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ANALISE DA BIRREFRINGENCIA DO COLAGENO E DO COEFICIENTE DE
ATENUACAO DE AMOSTRAS DE PELE SADIA E QUEIMADA IRRADIADAS
PELO LASER DE He-Ne LINEARMENTE POLARIZADO

Daniela de Fatima Teixeira da Silva

RESUMO

A terapia laser em baixa intensidade é caracterizada pela sua habilidade em
induzir efeitos ndo térmicos e processos fotobioldgicos ndo destrutivos. Embora seja
utilizada por mais de 40 anos, essa fototerapia nio é ainda uma modalidade terapéutica
bem estabelecida. Este estudo teve dois objetivos: (a) quantificar a organizagdo do
colageno por microscopia de polarizagio em amostras de pele normal e queimada no
décimo sétimo dia pods-criagio das lesdes. Duas dire¢des de polarizagdo do laser foram
consideradas, uma paralela 4 coluna vertebral do animal e outra perpendicular a diregio
relativa; (b) determinar o coeficiente de atenuagdo relativo da intensidade de luz pela
técnica de imagem de distribui¢do de luz em amostras de pele normal e queimada durante
0 processo de reparagdo tecidual. Para isso, somente a polarizagdo paralela do feixe laser,
em relago a coluna vertebral, foi considerada. Para alcangar esses objetivos foram criadas
queimaduras de aproximadamente 6 mm de didmetro com N, liquido no dorso de ratos e
realizadas irradiagdes nos dias 3, 7, 10 ¢ 14 pos-criagdo das lesdes com dose de 1 J/cm?. As
lesdes controle ndo foram irradiadas. Os resultados mostraram que: (a) os espécimes
irradiados com o laser de He-Ne polarizado paralelamente & coluna tinham fibras
colagenas mais organizadas; (b) as amostras de pele queimada apresentaram coeficiente de
atenuagdo maior do que as amostras de pele sadia. Esses resultados so importantes para a
otimizagdo da dosimetria associada & terapia com laser em baixa intensidade na aceleragdo

de cicatrizagdo de feridas.
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ANALYSIS OF THE COLLAGEN BIREFRINGENCE AND THE RELATIVE
ATTENUATION COEFFICIENT OF HEALTH AND BURNED SKIN
IRRADIATED WITH LINEARLY POLARIZED HE-NE LASER

Daniela de Fatima Teixeira da Silva

ABSTRACT

Low-intensity laser therapy is characterized by its ability to induce athermic
effects and nondestructive photobiological processes. Although it has been in use for more
than 40 years, this phototherapy is still not an established therapeutic modality. The
objectives of this study were: (a) to quantify the collagen fibers organization by polarized
light microscopy in normal and burned skin samples at day 17 post-injury considering a
preferential axis as the animal’s spinal column and aligning the linear laser polarization in
two directions of polarization, parallel or perpendicular to this axis; (b): to determine the
relative attenuation coefficient for the intensity light by the technique of imaging the light
distribution in normal and burned skin during wound healing process taking only parallel
direction of polarization. To reach the objectives, burns about 6 mm in diameter were
created with liquid N, on the back of the rats and the lesions were irradiated on days 3, 7,
10 and 14 post-wounding, D= 1 J/cm?, to investigate the effects of low-intensity linearly
polarized He-Ne laser beam on skin wounds healing. Control lesions were not irradiated.
The results have demonstrated that: (a) the skin samples irradiated with linearly parallel
polarized He-Ne laser beam showed collagen fibers more organized; (b) burned skin
samples presents a higher attenuation coefficient than normal skin samples. These results
are important to otimize low intensity laser therapy dosimetry on acceleration wound

healing.
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LISTA DE ABREVIATURAS

ASCII: American Standard Code for Information Interchange
AsGa: Arsenide Galium

AsGaAl: Arsenide Galium Aluminum

C: controle

°C: grau Celsius

cm: centimetro

D: dose ou fluéncia

He-Ne: hélio e nednio

HEX80: corante hematoxilina e eosina; magnificagdo 80 vezes

I: intensidade

ICB: Instituto de Ciéncias Biomédicas

IPEN: Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares

J: joule

KHz: quilohertz

L//: irradiada com polarizagdo alinhada paralelamente a coluna vertebral
L L : irradiada com polarizag@o alinhada perpendicularmente a coluna vertebral
LILT: Low Intensity Laser Therapy

pm: micrometro

Nj: nitrogénio molecular

nm: nanometro

S: sadia

USP: Universidade de Sdo Paulo

W: watt
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1. INTRODUCAO

Lasers de baixa poténcia foram introduzidos como modalidade terapéutica na
década de 60, devido as baixas densidades de energia utilizadas e aos comprimentos de
onda capazes de penetrar no tecido. Desde entdo, encontram-se na literatura vérios estudos

1,23, 4 5,6, 7 8,9, 10, 11,

em células , animais 12 Entretanto, a relagio exposigao-

€ humanos
resposta néo foi ainda esclarecida e os mecanismos bésicos responsaveis pelos efeitos
observados no intervalo de doses terap€uticas ndo sdo completamente entendidos. Sabe-se,
contudo, que os valores de energia conseguidos com este tratamento produzem mudangas
minimas e insignificantes no gradiente de temperatura; o aquecimento induzido ests no
intervalo de 0,1 a 0,5 °C"?.

Atribuem-se os resultados clinicos positivos desta terapia a uma seqii€ncia de
eventos celulares e moleculares, na qual os fatores determinantes na resposta fotoquimica,
fotofisica e/ou fotobioldgica sdo o comprimento de onda, a intensidade, a fluéncia (dose), a
concentragdo de cromoforos ativos e as propriedades dpticas (reflexio, transmissdo,
absorgdo, espalhamento e anisotropia) do tecido tratado, bem como o seu estado
fisiolégico. No caso especifico da terapia com lasers em baixa intensidade (LILT- Low
Intensity Laser Therapy) é proposto que componentes da cadeia respiratéria sejam os
primeiros absorvedores do quantum de luz, desencadeando uma cascata de eventos que
conduz a resposta final, por exemplo, & cicatrizagdo cutinea'®.

Apesar da vasta quantidade de trabalhos encontrados na literatura, nota-se que
as informagdes sobre os efeitos ndo-térmicos do Jaser em tecidos bioldgicos ndo sio
conclusivas, relatando na sua maioria casos clinicos ou observacionais com pouco
embasamento cientifico.

Em contrapartida, as propriedades dpticas de tecido patologico tém recebido
maior atengfo por parte da comunidade cientifica. Por exemplo, Kolarova e colaboradores,
em um estudo sobre a penetragdo da luz laser nas diferentes camadas da pele mostrou, in
vitro, que as propriedades Opticas dos espécimes sdo diferentes para pele normal e para
tecido de granulagio de tlceras'. A medida da profundidade de penetragdo da luz laser no
tecido de granulagdo foi aproximadamente 2,5 vezes maior que a profundidade de
penetragdo em pele normal de espessura similar. Ja estudos in ou ex vivo que investigam a
distribui¢do da luz no tecido sob condi¢do patoldgica sdo mais escassos na literatura. Pode-

se citar Melo e colaboradores, os quais analisaram as propriedades opticas de diferentes
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tecidos de rato em relagéio a distribui¢o espacial' da intensidade de luz. Para todos os
tecidos foram observados decaimento exponencial da radiagdo e distribui¢do circular do
espalhamento causado. Além disso, em figado cirrético o decaimento foi muito mais
pronunciado que em figado sadio'é. Investigar as propriedades épticas de tecidos sob uma
condigdo patoldgica, portanto, é essencial para otimizar a dosimetria associada a LILT.

Em trabalho realizado no Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares
(IPEN), em colaboragio com o Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sio
Paulo (ICB-USP) ', mostrou-se que a direcdo de polarizagdo do feixe de laser incidente
desempenha um papel importante na cicatrizagdo de queimaduras da pele, particularmente
na formagéo do tecido conjuntivo da derme. A anilise morfoldgica indicou que o colageno
na matriz extracelular estaria em um estagio de organizacdo mais avangado nas lesdes
irradiadas com a polarizaco alinhada paralelamente 4 coluna vertebral do animal, quando
comparado as lesdes controle (sem irradiagd0) e aquelas irradiadas com a polarizagio
alinhada perpendicularmente & coluna vertebral. No entanto, uma andlise quantitativa nio
foi realizada.

O laser em baixa intensidade é utilizado como terapia alternativa para
aceleragdo de cicatrizagiio de feridas ha trés décadas. Porém, seus mecanismos de agio
necessitam ainda de estudos para que sejam melhor compreendidos € para que esta terapia

possa ser utilizada de modo mais eficaz.
1.1. Objetivos

¢ Quantificar a organizagdo do coldgeno na matriz extracelular de feridas
irradiadas com o laser de He-Ne linearmente polarizado em baixa intensidade por
microscopia de polarizagio.

¢ Obter o coeficiente de atenuagio relativo de pele sadia, pele lesada ndo
irradiada e pele lesada irradiada pelo /aser de He-Ne linearmente polarizado em baixa
intensidade, durante o processo de cicatrizagio tecidual pela variagdo espacial de

intensidade e distribui¢go de luz detectadas por uma camera digital.
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1.2. Apresentacio do trabalho

Considerando o carater interdisciplinar deste tema, o proximo capitulo trata da
interagdo do laser com os tecidos bioldgicos, o qu'al descreve os fendmenos bésicos que
ocorrem quando a matéria é exposta a luz. Os capitulos trés e quatro retratam a anatomia
da pele e o processo de reparagio tissular, respectivamente, os quais no tém a pretensio
de detalhar o assunto, mas apenas destacar os aspectos mais relevantes para a compreensio
dos resultados obtidos. No quinto capitulo é feita uma revisio da literatura sobre a terapia
laser em baixa intensidade utilizada para tratamento de feridas cutineas. O capitulo seis,
materiais € métodos, esta dividido em duas partes. A primeira parte trata do procedimento
experimental para execugdo do primeiro objetivo € a segunda parte apresenta a
metodologia para atingir o segundo objetivo. Os demais capitulos do trabalho sdo divididos

entre os resultados obtidos e a discussio.
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2. INTERACAO DO LASER COM TECIDOS BIOLOGICOS

Cinco fen6menos podem ocorrer em conseqii€ncia da interagdo da radiagdo
eletromagnética com tecidos biolégicos: reflexdo, refracio, absorgdo, espalhamento e
transmissao.

A reflexdo e a refragio sdo inter-relacionadas pela lei de Fresnel e, por isso, sio
estudadas em conjunto. Somente os fétons nio refletidos, ndo absorvidos ou espalhados na
mesma direcdo do feixe incidente sdo transmitidos pelo tecido. A razio entre as
intensidades da radiagdo transmitida e incidente é chamada transmitancia.

