;
Filme 2: Filme de LBN vulcanizado com irradiagdo de 250kGy, sem radio-sensibilizador;
Filme 3: Filme de LBN vulcanizado com irradiagao de 12kGy, com radio-sensibilizador;

Analisando os intervalos de confiangca na Tabela 5.8, observa-se que ndo ha
diferenga significativa entre o grau de citotoxicidade dos filmes de LBN n&o
vulcanizado e vulcanizado com irradiacdo de 12kGy, com radio-sensibilizador.
Observa-se, também, que o filme de LBN vulcanizado com irradiacao de 250kGy, sem
radio-sensibilizador € menos citotéxico que os demais, pois possui ED50 maior que as

correspondentes aos outros filmes.
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Quanto ao filme de LBN vulcanizado com enxofre, o gréfico apresentado na
Figura B.3 indica que é o mais citotdéxico dentre os quatro tipos de filme avaliados.
Além disso, o valor estimado para a ED50 desse filme € muito menor que nos outros
trés, o que indica que seu grau de citotoxicidade é bem maior que os dos demais

filmes.
5.3 EXPERIMENTO “IN VIVO”

Para comparar os quatro tipos de filmes de LBN, vulcanizados por diferentes
processos, foram adotados quatro modelos de analise de variancia com um fator fixo

(Neter et al. (1996)), um para cada meio extrator.

A variavel resposta considerada foi a variagdo de massa dos camundongos
gue receberam injecdo de extrato de determinado filme. O fator envolvido possui oito
niveis: quatro correspondentes aos extratos de filmes, e quatro correspondentes aos
controles de cada filme. A analise de variancia visou a comparagdao das variagdes
meédias de massa dos camundongos, obtidas através dos quatro tipos de filme e dos

quatro controles.

As suposi¢des do modelo de analise de varidncia com um fator fixo foram

testadas, estando todas satisfeitas. Segue descricao da verificacdo dessas suposic¢oes.

Analisando-se os graficos de probabilidade normal (Figuras B.13 a B.16),
observam-se relagdes aproximadamente lineares entre os residuos observados e seus
valores esperados sob a hipétese de normalidade. Esse fato indica que a suposi¢ao de

normalidade dos dados esta satisfeita.

O teste de Shapiro-Wilk (Neter et al. (1996)) confirmou a hipotese de
normalidade para os meios extratores Polietilenoglicol (p>0,10) e Oleo (p>0,03).
Contudo, no caso dos meios extratores Salina e Etanol/Salina, o teste rejeitou essa
hipétese (p<0,01). Pelas Figuras B.13 e B.14, nota-se que os desvios existentes néao
sdo graves. Sendo a analise de variancia uma técnica robusta nesses casos,

prosseguiu-se com a analise.
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A igualdade de variancias nos oito tratamentos, foi testada através do teste de

Levene (Neter et al. (1996)), tendo sido aceita para todos os meios extratores (p>0,04).

Assim, ajustaram-se quatro modelos de andlise de variancia e, conforme
indicou a analise descritiva, concluiu-se que as variagbes médias de massa dos

camundongos sao iguais para todos os tratamentos (p>0,15).
6. CONCLUSOES

6.1 DETERMINAGCAO DA DOSE OTIMA DE RADIAGCAO

6.1.1 VULCANIZACAO SEM RADIO-SENSIBILIZADOR

A estimativa da dose de radiacdo D que fornece filmes de LBN vulcanizado
pelo processo de radiacdo ionizante, sem utilizagdo do radio-sensibilizador, com

maxima resisténcia a tragao € igual a:
D = 233,21 kGy.

Um intervalo de confianga para D, com coeficiente de confianga de 95%, é

dado por::
IC(D; 95%) =[177,84; 288,58].

6.1.2 VULCANIZACAO COM RADIO-SENSIBILIZADOR

A dose de radiagao D que fornece filmes de LBN vulcanizado pelo processo de
radiacao ionizante, com utilizacdo do radio-sensibilizador, com maxima resisténcia a

tracao foi estimada de forma aproximada, obtendo-se:
D = 9,64 kGy.