O tipo de tecido e o comprimento de onda incidente determinam qual
fendmeno acima € o predominante. Alids, o comprimento de onda ¢ importante para

determinar o indice de refracio e os coeficientes de absorgdo e espalhamento.
2.1. Reflexiio e refracdo
A reflexdo é definida como a radiagdo eletromagnética que incide numa

superficie e retorna para o meio de origem. Em geral, a superficie refletora é uma interface

fisica entre dois materiais de indices de refragdo diferentes, tal como o ar e o tecido.

Figura 2.1: (a) Reflexdo especular. (b) Reflexdo difusa.

O angulo 6 ¢ medido entre a superficie normal e o feixe incidente. O angulo ¢’
¢ medido entre a superficie normal e o feixe refletido.

Quando a superficie ¢ lisa, assume-se que suas irregularidades s3o pequenas
quando comparadas ao comprimento de onda da radiagdo incidente, ocorrendo a reflexio
especular (figura 2.1a). Por outro lado, quando a rugosidade da superficie ¢ igual ou maior
que o comprimento de onda da radiagdo incidente, ocorre a reflexdo difusa (figura 2.1b).

Esse ultimo caso ¢ um fenémeno comum para os tecidos bioldgicos.
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A refragdo ocorre quando uma superficie refletora separa dois meios com
indices de refragdo diferentes (figura 2.2). Este fendmeno ocorre em conseqiiéncia da

mudanga de velocidade da luz incidente.

Figura 2.2: Refragdo da luz.

A relagdo matematica que governa a refracdo € a lei de Snell, dada por:

senf v
send V'
(2.1)
@: angulo de incidéncia, ja definido anteriormente.
6”: angulo de refragio.
v: velocidade da luz antes de atingir a superficie refletora.
v': velocidade da luz apés atingir a superficie refletora.
Os indices de refragio sdo assim definidos:
c c
n=-— n= —
v v
(2.2)

c: velocidade da luz no vécuo.
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Das equagdes (2.1) € (2.2) é possivel relacionar:

nsend =n'seng”

(2.3)

Apenas para sen6> n'/n a refragdo nio acontece, pois neste caso hé a reflexdo
total.

A refletividade de uma superficie ¢ a medida da quantidade de radiacio
refletida. E definida como a razio da amplitude do campo elétrico refletido e a amplitude
do campo elétrico incidente. A refletancia é a razio das intensidades correspondentes e
igual ao quadrado da refletividade. Tanto refletividade quanto refletdncia dependem do
angulo de incidéncia, da polarizagdo da radiagfio e dos indices de refragdo dos meios
envolvidos. As relagdes entre refletividade e refragdo sdo comumente conhecidas como lei

de Fresnel:

E; _ sen(6-6")

E, sen(6+6")

N

(2.4)
E, 1g(6-9")
E, tg(6+6")
(2.5)
E; _2senf"cos@
E, sen(6 +6")
2.6)
E_,',' N 2senf"cos@
E, B sen(d +6")cos(6 - 6")
2.7)

E: amplitude do vetor campo elétrico da radiagfio incidente
E”: amplitude do vetor campo elétrico da radiagdo refletida
E”: amplitude do vetor campo elétrico da radiagdo refratada
s plano de oscilagdo perpendicular ao plano de incidéncia

p: plano de oscilagdo paralelo ao plano de incidéncia
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Podia-se esperar que a intensidade do feixe refratado fosse complementar a
intensidade do feixe refletido, tal que a soma de ambos fosse igual a intensidade incidente.
Contudo, isto ndo ¢ correto porque a intensidade ¢ definida como poténcia por unidade de
area e a secgdo transversal do feixe refratado ¢ diferente da secgdo transversal dos feixes
incidente e refletido, exceto para incidéncia normal. Somente a energia total nestes feixes ¢
conservada.

As refletancias sdo dadas por:

2.8)

(2.9)

O &ngulo no qual R,= 0 é chamado angulo de Brewster. Quando os meios sio
ar e agua, mesmo com incidéncia normal, isto é, &= 0, as refletancias, tanto para R; quanto

para R, sdo aproximadamente 2%.

2.2. Absorgio

A absorgdo ocorre quando a onda eletromagnética ndo retorna a partir da
superficie incidente e nem se propaga no meio (figura 2.3). A absorbancia do meio ¢

definida como a razéo das intensidades absorvida e incidente.

2
Figura 2.3: Absor¢do da luz.
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Parte da energia da radiagdo absorvida é convertida em calor ou em vibragio
das moléculas que compdem o tecido. Um meio transparente permite a passagem da luz
sem qualquer absor¢3o, ou seja, a energia radiante total que entra e sai desse meio ¢ a
mesma. J& um meio opaco reduz a energia da radiagdo incidente praticamente a zero. Os
termos transparente e opaco sio relativos, pois sio dependentes do comprimento de onda.

A habilidade de um meio absorver radiagdo eletromagnética depende de alguns
fatores, principalmente da constituigio eletrdnica de seus atomos e moléculas, do
comprimento de onda da radiacio, da espessura da camada absorvedora e de pardmetros
internos, tal como temperatura e concentragdo de agentes absorvedores. Duas leis sdo
freqlientemente aplicadas para descrever tanto o efeito da espessura, lei de Lambert (2.10),

quanto o efeito da concentragdo, lei de Beer (2.11), sobre a absorgio:

I(z)=1,e=

(2.10)
I(z)=1,e™<

(2.11)

z: eixo Optico

1(z): intensidade na distincia z

Ip: intensidade incidente

a: coeficiente de absor¢ido do meio

¢. concentrag¢do de agentes absorvedores

k': depende dos demais pardmetros internos

Quando ambas as leis descrevem o mesmo comportamento de absorgio,

tornam-se conhecidas como lei de Beer-Lambert. Da equagio 2.10, obtém-se:

(2.12)
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O inverso do coeficiente de absor¢do « é referido como comprimento de

absorgdo L, isto é:

R |~

(2.13)

O comprimento de absor¢do mede a distancia z que tera intensidade /(z)
reduzida a 1/e de seu valor incidente /.

Nos tecidos bioldgicos, a absor¢io é causada principalmente por moléculas de
agua e macromoléculas, como proteinas e pigmentos. Uma janela terapéutica é delimitada
entre 600 nm e 1200 nm, em razio de nio haver fortes absor¢des nem das macromoléculas,
nem da agua. Nessa faixa do espectro eletromagnético, a radiacio penetra mais
profundamente nos sistemas biolégicos e por esta razdo esses comprimentos de onda sio

mais utilizados na LILT.

2.3. Espalhamento

Quando particulas carregadas e confinadas elasticamente sio expostas as ondas
eletromagnéticas, seus movimentos passam a ser de acordo com o campo elétrico
incidente. Se a freqiiéncia da onda ¢ igual a freqiiéncia natural das vibragdes livres das
particulas, ocorre ressonncia, acompanhada por quantidade consideravel de absorc3o.

O espalhamento, por outro lado, ocorre quando a freqiiéncia da onda ndo
corresponde a freqiiéncia natural das particulas. A oscilag@o resultante ¢ determinada pela
vibragdo forgada. Em geral, esta vibragdio ter a mesma freqiiéncia e diregdo daquela da
forca elétrica da radiagfo incidente. Sua amplitude, porém, é muito menor do que para o
caso da ressonancia. Além disso, a fase da vibragdo for¢ada difere da fase da onda
incidente, fazendo com que os fétons diminuam a velocidade ao penetrarem num meio
denso. Por isso, 0 espalhamento pode ser considerado como origem basica da dispersdo.

Dependendo da maneira em que a energia do féton incidente ¢ convertida, ha o
espalhamento elastico ou ineléstico.

No caso eléstico, os fotons incidente e espalhado tém a mesma energia. Um
caso especial do espalhamento eléstico é o espalhamento Rayleigh. Sua restrigdo é que as

particulas espalhadoras sejam menores do que o comprimento de onda da radiagdo
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incidente. Nesse tipo de fendmeno, encontra-se uma relagdo entre intensidade espalhada e
indice de refragdo: o espalhamento é inversamente proporcional a quarta poténcia do

comprimento de onda, afirmag3o essa conhecida como lei de Rayleigh.

e

Luz incidente . p

L Meio espalhador

Figura 2.4: Espalhamento Rayleigh

Na figura 2.4, uma onda eletromagnética plana incide sobre um meio

espalhador com espessura total L.

Em determinado tempo, o campo elétrico da onda incidente pode ser expresso

por:

E(z)=E ™
(2.14)
Ey: amplitude do campo elétrico incidente
k: vetor propagacio
Z: eixo Optico
Em primeira aproximagao, assume-se que a onda original alcanga o ponto P do

eixo 6ptico com adi¢do de uma pequena contribui¢do de espalhamento. A perda na

intensidade por conta do espalhamento é descrita por uma relagéo similar a absorg3o:

I(z)=1,e7"
(2.15)

a;: coeficiente de espalhamento
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Diferenciando a equagio 2.15 em relagdo a z:

dl= -a,1d,
(2.16)

A intensidade espalhada pelo meio de espessura L, como esquematizado na

figura 2.4, ¢ entdio proporcional a ose L:

1:g~ aS L
2.17)

Assumindo que h4 NL 4tomos por unidade de drea no meio espalhador, com N
denotando a densidade de atomos espalhadores, a intensidade espalhada por um destes

atomos pode ser descrita pela relagdo:

7 al a
NL N
(2.18)
Entdo, a amplitude do campo elétrico correspondente é:
E ~ %
N
(2.19)

Como conseqiiéncia da interferéncia de todas as ondas espalhadas, a amplitude

do espalhamento total pode ser expressa por:

E, ~NL|% =L Ja.N
N

(2.20)
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A amplitude na distancia z do eixo Optico é obtida adicionando-se as

amplitudes de todas as ondas esféricas espalhadas a amplitude da onda plana incidente, ou

seja:
E(z)=E, (e”‘z + L‘/ES—NTE; 27zrdrj
0
(2.21)
R2= 724 2
Em determinado z:
rdr=RdR
(2.22)
Isto reduz a equagdo 2.21 a:
E(z)=E, (e'*z +LJa, Nzn?e““*dRJ
(2.23)

Se um trem de onda tem comprimento finito, o espalhamento R——>w pode

ser desprezado. Assim, da equagio 2.23:
. 2 .
E(z)=E, (e'kz - Lya, N—_Z—e"‘z)
1
(2.24)

Inserindo o comprimento de onda A= 2 7k:

E(z)=E,e* (1 + ML\/ZN)

(2.25)
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De acordo com o que foi assumido, a contribui¢do do espalhamento, isto €, o
segundo termo entre parénteses na equagdo 2.25, € pequena comparada ao primeiro termo.

Entéo, eles podem ser aproximados como os dois primeiros termos de uma expansio de:

E(z)= E, exp[i(kz + AL\/ZN)J
(2.26)

Assim, a fase da onda incidente é alterada pela quantidade AL\Ja,N como

conseqiiéncia do espalhamento. Este valor deve ser igual a expressdo da diferenca de fase:

A¢=—2§ n—1)L

(2.27)

Essa diferenga ocorre quando a luz se propaga a partir de um meio livre para

um meio com indice de refracdo n. Entiio:

(2.28)

(2.29)

Das equagdes 2.17 € 2.29, desprezando-se a dependéncia entre comprimento de

onda e indice de refracdo, finalmente é possivel obter a lei de Rayleigh do espalhamento:

(2.30)
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Se o dngulo de espalhamento 6 for considerado, mais detalhada sera a analise:

2
1,(0)~1t e ) ij ©)

(2.31)

Se 6= 0, o espalhamento € para frente, na mesma direcdo da onda incidente.

Nesta obtengdo da lei de Rayleigh, a absor¢do foi desprezada. Assim, as
equagdes 2.29 e 2.31 sdo validas apenas para comprimentos de onda distantes de qualquer
banda de absorgdio. Absorgio e espalhamento serio considerados simultaneamente na
secdo 2.4.

Quando as particulas espalhadoras tém extensio comparavel ao comprimento
de onda incidente, o espalhamento Rayleigh ndo € aplicavel e outro tipo de fendmeno é
definido: o espalhamento Mie.

A teoria do espalhamento Mie é mais complexa e, portanto, serdo apenas
enfatizados dois aspectos importantes que o diferem do fenémeno Rayleigh. Primeiro, o
espalhamento Mie mostra fraca dependéncia sobre o comprimento de onda (~A™ com

0,4<x<0,5) comparado ao Rayleigh (~1™). Segundo, o espalhamento Mie apresenta

preferéncia pela dire¢do da onda incidente. Contudo, o espalhamento Rayleigh é
proporcional a 1+cos*(6), de acordo com a equagdo 2.31. Assim, as intensidades dos
retroespalhamentos e daqueles com a mesma dire¢do do feixe incidente, sdo iguais.

Nos tecidos biologicos, os fétons sdo preferivelmente espalhados na mesma
diregdo do feixe incidente'®. Este fenomeno nio pode ser explicado pelo espalhamento
Rayleigh. Além disso, a dependéncia do comprimento de onda é mais forte do que prediz o
espalhamento Mie. Desta forma, nem Rayleigh nem Mie descrevem completamente o
espalhamento nos tecidos. Portanto, é conveniente definir uma fun¢@o probabilidade, p(é),
de um foton a ser espalhado por um 4ngulo 6. Se a probabilidade nio depender de 6, o

espalhamento € dito isotrépico. Caso contrério, o espalhamento é chamado anisotrépico.
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A medida da anisotropia do espalhamento ¢ dada pelo coeficiente de
anisotropia g, onde g= 1 significa espalhamento na mesma dire¢do da onda incidente, g=-1

significa retroespalhamento e &= 0, espalhamento isotrépico. Em coordenadas polares, o

coeficiente g ¢ definido por:

j p(@)cos&dw

_ 4r

[p®)daw

(2.32)

p(0): fungio probabilidade

dw=sen8d0 d¢: elemento do angulo solido

Por defini¢do, o coeficiente de anisotropia g representa o valor médio do
cosseno do &ngulo de espalhamento 6. Para a maioria dos tecidos biolégicos, g pode
assumir valores de 0,7 a 0,99, Portanto, os 4ngulos de espalhamento estdo entre 8° e 45°.
Em meios turbidos, os coeficientes de anisotropia e espalhamento relacionam-se por um
mesmo parametro, chamado coeficiente de espalhamento reduzido: o, ’= q (1-g).

O termo importante na equagfio 2.32 é a fungdo probabilidade p(6), também

chamada fungfo de fase e freqiientemente normalizada por:

1
— O =1
pye 4;[ p(0)d
(2.33)
Varias fungdes de fase sdo teoricamente propostas: Henyey-Greenstein,

Rayleigh-Gans, 8-Eddington e Reynolds'®. A fun¢do de Henyey-Greenstein é a que melhor

concorda com as observagdes experimentais e ¢ dada por:

1-g?
9) =
o (1+g* -2gcosg )2

234)




b AR LN, I, S SN A s - . -

24

Quando representada pela forma abaixo, torna-se uma fungfio conveniente para
manuseio:

p(@)= Z:O (2i + g’ P (cos 0)

(2.35)

P;: polindmios de Legendre
2.4. Atenuacio

Grande parte dos tecidos bioldgicos sofre, simultaneamente, absorcdo e
espalhamento'®. Por este motivo, sio chamados meios turbidos. O coeficiente de atenuagio

total destes tecidos é expresso por:

a[= aa + as

(2.36)

Em meios tirbidos, o livre caminho médio Optico dos fétons incidentes é

determinado por:

(2.37)
Apenas em alguns casos pode-se desprezar a relagdo entre esses dois

coeficientes, mas ¢ importante considerar ambos os processos. Assim, torna-se conveniente

definir um parimetro adicional, o albedo dptico a:

(2.38)
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Se a= 0, a atenuagfio é exclusivamente conseqiiéncia da absor¢fio. Se a= 1,

somente o espalhamento ocorre. Para g= Y2, = a. Geralmente absorgdo e espalhamento

ocorrem em proporgdes variadas.

Quando meios turbidos sdo analisados, outro parimetro é utilizado, a

profundidade éptica 4

d=[a,ds
0
(2.39)

ds”: representa um segmento do caminho optico

s: comprimento total do caminho éptico

No caso de atenuagio homogénea, isto ¢, coeficiente de atenuag¢do constante, a

equagdo 2.39 torna-se:

d= as

(2.40)

A vantagem em utilizar o albedo a ¢ a profundidade dptica d, ao invés dos
coeficientes de espalhamento e de absorgdo, ¢ que tanto @, quanto d, sdo pardmetros
adimensionais, e as informagdes contidas no par a e d, sdo as mesmas contidas no par a, e
.

Ao considerar meios turbidos, a normaliza¢do da fungdo de fase, dada pela

equagdo 2.33 deve ser alterada para:

1
—_ Ndw =a
4”4£p( X

(2.41)




26

Se a fungdo probabilidade aproximar-se de zero, o espalhamento & desprezivel.

Entdo as equagdes 2.34 € 2.35 devem ser mudadas:

1-g?
9 =
PO a( 1+g* -2gcosd )
2.42)
p@)=a)" (2i+1)g'P(cos 0)
(2.43)

O coeficiente de espalhamento reduzido, definido por &;’'= a; (1 - g) relaciona-
se com o coeficiente de atenuacio, segundo a literatura's, por: &'= ¢, + .
Neste trabalho, desenvolveu-se um aparato experimental para a medigdo do

coeficiente de atenuacio, durante o processo de cicatrizagio, em amostras de pele sadia e

queimada.
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3. PELE

A Fisiologia é o ramo da Biologia que estuda as fungdes orginicas dos seres
vivos, sendo didaticamente dividida em diversos sistemas, entre eles, o Sistema
Tegumentar, responsavel pela pele.

A pele é o tecido orgénico que cobre a superficie dos corpos de todos os
vertebrados, formada por uma camada exterior, chamada epiderme, e outra interior,

chamada derme (figura 3.1). Aves e mamiferos apresentam uma terceira camada, a

hipoderme.

Figura 3.1: Fotomicrografia de pele sadia de rato. Observa-se uma epiderme delgada (E)
revestindo uniformemente a superficie da pele. A derme subjacente (D) exibe grande
quantidade de feixes de coligeno, poucas células do tecido conjuntivo e anexos da pele:
glandulas sebdceas e foliculos pilosos. HEXS0.

A epiderme origina-se do ectoderma somatico e é constituida por um tecido
epitelial pluriestratificado pavimentoso. A camada celular mais profunda deste epitélio é
denominada germinativa (camada de Malpighi), cujas células se acham em continuas
divisdes mitdticas, produzindo células para a substitui¢do das superficiais, que
continuamente morrem e se desprendem do tecido. Nos vertebrados terrestres, as células
mais superficiais sio mortas devido a uma total impregnagdo pela proteina queratina,
substancia impermeavel que, formando a chamada camada cornea, confere uma protecio

ao animal principalmente contra a desidratag3o.
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A derme situa-se logo abaixo da epiderme e € bem mais espessa que esta.
Embriologicamente, tem origem mesodérmica e é constituida por tecido conjuntivo,
contendo vasos linfaticos, vasos sangiiineos, nervos e porgdes basais de glandulas.
Predominantemente, contém fibroblastos, os quais sdo responsaveis pela secregio de
colageno e elastina, oferecendo suporte e elasticidade a pele.

A hipoderme é uma camada localizada imediatamente abaixo da derme,
constituida de tecido conjuntivo extremamente rico em tecido adiposo, aparecendo
somente nas aves € mamiferos. Além do papel de reserva nutritiva (gordura), desempenha
importante papel auxiliar na regulagfio da temperatura corpérea, devido ao fato da gordura
funcionar como uma camada isolante, reduzindo, assim, a perda de calor para o meio (nos
animais homeotérmicos).

A pele contém uma variedade de “acessorios”, principalmente foliculos
pilosos, glandulas sudoriparas e sebaceas, os quais se originam embriologicamente na
epiderme. As fungdes da pele nos vertebrados sa0 muitas: prote¢io mecanica e contra
microorganismos patogénicos; recepcdo de estimulos do meio externo; excregdo de
catabdlitos (peixes e mamiferos); regulagdo da temperatura nos homeotermos (aves e
mamiferos); regulagio da concentragdo de sais nos liquidos corpéreos (mamiferos);
acumulo de substincia de reserva, a gordura, nos homeotermos; nutricdo de mamiferos
jovens (glandulas mamarias); ataque e defesa; e identifica¢do sexual (coloragio).

Ratos sdo bastante utilizados em pesquisas sobre laser em cicatrizagdo de
lesbes porque sdo baratos, reproduzem-se facilmente e em grande numero, sdo de facil
manuseio e a cicatrizagdo das feridas ocorre de duas a trés semanas. Por isso a pele destes

animais de experimentagio foi utilizada neste trabalho.
3.1. Matriz extracelular

A matriz extracelular ¢ todo contetido do tecido que esta fora das células que o
compdem. E formada por um conjunto heterogéneo de macromoléculas produzidas pelas
proprias células dos tecidos. O tipo de macromolécula, bem como sua organizagio e
quantidade relativa determinam as propriedades fisicas e funcionais dos tecidos. A matriz
pode constituir a maioria do tecido, como é o caso da pele, ossos e cartilagens ou a
minoria, como ocorre no tecido nervoso. Atualmente sabe-se que a matriz ndo é uma
componente passiva do tecido, pelo contrario, pode influenciar as suas células em varios

fendmenos bioldgicos importantes, tais como migragdo, proliferacio, desenvolvimento,
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forma e fungio®, Didaticamente, as macromoléculas da matriz extracelular sdo divididas
em duas classes distintas: fibrilares e ndo fibrilares.