Um intervalo de confianga para D, com coeficiente de confianga de 95%, é:
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IC(D; 95%) =[6,94; 12,34].
6.2 AVALIAGAO DA CITOTOXICIDADE DOS FILMES DE LBN

6.2.1 EXPERIMENTO “IN VITRO”

Dentre os quatro filmes avaliados, o filme de LBN vulcanizado com enxofre foi
considerado o mais citotéxico. J4, o filme de LBN vulcanizado com irradiacao de
250kGy, sem radio-sensibilizador foi considerado o menos citotéxico. Nao se detectou
diferenga significativa em relagdo ao grau de citotoxicidade dos filmes de LBN né&o

vulcanizado e vulcanizado com irradiacao de 12kGy, com radio-sensibilizador.

6.2.2 EXPERIMENTO “IN VIVO”

Para todos os meios extratores, ndo se detectou efeito da injecdo de extrato de

filme na variagdo média de massa dos camundongos.
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Tabela A.1 - Resisténcia a tracao observada em amostras de filmes de latex
vulcanizado sem radio-sensibilizador (MPa)

Dose (kGy) Amostra 01 Amostra 02  Amostra 03 Média
0,00 10,22 9,71 10,31 10,08
20,00 11,96 11,58 11,85 11,80
40,00 9,65 12,51 12,55 11,57
75,00 13,90 12,93 12,98 13,27
120,00 17,49 19,16 18,75 18,47
156,60 18,78 13,69 16,24 16,24
198,70 16,66 15,16 16,30 16,04
230,00 16,95 19,05 18,84 18,28
270,00 16,59 19,06 19,08 18,24
298,30 17,42 17,05 17,92 17,46
360,00 16,47 16,20 15,44 16,04
440,00 12,45 10,59 10,65 11,23

Tabela A.2 - Resisténcia a tracao observada em amostras de filmes de latex
vulcanizado com radio-sensibilizador - médulo 930% (MPa)

Dose (kGy) Amostra 01 Amostra 02  Amostra 03 Média
0,00 5,91 5,82 6,02 5,92

5,00 13,60 13,07 13,15 13,27

7,00 16,02 14,16 16,31 15,50

9,50 17,84 17,69 17,62 17,72

14,00 18,51 17,90 18,67 18,36
20,00 16,92 17,21 17,52 17,22
35,00 16,97 16,10 15,98 16,35

Tabela A.3 - NUmero de colbnias de células de CHO formadas em diferentes
concentragdes do extrato de filme de LBN n&o vulcanizado

Concentracdo do Extrato (%)

0,0 30,0 400 50,0 600 70,0 80,0 90,0100,
Amostra 1 100 108 91 45 0 0 0 0 0
Amostra 2 113 103 85 41 0 0 0 0 0
Amostra 3 106 101 97 42 0 0 0 0 0
Média 106 104 91 43 0 0 0 0 0
Proporcéo® 1,00 098 0,86 0,40 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00




Tabela A.4 - Namero de coldnias de células de CHO formadas em diferentes
concentragdes do extrato de filme de LBN vulcanizado com
250 kGy (com irradiacao)

Concentracdo do Extrato (%)

0,0 30,0 400 50,0 60,0 70,0 80,0 90,0 100,0

Amostra 1 206 200 199 162 52 0 0 0 0
Amostra 2 207 220 201 1589 51 0 0 0 0
Amostra 3 222 211 197 180 64 0 0 0 0
Média 212 210 199 167 56 0 0 0 0

Proporcéo® 1,00 099 094 0,79 0,26 0,00 0,00 0,00 0,00

Tabela A.5 - Namero de coldnias de células de CHO formadas em diferentes
concentragdes do extrato de filme de LBN vulcanizado com
12 kQGy (irradiagao mais radio-sensibilizador)

Concentracdo do Extrato (%)

0,0 30,0 400 50,0 60,0 70,0 80,0 90,0 100,0

Amostra 1 238 220 196 166 0 0 0 0 0
Amostra 2 207 210 193 98 0 0 0 0 0
Amostra 3 214 224 168 160 0 0 0 0 0
Média 220 218 186 141 0 0 0 0 0

Proporcéo® 1,00 099 0,85 064 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Tabela A.5 - Namero de coldnias de células de CHO formadas em diferentes
concentragdes do extrato de filme de LBN vulcanizado pelo
processo convencional (com enxofre)

Concentracdo do Extrato (%)

0,0 2,5 5,0 7,5 10,0 20,0 30,0

Amostra 1 114 107 0 0 0 0 0
Amostra 2 122 119 0 0 0 0 0
Amostra 3 120 108 0 0 0 0 0
Média 119 111 0 0 0 0 0

°® Refere-se ao quociente entre nimero médio de coldnias contadas para cada
concentragdo do extrato de filme de LBN e o nimero médio de colbnias contadas para o

controle.