As componentes fibrilares podem ser divididas em dois subgrupos: estrutural e
de adesdo. Pertencem ao grupo das fibrilas estruturais o colageno e a elastina. O primeiro
confere resisténcia ténsil ao tecido e o segundo, elasticidade. J4 as proteinas de adesio
promovem a ligag3o das células aos diferentes elementos da matriz. S0 exemplos desse
grupo de fibrilas de adesdo a laminina, a qual une as células epiteliais & sua membrana
basal, e a fibronectina, que liga e promove a adesdo dos fibroblastos 4 matriz extracelular
do tecido conjuntivo por intermédio das integrinas.

As componentes nio fibrilares sio representadas pelas glicosaminoglicanas e
proteoglicanas. As primeiras sfo polissacarideos de alto peso molecular e grande
quantidade de cargas negativas. Além disso, sdo freqiientemente encontradas ligadas as
proteinas e neste caso, passam a se chamar proteoglicanas. Tais moléculas promovem um
meio hidratado, similar a um gel, permitindo livre difusio de nutrientes, metabélitos e
horménios entre a corrente sangiiinea e as células. Também conferem resisténcia

compressiva aos tecidos.
3.2. Colageno

Os colagenos constituem uma familia de glicoproteinas com pelo menos vinte
tipos até agora conhecidos. Agregam-se em fibrilas e fibras cujos feixes sdo visiveis e
distingiiiveis & microscopia de luz gragas a particularidades morfoldgicas e topograficas
especiais.

O colageno tipo I é o principal colageno em tenddes, dentina e pele de animais
adultos. Porém nesta, os feixes formam uma rede tridimensional, entrecruzando-se
formando uma malha.

A fibra do coldgeno é constituida de unidades precursoras, tropocolagenos,
agregadas e ligadas com alta ordem molecular, sendo possivel afirmar tratar-se de um
estado de agregagdo com elevado grau de cristalinidade, tendo a birrefringéncia como
propriedade intrinseca. Este fato resulta da estrutura priméria (composi¢do e seqiiéncia de
aminoacidos) e dos tropocoligenos constituirem trés cadeias polipeptidicas com uma
estrutura em tripla hélice. Nas duas extremidades da tripla hélice (triplex) estendem-se
por¢des das cadeias peptidicas que ndo estdo formando triplex. Estas extensdes n#o

helicoidais sdo denominadas de telopeptidios C (de COO'H) e N (de NH5) terminais e sua
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importancia ¢ revelada por uma remogdo enzimatica, responsavel pela agregacdo lateral
dos tropocolagenos. Cada uma das cadeias do tropocoldgeno tem um total de mil
aminoacidos com comprimento de 300 nm e largura de 1,4 nm. O que torna o colageno
com caracteristicas fisicoquimicas peculiares é a sua composi¢do em aminoacidos, pois a
cada trés amino4cidos, o terceiro & sempre glicina, -X-Y-Glicina. Ainda como
particularidade aparecem os aminoacidos prolina e hidroxiprolina, os quais chegam a 20%
dos aminoacidos das cadeias do colageno. Vale salientar que a lisina hidroxilada forma
hidroxilisina, tendo importante papel para ligar galactose e dissacarideo da lactose-glicose,
servindo de ligagdo cruzada entre as moléculas de colageno e  proporcionando

estabilidade?".
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4. REPARACAO TISSULAR

Varias situagdes podem traumatizar o organismo, entre elas, exposicio a
agentes quimicos ou fisicos e a Organismos como bactérias, virus e fungos. O trauma e a
inflamagdo aguda, que € a primeira resposta do organismo a agressio, causam morte
celular e destroem a matriz extracelular.

O processo de reparacio tissular vaj substituir por um novo tecido as células

mortas e a matriz extracelular destruida. A reparagdo tissular envolve basicamente: a
regeneracdo das células especializadas, através da proliferagdo das sobreviventes (quando
possivel), a formagdo do tecido de granulagdo e a reconstrugio do tecido. Estas etapas se
sobrepdem e se completam.

O resultado final do processo depende do tipo de tecido danificado e da
extensdo do trauma. Por exemplo, na epiderme, se o trauma & superficial, o tecido formado
tem as mesmas caracteristicas e desenvolve as mesmas fungdes que o tecido original. Isto é
possivel pois os queratindcitos se regeneram facilmente a partir de células fontes presentes
na camada basal da epiderme. No caso do musculo esquelético, as células especializadas
ndo podem se regenerar e sio substituidas por tecido conjuntivo, 0 que causa o
comprometimento das fungdes normais. No caso da epiderme diz-se que ocorreu
regeneragdo e no caso do misculo que houve reparagdo com formagdo de cicatriz.

O resultado final do processo de reparagdo tissular depende nio apenas da
extensdo e do tipo do trauma, mas também da capacidade das células sobreviventes de
repovoar a area danificada. As células podem ser classificadas em trés grupos de acordo
com a capacidade de proliferar na vida adulta, e, conseqiientemente, de repovoar uma area
danificada: labeis, estaveis e permanentes. As células permanentes, que incluem neurdnios
e células musculares cardiacas, niio tém capacidade de proliferar na vida adulta. As células
labeis proliferam-se continuamente durante toda a vida do individuo para substituir células
que se perdem como conseqiiéncia da exfoliagdo; neste caso incluem-se as células
epiteliais da pele e do trato gastrointestinal. As células estaveis possuem a capacidade de
proliferar na vida adulta, mas em condi¢des normais a taxa de proliferagdo é muito
reduzida; nesta categoria incluem-se células do tecido conjuntivo como fibroblastos e
condrdcitos, e células parenquimais como hepatécitos e células tubulares renais.

O processo de reparacio tissular é freqiientemente estudado na pele. Tomando-

se a derme como modelo, as etapas estudadas serdo representativas das etapas do processo
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de reparagdo na maior parte dos orgos. Didaticamente, o processo de reparagdo pode ser
dividido em trés etapas que se sobrepdem: inflamago, formagdo do tecido de granulagdo e
remodelagem.

A inflamag3o se inicia no momento em que o tecido € agredido. O rompimento
de pequenos vasos sangiiineos causa o extravasamento de sangue e a conseqiiente
formagio de um coégulo. Para que o coagulo se forme, ocorre a ativagio das plaquetas,
que além de formar trombo, liberam varias substancias ativas no local da lesio. Essas
substancias e outras liberadas pelo tecido danificado vdo funcionar como quimiotaticos
para leucécitos e outros tipos celulares. Os primeiros leucdcitos a chegarem no local da
lesdo sdo os neutréfilos, seguidos dos monécitos. Ambos os tipos celulares tém como
fungdo fagocitar e digerir microorganismos invasores e também restos de tecido e células
mortas. Além disso, os macréfagos liberam uma grande quantidade de substancias
(enzimas, citoquinas, fatores de crescimento, substincias vaso-ativas e fatores
quimiotaticos) que atrairdo outras células inflamatérias e iniciardo a formagio do tecido de
granulagio.

A formagdo do tecido de granulagdo envolve o actimulo de macrofagos, a
proliferagdo de fibroblastos, a deposi¢do de matriz extracelular e a angiogénese. Os
fibroblastos, quando estimulados pelas substdncias liberadas por plaquetas e macréfagos,
proliferam, migram, depositam matriz extracelular e causam a retragdo da ferida. A matriz
extracelular sintetizada pelos fibroblastos serve como substrato para a migracio de
macrofagos, células angiogénicas e outros fibroblastos. A maior parte dos fibroblastos do
tecido de granulacdo sofre modificagdes e passa a expressar o fenétipo de miofibroblasto.
Essas células serdo responséveis pela posterior retragdo do tecido de granulag@o, o qual
permite a aproximago das bordas da lesdo, e pela sintese de matriz extracelular.

A tltima etapa do processo de reparo (remodelagem) é também a mais longa.
Como as anteriores ¢ continua, inicia-se com a retirada de acido hialurénico e fibronectina
ainda durante a formagéio do tecido de granulagdo, seguida pela deposicio de colagenos
(principalmente tipo III, mas também tipos I € V) e outros componentes da matriz
extracelular e posteriormente de quantidades crescentes de colageno tipo I.

A reparagdo cutinea segue as fases Ja descritas: com a lesdo ocorre o
rompimento de vasos sangiiineos e o extravasamento de células sangiiineas, as quais
liberardio substancias quimiotaticas para as células inflamatérias e iniciario a fase
inflamatéria propriamente dita, ao fim da qual ocorrera a formagdo do tecido de

granulagdo. No caso das lesdes cutineas uma caracteristica importante desta fase é a
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reepitelizagdo da lesdo através da proliferagdo de queratindcitos periféricos. A fase
seguinte é a de remodelagem da cicatriz com redugfo da celularidade e rearranjo da matriz
extracelular.

Uma lesdo pode ainda ser classificada em incisional, onde as bordas da ferida
se mantém em contato, e excisional, onde as bordas se tornam afastadas em consegqiiéncia

da perda de parte dos tecidos da pele. A primeira classificagdo é denominada cicatrizagdo

por primeira intencio e a oufra, por segunda inteng3o. Esta classificagdo € importante
porque durante a cicatrizagio por segunda inteng3o, cada processo torna-se mais evidente.
Neste trabalho, o modelo de lesio foi a queimadura de terceiro grau,

caracterizando uma cicatrizagio por segunda inteng3o.
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5. LASER NA REPARACAO CUTANEA

A terapia com laser em baixa intensidade é usada como terapia alternativa para
acelerar feridas desde que Mester e colaboradores reportaram, em 1971, os efeitos
benéficos dessa aplicagio®. A maioria dos protocolos € desenvolvida empiricamente®,
resultando em doses que variam de poucos a muitos J/cm® O tratamento pode durar
poucos minutos para doses baixas ou muito tempo para doses superiores a 30 Jem?,
dependendo da poténcia média do Jaser. Os comprimentos de onda mais usados fazem
parte da faixa visivel e do infravermelho proximo do espectro eletromagnético.

Estudos investigam a eficiéncia da irradiagdo Jaser em uma variedade de
condigdes patolégicas em animais, humanos e células. Segundo esses estudos, dependendo
da dose, do tempo de exposi¢do, do comprimento de onda, das condigdes fisio e
morfoldgicas dos tecidos, os efeitos da irradiagdo podem ser estimuladores ou inibitérios*,
Clinicamente, a LILT tem sido reportada no tratamento de ulceragdes venosas e cronicas,
lesdes de tecidos moles e na estimulagdo de cicatrizagio de feridas crénicas e agudas®.

A bioestimulagio laser em cicatrizagdo de feridas ocorre durante a fase
proliferativa, como conseqiiéncia do aumento do processo metabolico celular®®, Além
disso, a radiagdo laser pode estimular células cruciais envolvidas no inicio do processo de
reparagdo, por isso seu efeito mais pronunciado durante o processo inflamatério®” % 29,
Quanto as outras fases do processo de reparacdo, relata-se que a sintese de colageno pode

ser estimulada pela irradiago laser™®,
5.1. Reviséo bibliografica

Os efeitos terapéuticos da bioestimulagdo laser foram estudados sobre a
producdo do coldgeno no tendio de Aquiles de coelhos®'. O laser utilizado foi de He-Ne
(A= 632,8 nm), com dose de 1 J/cm? aplicada transcutaneamente durante 14 dias apds a
tenotomia. O colageno total nos tenddes do grupo tratado foi significantemente maior
comparado aos tenddes do grupo controle e a solubilidade dos espécimes foi
significantemente diferente entre os grupos: foi maior para as extragdes com colageno
neutro soltivel em sal (NSC) e colageno insoltivel (ISC) e menor para colageno soliivel em
pepsina (PSC) no grupo laser. Os autores discutiram que a pepsina rompe ligagdes

peptidicas no terminal amino de aminoacidos aromaticos, como triptofano, tirosina e
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fenilalanina. No colageno tipo I, a pepsina atua primeiramente sobre o terminal amino da
molécula, ao passo que o terminal carboxila do colageno € quebrado mais tarde. Assim, o
aumento da resisténcia do colageno contra a atuag@o da pepsina fortemente sustenta os
achados sobre a alta integridade mecanica dos tenddes de Aquiles quando tratados com a
terapia laser em baixa intensidade. E o colageno neutro soliivel em sal constituiu-se tanto
do colageno recém sintetizado quanto do produto de degradagdo do colageno insolavel,
sugerindo que a razdio de modificagdo do coldgeno foi maior no grupo laser, ou seja,
ocorreu mais rapida sintese de colageno neste grupo. O mecanismo pelo qual o laser
facilita a produgdo de coligeno ndo esta claro. E possivel que alteragdes na regulacio
génica ou na modulagio de enzimas do metabolismo do colageno estejam envolvidas.

Um dos primeiros trabalhos sobre cicatrizagdo de tlcera cronica venosa que
irradiou as bordas da ferida e ndo o centro da mesma, foi realizado por Lagan'! e
colaboradores. Nesse estudo foi utilizado o Jaser de AsGaAl, A= 830 nm, I= 300 mW/cm?
e D=9 J/em’. Foi constatada retracdo da drea ferida. Nas duas primeiras semanas houve
diminui¢do da dor e até o final do estudo, os niveis de dor flutuaram, chegando a um alivio
de 15% no ultimo dia.

Vinte ¢ oito pacientes com feridas diabéticas e isquémicas nos pés foram
tratados com terapia laser em baixa intensidade durante 20 sessdes. Vinte pontos ao longo
das pernas e pés foram irradiados. Todos os pacientes receberam tratamento convencional,
além da LILT. Apos trés meses, o grupo irradiado apresentou melhoras em relagdo ao
grupo que recebeu apenas tratamento convencional®2.

Lagan™ e co-autores também pesquisaram o efeito do /aser (A= 830 nm) em
feridas pés cirtrgicas, com D=9 J/cm® e I= 300 mW/cm?. Os pacientes foram irradiados
uma vez por semana at€é o fechamento da ferida. Os achados nio indicaram diferenga
estatisticamente significante entre os grupos laser e controle quanto ao fechamento da
ferida e a dor. Foi sugerido que os pardmetros laser nio foram os mais adequados.

Um estudo placebo foi realizado para investigar a eficiéncia da terapia laser no
tratamento de tlceras cronicas venosas quando também tratadas por métodos
convencionais. Quinze pacientes com tlceras na perna foram irradiados uma vez por
semana, durante quatro semanas, sendo acompanhados até a 8 ou 12° semana para
verificagdo da ferida e da dor. Um laser de diodo, de comprimento de onda varidvel entre
600 e 950 nm, foi utilizado com dose 12 J/em?, 523 mW e 5 KHz. Embora ndo tenha
havido diferenca estatisticamente significante entre os grupos tratado e placebo, houve

aparente diferenga clinica entre o tempo de cicatrizagio; apés irradiagdo, uma redugio
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continua no tamanho das lesdes foi evidente no grupo tratado. Quanto a dor, nio houve
diferenga estatistica significante entre os grupos. Os autores®® concluiram que o laser
associado a terapia convencional nio promove efeito benéfico evidente.

Ainda sobre terapia alternativa de Ulceras, o trabalho de Lucas®® e
colaboradores reportou os efeitos da LILT em dezesseis pacientes com tlcera decubitus.
Todos eles receberam tratamento padrdo, mas somente um grupo, com oito integrantes,
recebeu um tratamento adicional a laser. A irradiag@o ocorreu durante seis semanas, ou até
o fechamento completo da lesdo, cinco vezes por semana. Um Jaser de diodo foi usado
com A= 904 nm, f= 830 Hz, D=1 J/cm?, P,= 8 mW e tempo de exposigdo 125 segundos.
A area exposta tinha 30 cm® Nio houve diferenga estatistica entre os grupos laser e
controle quanto a diminui¢do da 4rea da lesio. Os autores concluiram que a terapia laser
em baixa intensidade combinada com tratamento convencional desfavorece o aparecimento
do efeito benéfico em relagio ao grupo controle.

Para obter evidéncias sobre o efeito da LILT na cicatrizagdo de feridas, o
estudo de Simunovic®® e colaboradores foi realizado em duas etapas. Na primeira etapa, 68
coelhos foram preparados cirurgicamente e duas incisdes de 1,5 cm de comprimento foram
feitas sobre a pele, na regiio lombar. O grupo #1 foi controle e os outros dois grupos foram
irradiados. O laser foi aplicado segundo a técnica de varredura, com dois comprimentos de
onda possiveis: AsGa (A= 904 nm), = 4672 Hz ou He-Ne (A= 632,8 nm), com dose
méxima de 4 J/cm®. Ndo houve diferenca entre as duas feridas provocadas no animal; a
espessura da epiderme foi maior no grupo exposto com He-Ne; a 4rea da ferida diminuiu
nos grupos irradiados e estes apresentaram maior contetido de linfécito em relagdo ao
controle. O efeito sistémico observado em relagdo a area da ferida foi discutido como
conseqiiéncia do aumento da microcirculago local, o qual faz circular fatores que regulam
o tamanho da ferida do lado oposto ao tratado. Na segunda etapa, os 74 pacientes
selecionados haviam sofrido injurias no tecido mole provocadas por movimento brusco ou
por sobrecarga devido atividade esportiva. A irradiagdo ocorreu 48 horas depois da
cirurgia, durante 18 dias consecutivos, em contato com a pele, nos pontos de gatilho de dor
com o /aser de AsGaAl (A= 830 nm), didzmetro do feixe 5 mm e dose maxima de 10 Jem?,
Além disso, um laser de He-Ne (A= 632,8 nm), com didmetro do feixe de 2 mm foi
acoplado a um aser de diodo pulsado, (A= 904 nm), f= 5000 Hz e dose maxima de 4 J/cm?
para ser utilizado durante a técnica de varredura em toda a area lesada, ou em conjunto

com o AsGaAl. Os grupos tratados com laser tiveram movimentos passivos e ativos cerca
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de 35% mais cedo do que os respectivos controles. As vantagens da LILT
significantemente aceleraram a cicatrizagfo da ferida e aliviaram a dor, com subseqiiente
restabelecimento da habilidade funcional.

A fim de determinar o efeito da LILT sobre a secregdo de fatores de
crescimento do endotélio vascular e sobre a proliferagdo de células endoteliais humanas,
culturas de células foram irradiadas com laser de He-Ne (A= 632,8 nm) em doses de 0,10 a
6,3 J/em’. O estudo mostrou que a irradiagdo laser aumenta a producdo de fatores de
crescimento do endotélio vascular, de fibroblastos e de midcitos cardiacos e estimula o
crescimento de células endoteliais em cultura. Segundo os autores®’, esses achados podem
estabelecer novos métodos para reparagao vascular pds-angioplastia.

O objetivo do estudo seguinte foi avaliar clinicamente os efeitos da radiagdo
laser de AsGa (A= 904 nm), em enxertos autélogos de pele, em malha, com espessura
completa, na reparagio de feridas carpometacarpianas de cdes’®. Vinte cies foram
separados em dois grupos, nos quais foi criada uma ferida de 7,5 cm® na regido
carpometacarpiana. Nos animais do grupo I a transposi¢do realizou-se em leito receptor
fresco e nos animais do grupo II a enxertia foi em leito receptor contendo tecido de
granulagdo. A regido doadora foi a parede costolateral. O tratamento laser foi realizado
logo apés procedimento operatorio, com P= 45 mW e D= 4 J/cm? aplicada pontualmente,
durante dez dias. Somente o lado esquerdo foi irradiado, sendo o lado direito, controle. Os
resultados indicaram diferenca significativa em favor dos enxertos tratados com laser
quando comparados aos enxertos controle, considerando as variaveis exsudagio, coloragiio
¢ edema. Foi concluido que enxertos irradiados exibem uma aderéncia mais avancada no
estagio inicial da enxertia.

Nesse estudo, o propésito foi verificar o efeito da irradiag@o /aser, A= 635 nm
ou A= 670 nm sobre células H.Ep2, in vitro. Vinte e quatro horas apds transplantacio das
culturas, as células foram irradiadas com 5 mW e doses entre 0,04 ¢ 4,8 x 10* J/m?. Para
A= 670 nm, diferengas significantes na proliferagdo foram observadas comparando-se com
0 grupo controle. Embora os resultados ndo tenham sido significantes para A= 635 nm, as
células irradiadas também proliferaram mais do que as ndo irradiadas. Concluiu-se que a
irradiagdo com A= 670 nm pode aumentar significantemente a prohferagao de células
cancerigenas da laringe, no referido intervalo de dose®. :

Duas incisdes foram criadas no dorso de ratos diabéticos e irradiadas com um

laser de diodo, A= 830 nm, I= 79 mW/cm® ¢ D=5 J/emZ A terapia ocorreu diarié‘;mente?

\OMISSAC NACICNAL OE EMERGIA NUCLEAR/SP WPES
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sendo um grupo irradiado do dia 0 a 4 e outro do dia 3 a 7, pés-criagdo das incisdes. Houve
também um grupo nio irradiado. Um grupo foi sacrificado no dia 11 e o outro no dia 23
pOs-injiria, sendo as feridas submetidas a medidas de forga de tensdo. Concluiu-se que o
laser foi eficiente nos dois grupos irradiados, comparando-se com o grupo controle. No
entanto, o tratamento de 3 a 7 foi melhor do que o tratamento de 0 a 4. Uma possivel

explicacdo € o laser ter efeito na sintese do colageno, a qual ocorre apés o quarto dia de
8

injuria®®,

Lapina®® e colaboradores investigaram o efeito da terapia laser em baixa
intensidade sobre a cicatriza¢io de feridas de pele em animais do campo. A irradiagdo foi
aplicada em porcos ap6s herniotomia ou castragdo € em vacas com feridas nas mamas. A
recuperagdo foi observada acompanhando-se por exames sangiiineos, tamanho de edema e
estado geral dos animais. Nos porcos foi utilizado um laser de diodo, A= 870 nm,
P=0,1 W e tempo de irradiago entre 2 e 4 minutos durante 4 dias. Nas vacas utilizou-se
um laser de He-Ne, A= 630 nm, P= 20 mW e tempo de exposi¢do 10 minutos, durante 8
dias. Cada grupo tratado teve seu respectivo controle ndo irradiado. A dinimica positiva
dos componentes do sangue nos animais tratados foi maior do que nos animais controle. A
extensdo da lesdo também foi menor nos grupos irradiados. Os resultados demonstraram a
acdo anti-inflamatdria da radiagio laser.