Proporcao®

1,00

0,94

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

41

Tabela A.7 - Média e Desvio Padréo (DP) da variacdo de massa dos camundongos (Q)

Tipo de vulcanizacdo do Latex de Borracha Natural

Solugéao Nao Vulc Vulc 250kGy Vulc 12kGy Vulc Enxofre
Controle Extrato Controle Extrato Controle Extrato Controle Extrato

Salina Média 1,77 1,40 1,93 1,79 2,22 2,14 2,80 2,96
DP 0,33 0,71 1,00 1,42 0,42 0,20 1,72 0,49

Etanol/Salina  Média 1,59 1,55 2,01 1,96 236 223 280 224
DP 0,63 0,53 0,70 1,57 0,57 0,27 0,39 1,11
Polietilenoglicol Média 2,62 2,31 2,68 2,62 243 2,65 2,65 2,34
DP 1,22 1,23 0,88 1,09 0,40 0,51 0,27 1,10

Oleo Média - - 1,74 1,54 2,03 2,02 2,73 1,93
DP - - 1,30 1,04 0,21 0,35 0,48 0,92
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Figura B.1 - Resisténcia a tragao observada em filmes de latex vulcanizado
sem radio-sensibilizador (MPa)
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Figura B.2 - Resisténcia a tracao observada em amostras de filmes de latex
vulcanizado com radio-sensibilizador - moédulo 930% (MPa)
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Figura B.3 - Proporgao de col6nias de células de CHO formadas em
diferentes concentracdes de extratos de filmes de LBN em
relagdo ao controle
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Figura B.4 - Variagdo média das massas dos camundongos (g)
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Figura B.5 - Grafico de probabilidade normal dos residuos do modelo que

relaciona resisténcia a tracdo e dose de radiacdo no processo
de vulcanizacdo sem radio-sensibilizador
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Figura B.6 - Grafico dos residuos do modelo que relaciona resisténcia a

tracdo e dose de radiagcdo no processo de vulcanizagdo sem
radio-sensibilizador em fungéo dos valores ajustados
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Figura B.7 - Curva ajustada para resisténcia a tragdao em fungéao da dose de

radiagdo - vulcanizagao com radio-sensibilizador
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Figura B.8 - Curva ajustada para resisténcia a tragdao em fungédo da dose de

radiagdo - vulcanizagao com radio-sensibilizador
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Figura B.9 - Curva ajustada para proporcao de colbnias formadas em fungao
da concentracao do extrato de filme de LBN nao vulcanizado
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Figura B.10 - Curva ajustada para propor¢cdo de colbnias formadas em
funcdo da concentracdo do extrato de filme de LBN
vulcanizado com irradiacdo de 250kGy sem radio-
sensibilizador (RS)
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Figura B.9 - Curva ajustada para proporcao de colbnias formadas em fungao

da concentracdo do extrato de filme de LBN vulcanizado com
irradiacao de 12kGy com radio-sensibilizador (RS)
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Figura B.9 - Curva ajustada para proporcao de colbnias formadas em fungao

da concentracdo do extrato de filme de LBN vulcanizado com
enxofre
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Figura B.10 - Grafico de probabilidade normal dos residuos do modelo de
analise de variancia - Meio extrator: Salina
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Figura B.11 - Grafico de probabilidade normal dos residuos do modelo de
analise de variancia - Meio extrator: Salina/Etanol
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Figura B.12 - Grafico de probabilidade normal dos residuos do modelo de analise

de variancia - Meio extrator: Polietilenoglicol
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Figura B.13 - Grafico de probabilidade normal dos residuos do modelo de

analise de variancia - Oleo
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