O efeito da bioestimulagdo laser de He-Ne (A= 632,8 nm), em combinag¢io
com Polygen™ (PG), uma proteina animal, a qual contém fatores e horménios de
crescimento, foi pesquisado sobre células de ovario de hamster (CHO), pois estudos
mostram que esse laser em conjunto com fatores e horménios de crescimento, faz
aumentar a proliferagdo celular. O laser foi aplicado com intensidade de 1,25 mW/cm? e
doses de 60 a 600 mJ/cm’, entregues durante trés dias consecutivos. Houve aumento
significante para o grupo irradiado contendo 6 pg/ml de PG, quando comparado ao grupo
que sO recebeu laser. Isto sugere que o laser de He-Ne ou PG, pode estimular a
proliferagéo celular de CHO e, quando utilizados simultaneamente, o estimulo pode ser
ainda maior’.

Trés intensidades foram testadas nesse estudo sobre cicatrizagio de pele de rato
ndo albino. Na primeira etapa, 36 animais foram randomicamente colocados em trés
grupos. Em todos os grupos, feridas com radiagfio ionizante foram criadas no dorso,
medindo 7x7 mm. Nos grupos 2 e 3, os ratos foram tratados com laser, A= 660 nm, D= 0,5

e 1,5 J/cm?, respectivamente, trés vezes por semana. O grupo 1 foi controle. Na segunda
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etapa, dois grupos experimentais foram incluidos, sendo o protocolo idéntico a primeira
€tapa, com excegdo da dose do grupo 2, o qual foi tratato com 4 J/cm?. O grupo 1 dessa
e€tapa também nio foi irradiado. Os resultados demonstraram que o tratamento com 0,5; 1,5
e 4 J/em® ndo tiveram efeito benéfico significante sobre o fechamento da lesao*!.

O objetivo desse estudo’ foi determinar se os efeitos da aplicagdo de um laser
pulsado (A= 904 nm), Prcdia= 35 mW, D= 1,5 x10° J/m? e f= 3 MHz, sobre queimaduras na
pele de ratos induz mudangas significantes na dinimica da agua, medidas por intermédio
da ressonincia magnética nuclear (RMN). Sete grupos, GI a GVII, cada um contendo 4
ratos, foram estudados. Os animais dos grupos GI a GVI foram queimados. Os grupos GI,
GIIIL, GV nio foram irradiados. Os grupos GII, GIV e GVI foram irradiados apos 0 hora; 0
€ 24 horas; 0, 24 ¢ 48 horas, respectivamente, pés injiria. Os animais GVII serviram como
controle e ndo foram queimados nem irradiados. Todas as amostras foram monitoradas por
RMN. Nio foram verificadas diferengas significantes entre 0 e 24 horas nos grupos
irradiados, ndo irradiados ou nio queimados. Mas 48 horas apo6s queimadura foi
encontrada diferenga estatistica nos espécimes irradiados comparados aos controles. A
dindmica da 4gua diminuiu significantemente no grupo irradiado 48 horas depois.

A produgdo de fatores angiogénicos por T-linfécitos foi investigada nesse
trabalho, in vitro. Células-T humanas foram isoladas do sangue e preparadas em
suspensdo, com ou sem adigiio de mitogeno. As suspensdes celulares foram irradiadas com
laser (A= 820 nm), = 5000 Hz, Pregia= 50 mW e doses de 1,2; 3,6; 6 ¢ 8,4 J/cm?. Depois
de 3 ou 5 dias de incubagdo, linfécitos supernadantes foram coletados e adicionados em
meio de cultura contendo células endoteliais (CE). O efeito da proliferagdo dessas células
endoteliais foi acompanhado por 72 horas. A proliferacgio das CE aumentou
significantemente quando encubadas com o meio €xposto a doses de 1,2 ¢ 3,6 J/cm?. O
efeito foi influenciado pela dose de energia utilizada, pela exposi¢do das células-T em
ambos mitégeno e Jaser e pela durago da incubagio das células-T em cultura®?.

Uma revisdo sobre os efeitos da terapia /aser em baixa intensidade sobre a
cicatrizagdo de feridas em humanos foi realizada por Lucas® e colaboradores. Foi
concluido que ndo ha argumento cientifico para a aplicagdo rotineira do /aser de diodo,
A= 904 nm, sobre a cicatrizagio de feridas em pacientes com tlceras decubitus, tlceras
venosas de perna e outras feridas cronicas,

Schindl e co-autores também realizaram uma revisdo sobre a terapia laser em

baixa intensidade, no entanto concluiram que esse tipo de terapia pode ser benéfica em
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determinadas indicagdes e com determinados pardmetros, principalmente se os dados
preliminares dos estudos forem confirmados com pesquisas mais controladas®,

Essa revisdo bibliografica deixou claro que a LILT é co

ntroversa e que
necessita de estudos para que seja otimizada.




41

6. MATERIAIS E METODOS

6.1. Organizac¢io do coligeno

Quatro ratos machos e adultos da raga Wistar com aproximadamente 300 g de
massa corporea, obtidos no biotério do IPEN, foram tricotomizados dorsalmente e
submetidos & anestesia com éter etilico. Estando anestesiados, foram criadas trés
queimaduras com N liquido na parte inferior do dorso do rato (figura 6.1), seguindo o

método de padronizago estabelecido anteriormente®*.

Figura 6.1: Rato com marcagdo das quatro amostras a serem analisadas, Amostras C
(controle); L/ (irradiada com polarizagdo alinhada paralelamente a coluna vertebral);
L L (irradiada com polariza¢do alinhada perpendicularmente a coluna) e S (sadia).

Com um suporte metalico e cilindrico, “dedo frio”, foi aplicado N liquido
(-196 °C) por cinco segundos, duas vezes consecutivas, com intervalo de tempo de cinco
minutos entre elas. A aplicagdo foi repetida por trés dias consecutivos, sendo a primeira
irradiagdo com laser feita apés a ultima aplicagdo de N, liquido. A 4rea da lesfio foi
determinada pela 4rea do suporte cilindrico em contato com a pele do animal, sendo

circular com didmetro ¢ = 0,6 cm.

Um laser de He-Ne com poténcia de saida igual a 10 mW, modelo 1300
(UNIPHASE, EUA), A= 632,8 nm e didmetro do feixe de 2 mm, foi acoplado a um
sistema Optico. O sistema 6ptico (figura 6.2) foi composto por um polarizador Glan-
Thompson modelo 10GT04AR.16 NEWPORT, EUA), de razdo de extingdo <1x10, com

_-————
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transmissdo de aproximadamente 36%, um disco graduado, de modo que o polarizador
pudesse ser rotado 90°, uma lente convergente de distancia focal f= 7 cm, um filtro de
densidade neutra aproximadamente igual a 0,04 para A= 632,8 nm € uma objetiva modelo
SMC 6166358 (PENTAX, Japdo) composta de duas lentes, de distancia focal = 5 cm e
razdo 2:1, de modo a obter-se um feixe expandido de 6 mm de difmetro. A nova poténcia
de saida ap6s o sistema de lentes da objetiva, P~ 1,8 mW, foi medida por intermédio de
um detector modelo LM-1 (COHERENT, EUA), devidamente calibrado.

Laser de He-Ne
= Polarizador
Lente @]
: Filtro
Objetiva

Fonte de alta tensdo <

Figura 6.2: Montagem experimental utilizada na irradiagcdo dos animais.

Deste modo, o laser foi operado com feixe linearmente polarizado, intensidade
6 mW/cm?, tempo de exposi¢do 3 minutos e dose 1 J/cm?.

A primeira lesdo foi mantida como controle e, portanto, nio recebeu irradiagio,
sendo denominada C (controle). A segunda lesdo, denominada L//, foi irradiada com a
polarizagdo do laser alinhada paralelamente a coluna vertebral do animal. A terceira lesdo,
denominada L 1, foi irradiada com a polarizagio do laser alinhada perpendicularmente a
coluna do rato. Uma 4rea sadia e nio irradiada, denominada S, também foi analisada.

Os animais foram irradiados nos dias 3, 7, 10 e 14. No dia 17 foram
sacrificados para obtencdio dos cortes histolégicos. Apés sacrificio, as peles a serem
analisadas foram removidas e fixadas em Bouin durante seis horas. As amostras foram
entdo desidratadas em concentrages crescentes de etanol, diafanizadas em xilol, infiltradas

em paraplast e cortadas na espessura de 5 pm. Todo o procedimento para obtengdo dos
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cortes histologicos ocorreu no Laboratério de Biologia da Reprodugio de Mamiferos, no
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sio Paulo, com a colaboragio da
Profa. Telma Maria Tendrio Zorn. Para que fossem analisadas ao microscopio de
polarizagdo, as laminas assim obtidas foram entio desparafinizadas de acordo com a
seguinte seqiéncia: xilol 1, xilol 2, alcool e xilol (1:1), metanol e cloroférmio (1:1), por
vinte minutos cada solugdo, 4lcool absoluto 70%, 80% e 90%, por dez minutos cada
concentragdo e quatro lavagens com agua destilada.

As laminas dos quatro animais utilizados foram previamente observadas ao
microscopio de luz convencional, para analise da qualidade do corte histologico. Em razio
dos artefatos de técnica e de fragmentagdes sofridos pelos cortes, somente um animal foi
estudado.

Doze liaminas, do mesmo animal, foram analisadas ao microscopio de
polarizagdo: trés laminas para cada amostra C, L/, L1 e S. Cada uma destas laminas
continha dois cortes, portanto, vinte e quatro cortes foram estudados. Em cada corte foram
realizadas seis medidas, correspondentes a: centro#1, centro#2, borda#l, borda#2,
extremidade#1 e extremidade#2, em relagio a lesdo, de acordo com a figura 6.3. Desta
forma, um total de cento e quarenta e quatro medidas foram realizadas. Na pele sadia ndo
havia lesio, porém o mesmo numero de medidas foi realizado ao longo do corte

histolégico.

Centros

Extremidades

Figura 6.3: Campos analisados ao microscdpio de polarizacdo: centros, bordas e
extremidades da lesdo.

Foi utilizado o microscopio de polarizagio Zeiss equipado com analisador

rotatorio e objetiva neofluar, de aumento 160x, livre de tensdo interna e com anéis de
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ajuste de foco. Esse equipamento foi manipulado no Laboratério de Biologia Celular da
Universidade Estadual de Campinas, com a colaboragéio do Prof, Benedicto de Campos
Vidal. As medidas ocorreram com o compensador para A= 550 nm, cuja resolucdo foi
A/11,65, segundo Brace-Koehler. As amostras foram embebidas em agua destilada para
que a birrefringéncia intrinseca e a birrefringéncia de forma fossem consideradas,
conforme procedimento padrio do laboratorio.

O retardo dptico (R.O.) esta diretamente relacionado com a birrefringéncia do
colageno: quanto maior o retardo optico, maior a birrefringéncia dessa proteina e maior sua

organizagdo no tecido conjuntivo. O retardo dptico (nm) foi calculado a partir da equagio:

R.O. =-47,20 sen(26)
(6.1)

6=45°-8
B: angulo medido ao microscopio de polarizagio

-47,20: retardo do compensador (nm)

Os dados foram submetidos & analise estatistica utilizando-se o teste t-Student

com nivel de significincia igual a 1%.
6.2. Coeficiente de atenuacio relativo

Cinco ratos machos e adultos da raga Wistar com aproximadamente 300 g de
massa corpdrea, obtidos no Biotério do IPEN, foram tricotomizados dorsalmente e
submetidos 4 anestesia com Francotar e Rompum (1:1) em doses intraperitoneais de
0,1 ml/100 g. A criagio das lesdes e as condigdes de irradiagdo seguiram a mesma
metodologia descrita no item anterior.

A primeira lesdo, denominada L//, foi irradiada com a polarizag¢do do laser
alinhada paralelamente a coluna vertebral do animal. A segunda lesdo foi mantida como
controle e, portanto, nio recebeu irradiagdo, sendo denominada C. Uma 4rea sadia e nio
irradiada, denominada S, também foi analisada.

Os animais foram irradiados nos dias 3,7, 10 e 14. No dia seguinte aos dias 3,

7,10, 14 € 31 os animais foram sacrificados para obtengdo das amostras de pele e para que
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o coeficiente de atenuagio relativo fosse acompanhado até o final do processo de
cicatrizagio.

Foram extraidas cuidadosamente a pele queimada e irradiada (L//), bem como a
pele queimada e ndo irradiada (C), e a pele sadia (S). Cada um destes fragmentos foi
colocado entre duas 1aminas de microscépio e um laser de He-Ne, poténcia de saida igual a
15 mW, modelo 1135 (UNIPHASE, EUA), A= 632,8 nm e diametro do feixe de 0,1 mm,

irradiou a lamina em contato com a epiderme (figura 6.4).

\ & — LAmina

«

Figura 6.4: Esquema de medicdo do coeficiente de atenuagao.

Uma camera CCD (charge-couple device) Sony, modelo MVC-FD73 Digital
Mavica, localizada perpendicularmente ao caminho do feixe fotografou toda a imagem
formada pela luz espalhada na pele. Para aumentar a magnificacdo da cdmera, duas lentes
foram colocadas entre sua objetiva e as laminas, resultando em um aumento de 10x. A
imagem foi registrada como um arquivo no formato bitmap, com 8 bit em escala de cinza.

A figura abaixo mostra o arranjo experimental desenvolvido.

Laminas
L >

Camera digital
<4 |y Laser

Figura 6.5: Arranjo experimental desenvolvido para execugdo das medidas da variagdo
espacial de intensidade e distribui¢do de luz.
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Uma imagem monocroméatica é uma fungdo de intensidade de luz
bidimensional f(x, y), onde x ¢ y denotam coordenadas espaciais € o valor de f no ponto
(X, y) € proporcional ao brilho (ou nivel de cinza) da imagem neste ponto. Para gerar uma
imagem digital, f(x, y) deve ser digitalizada ao longo de x e y. Assim é feita uma
amostragem de f(x, y) nas diregdes x e vy, gerando uma matriz de N x M informagdes,
seguida de uma quantizagio do valor de f(x, y) em L niveis inteiros de cinza. Nesta matriz,
cada elemento p(x, y), x= 0, 1, «»sM-ley=0, 1, .., N-1, é chamado pixel (pixel é uma
abreviagdo de picture elements). Diz-se, entdo, que a imagem tem dimensio M pixels na
horizontal (eixo x) e N pixels na vertical (eixo y). O conceito de dimensdo de um pixel ao
longo do eixo x, ou do eixo y, est4 relacionado com o espago fisico entre as informagcdes.
Cada pixel tem associado um valor L, < P(X, ¥) € Lmax, onde L= L, - Lyin +1. Neste
experimento, Lyiy= 0 € L= 255, pois a profundidade da imagem utilizada foi 8 bits por
pixel*’. Desse modo, cada pixel pdde assumir valores de intensidade entre 0 e 255.

Como a cémera captura a luz espalhada e esta é proporcional a intensidade de
luz local, 0 modelo de luz observado pela camera corresponde a um modelo bidimensional
de intensidade de luz. Ao longo da dire¢do de propagacdo do laser foi possivel extrair a
variagdo da intensidade como fung#o da distancia. A variagdo de I(z), z= p(x, y), foi dada
em formato ASCII pelo software de dominio publico ImageJ, desenvolvido pelo National
Institutes of Health, USA*. A partir desta fung@o, analisou-se o logaritmo de I/, versus a
distancia. Iy foi a intensidade méxima do laser medida ao atingir o primeiro pixel do tecido
bioldgico. O decaimento foi exponencial, segundo a equagdo I(z)= Ipe™, onde o (mm™)
foi chamado coeficiente de atenuagio.

As medidas foram realizadas, em média, uma hora e meia apds o sacrificio dos
animais, ficando as amostras imersas em solu¢do salina durante esse periodo. Nas laminas
foi depositado filme fino anti-refletor no comprimento de onda 632,8 nm. A diregido de

propagac@o inicial do /aser foi escolhida para analise.
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Dez medidas, com z= 1 mm, foram realizadas em cada amostra de pele, de

acordo com figura 6.6.

Primeira
Segunda lamina
limina __

Feixe

incidente
Tecido _|

Figura 6.6.: Imagem obtida com a camera digital: esquema das dez medidas realizadas
em cada amostra L/, C e 8.

Os dados foram submetidos a analise estatistica utilizando-se o teste t-Student
com nivel de significancia igual a 1%.

A pesquisa desta dissertacdo foi realizada de acordo com os principios éticos
de experimentagdo animal elaborados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA), entidade filiada ao International Council of Laboratory Animal Science

(ICLAS), seguindo-se trés principios bésicos: sensibilidade, bom senso e boa ciéncia.

OMiSSA0 NACICNAL GE ENERGIA NUCLEAR/SP Pes
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7. RESULTADOS

7.1. Organizagio do colageno

Nas tabelas 7.1, 7.3 e 7.5, apresentam-se os valores médios do retardo Optico
(nm) dos cortes histoldgicos, em virtude dos campos analisados, centros, bordas e
extremidades. Nas tabelas 7.2, 7.4 ¢ 7.6, sdo apresentadas as comparagdes entre os grupos
estudados, baseadas no teste estatistico t-Student com nivel de significancia de 1%. As
laminas sadias n3o tém lesdo, mas foram incluidas nas tabelas para efeito didatico e para

facilitar as comparacdes.
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Tabela 7.1: Valores da média do retardo optico (R.0.), do seu desvio padrio e do nimero
de medidas realizadas no centro da leséo.

Centro da Lesdo

Laminas Média do R.O. (nm) Desvio Padrio Espago Amostral
C 9,78 1,79 12
L/ 12,51 1,97 12
L1 8,59 1,02 12
S 13,16 1,65 12

Tabela 7.2: Comparagées entre os retardos opticos dos grupos, quando estudados no
centro da lesdo, por intermédio do teste estatistico t-Student. As diferencas significantes
(p< 0,01) estdo sombreadas.

Teste t-Student para o Centro da Lesdo

L/ LL S
[76 0,05752 ‘ )

L/
L1l
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Quando o retardo oOptico ¢ medido no centro da lesdo, nio ha diferenga
estatistica entre o grupo controle e grupo irradiado com polarizagio perpendicular a coluna
do animal. Também ndo ha diferenca estatistica entre o grupo irradiado com polarizagdo

paralela a coluna e o grupo sadio. A figura 7.1 resume os valores obtidos para o centro da

lesdo.

Centros
16

Retardo Optico (nm)

Controle Laser0 Laserg0 Sadia

Figura 7.1: Retardo dptico medido no centro da lesdo. Laser0= L//: Laser90=1 1 .



Tabela 7.3: Valores da média do retardo
de medidas realizadas nas bordas da lesdo.

51

dptico (R.0.), do seu desvio padrdo e do nimero

Bordas da Lesio

Laminas Média Desvio Padrio Espago Amostral
C 10,91 2,81 12
L/ 14,59 2,73 12
LL 13,61 2,29 12
S 15,5 3,03 12

Tabela 7.4: Comparacées entre os retardos opticos dos grupos, quando estudados nas

bordas da lesdo, por intermédio do teste estatistico t-Student. As d

p<0,01) estdo sombreadas.

iferengas significantes

Teste t-Student para as Bordas da Lesdo

L/
LL

L/ L1
0,01689
0,35394

0:6009
0,44683
0,09948
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Quando o retardo dptico € medido nas bordas da lesdo, ha somente diferenga
significante entre os grupos controle e grupo irradiado com polarizago paralela 4 coluna
vertebral do animal, ¢ entre os grupos controle e sadio. A figura 7.2 resume os valores

obtidos para as bordas da les3o.

20

18

16 -

-
S
1

-
N
1

Retardo Optico (nm)

Controle LaserQ Laser90 Sadia

Figura 7.2: Retardo dptico medido nas bordas da lesdo. Laser0= L//: Laser90=1 1 .
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Tabela 7.5: Valores da média do retardo optico (R.0.), do seu desvio padrdo e do nimero
de medidas realizadas nas extremidades da lesdo.

Extremidades da Lesdo

Laminas Média Desvio Padrio Espago Amostral
C 13,93 3,50 12
L// 15,18 2,44 12
L1 16,90 2,15 12
S 15,16 2,89 12

Tabela 7.6: Comparagées entre os retardos opticos dos grupos, quando estudados nas
extremidades da lesdo, por intermédio do teste estatistico t-Student. Nao ha diferencas
significantes (p< 0,01).

Teste t-Student para as Extremidades da Lesio

L/ L1l S
C 0,32246 0,02035 0,36079
L/ 0,08116 0,9833

L1 0,1087
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Medindo-se o retardo Optico nas extremidades da lesfio, os grupos nio

apresentam diferengas significantes entre si.

| Extremidades I
20

18
16 ~
¥/
E //4
£ 12 :,////
8 7
B 10 7
7z
g 5. éf
%
X g4

NN

Controle LaserQ Laser90 Sadia

Figura 7.3: Retardo dptico nas extremidades da lesdo. Laser(= L/; Laser90=1L 1.
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7.2 Coeficiente de Atenuaciio Relativo

A primeira caracteristica observada nas imagens obtidas foi o aspecto
anisotropico da luz espalhada em todas as amostras de pele, com exce¢do das amostras L//
e C do terceiro dia de experimento (figura 7.4.a). Neste caso, houve ocorréncia de uma
distribuigdo circular de intensidades, indicando que a luz foi isotropicamente espalhada em
todas as diregdes. A figura 7.4.bé a imagem tipica obtida para os cortes L// e C nos demais
dias de sacrificio. As amostras S, de pele sadia, tiveram sempre o mesmo aspecto

anisotrépico mostrado na figura 7.4.a.

Figura 7.4.a: Terceiro dia de experimento, primeiro dia de irradiagdo. As setas indicam o
formato circular caracteristico do espalhamento isotropico.

Figura 7.4.b: Imagem tipica das amostras L/ e C para os dias 7, 10, 14, e 31 de
experimento.

.
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O decaimento exponencial, tipicamente obtido em conseqiiéncia das medidas

realizadas, bem como seu logaritmo, sio mostrados na figura 7.5.

1 L Van"iagéo'da intensidade em fung'éo da distanica 41
Variagéo logaritmica em fungéo da distancia

3
% *J‘. * \ ‘%
g y' Pﬂ!lxv !! ¥ !&u‘.}.;.‘.“ 1 “‘ l “ . é
e "'” ‘-T 1471--'--;-1-1“ AIA g
< ' M g

0,0 0,2 04 06 0,8 1,0
Distancia (mm)

Figura 7.5: Representagdo do decaimento exponencial da intensidade e do seu logaritmo
obtidos em todas as amostras de pele analisadas nos dias 3, 7, 10, 14 e 31.

Nas tabelas 7.7, 7.9, 7.11, 7.13 e 7.15, apresentam-se os valores médios do
coeficiente de atenuagfo (mm") das amostras de pele, para cada dia estudado: 3, 7, 10, 14
e 31. Nas tabelas 7.8, 7.10, 7.12, 7.14 ¢ 7.16, sdo apresentadas as comparagfes entre 0s

grupos estudados, baseadas no teste estatistico t-Student com nivel de significancia de 1%.
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Tabela 7.7: Valores da média do co

eficiente de atenuacgio o (mm’’ ), do seu desvio padrio
e do numero de medidas realizadas

no terceiro dia pés-criagdo da queimadura.
Dia 3
Amostras Média do o (mm™) Desvio Padrio Espago Amostral
L/ 0,19 0,04 10
C 0,12 0,02 10
S 0,08 0,02 10

Tabela 7.8: Comparagées entre os coeficientes de atenuacdo dos grupos, quando

estudados no dia 3, por intermédio do teste estatistico t-Student. As diferencas
significantes (p< 0,01) estdo sombreadas.

Teste t-Student para o Dia 3

L/

JDMISSAQ NAGIONAL DE ENERGIA NUCLEAR/SFP P23
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Todos os coeficientes de atenuagio sdo significantemente diferentes neste dia.

Coeficiente de Atenuacao
(mm”)

Laser Lesdo Sadia

Figura 7.6: Coeficiente de atenuagdo para as amostras analisadas no terceiro dia pds-
criagdo das queimaduras.
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Tabela 7.9: Valores da média do coeficiente de atenuagio o (mm™), do seu desvio padrdo
e do numero de medidas realizadas no sétimo dia pos-criacdo da queimadura.

Dia 7
Amostras Média do o (mm™) Desvio Padrio Espago Amostral
L// 0,05 0,01 10
C 0,12 0,01 10
S 0,08 0,03 10

Tabela 7.10: Comparagées entre os coeficientes de atenuacdo dos grupos, quando
estudados no dia 7, por intermédio do teste estatistico t-Student. As diferencas
Significantes (p< 0,01) estdo sombreadas.

Teste t-Student para o Dia 7

L/
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Os coeficientes de atenuagdio também siio significantemente diferentes neste

dia, para todas as amostras.

0,14 -

Coeficiente de Atenuacéao
(mm’)

Laser Lesdo Sadia

Figura 7.7: Coeficiente de atenuagdo para as amostras analisadas no sétimo dia pés-
criagdo das queimaduras.
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Tabela 7.11: Valores da média do coeficiente de atenuagio o (mm™), do seu desvio
padrdo e do numero de medidas realizadas no décimo dia pos-criacdo da queimadura.

Dia 10
Amostras Meédia do o (mm™) Desvio Padrio Espago Amostral
L/ 0,13 0,03 10
C 0,08 0,03 10
S 0,15 0,03 10

Tabela 7.12: Comparagées entre os coeficientes de atenuagdo dos grupos, quando
estudados no dia 10, por intermédio do teste estatistico t-Student. As diferengas
significantes (p< 0,01) estdo sombreadas.

Teste t-Student para o Dia 10
S C
L/ 0,12663 )
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Apenas na comparagdo com a amostra controle ha diferengas significantes

entre os coeficientes de atenuagio.

Coeficiente de Atenuagéo
(mm”)

Laser Lesé&o Sadia

Figura 7.8: Coeficiente de atenuag¢do para as amostras analisadas no décimo dia PpOs-
criagdo das queimaduras.
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Tabela 7.13: Valores da média do coeficiente de atenua¢io o (mm”’ ), do seu desvio
padrdo e do numero de medidas realizadas no 14° dia pos-criacdo da queimadura.

Dia 14
Amostras Média do o (mm™) Desvio Padrio Espago Amostral
L/ 0,08 0,02 10
C 0,08 0,03 10
S 0,09 0,03 10

Tabela 7.14: Comparacées entre os coeficientes de atenuagdo dos grupos, quando

estudados no dia 14, por intermédio do teste estatistico t-Student. Néo ha diferencas
significantes.

Teste t-Student para o Dia 14
S C
L/ 0,16545 0,87697
S 0,41432
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Nio ha diferengas significantes entre os coeficientes de atenuagdo neste dia de

experimento.

0,12 —
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Figura 7.9: Coeficiente de atenuag¢do para as amostras analisadas no 14° dia pos-cria¢do

das queimaduras.
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Tabela 7.15: Valores da média do coeficiente de atenuacio a (mm™), do seu desvio
padrdo e do nimero de medidas realizadas no 31° dia pos-criagdo da queimadura.

Dia 31
Amostras Média do o (mm™) Desvio Padrio Espago Amostral
L// 0,09 0,02 10
C 0,07 0,02 10
S 0,10 0,02 10

Tabela 7.16: Comparagées entre os coeficientes de atenuacdo dos grupos, quando
estudados no dia 31, por intermédio do teste estatistico t-Student. Ndo ha diferencas

significantes.
Teste t-Student para o Dia 31
S C
L// 0,31261 0,02802
S 0,0135




66

Neste dia também .nfo ha. diferengas significantes entre os coeficientes de

atenuacdo.

0,14 —
0,12 —
0,10
0,08
0,06

0,04

Coeficiente de Atenuagéo
(mm™)

0,02 -

0,00 -

Laser _-Lesdo . .Sadia

Figura 7.10: Coeficiente de atenuagdo para as amostras analisadas no 31° dia pés-
criagdo das.queimaduras.
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Na figura 7.11 compara-se a atenuagéo sofrida pelo /aser durante o processo de

cicatrizagdo, pelas amostras L/ e C em relagfio as amostras sadias.

I Laser
25 I Controle
' N Sadia

Coeficiente de Atenuagéo Relativo
Normalizado para Pele Sadia

Dia3 Dia7 Dia10 Dia14 Dia31

Figura 7.11: Evolugdo da atenuagdo normalizada para as amostras sadias nos dias 3, 7,
10, 14 e 31 pés-criagdo das queimaduras.

Crin LSAC BALCKAL UE ENERGIA NUCLEAR/SP 1P
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8. DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que queimaduras irradiadas com
laser de He-Ne, cuja polarizagdo foi alinhada paralelamente a uma diregdo referencial no
animal, apresentam um estagio de cicatrizagio mais avangado quando comparado aquelas
irradiadas com a polarizagdo perpendicular relativa e as controle nio irradiadas, pois fibras
colagenas na derme mostraram maior birrefringéncia, indicando um maior grau de
organizagdo. Também, a atenuagdo da intensidade de luz foi significantemente mais
acentuada em amostras de pele queimada (dia 3 pés-criagio da queimadura) quando
comparada aquela de pele sadia. Além disso, observou-se que o coeficiente de atenuacgdo
sofre variagdes durante o processo cicatricial.

Pickering®’ e colaboradores diagnosticaram lesdes fibréticas utilizando como
ferramenta a microscopia de polarizagdo, ja que quanto maior & o retardo optico medido,
mais organizado estd o tecido, em conseqiiéncia das fibras coldgenas apresentarem-se
orientadas em uma dire¢do preferencial. E bem conhecido que o brilho da birrefringéncia
observado ao microscépio de luz polarizada é fun¢io do retardo optico, o qual ¢é
diretamente proporcional ao estado de organizagdo de materiais birrefringentes*.

Em nosso trabalho, o corte histolégico da pele do dorso do rato, no 17° dia pés-
injuria, foi dividido em zonas que puderam ser diferenciadas em centro, bordas e
extremidades, em relagdo a lesdio. Um corte de pele sadia do mesmo animal também foi
analisado, para que a organizagio do colageno pudesse ser comparada.

No centro da lesdo, observou-se que ndo houve diferenca estatistica
significante entre a pele sadia e a pele irradiada com a polarizagio alinhada paralelamente
a coluna vertebral do animal, as quais apresentaram os maiores retardos opticos medidos.
Também ndo houve diferenca estatistica entre o tecido controle e aquele irradiado com a
polarizagio perpendicular & coluna, os quais apresentaram os menores retardos opticos
medidos. Nas bordas da lesio, houve diferenga significante somente entre os grupos
controle e irradiado com polarizagio paralela e entre os grupos controle e sadio. Com
relagdo as extremidades, ndo foram observadas diferengas estatisticas significantes entre
quaisquer das amostras estudadas, uma vez que as medidas foram realizadas em locais
afastados do centro da queimadura.

Em pesquisa realizada por Tang® e colaboradores mostrou-se que, se uma

lesdo térmica é provocada na pele, o maior dano ocorre no centro da regido atingida, e nfo
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na superficie ou nas bordas. O coldgeno termicamente desnaturado ndo exibe grande
birrefringéncia. Os autores concluem que este achado & conseqiiéncia do estado randomico
adquirido pés-injuria, pois o brilho do colageno da area que sofre dano térmico é menor em
comparagdo ao brilho do tecido circunvizinho. E bem estabelecido que no inicio do
processo de cicatrizagdo as fibras coldgenas encontram-se distribuidas randomicamente na
derme, ou seja, ndo possuem uma dire¢io preferencial®®.

Nossos resultados sugerem, portanto, que L/ estd em estagio de cicatrizagfio
mais avangado quando comparado as lesdes L1 e C, pois apresentaram maior retardo
Optico no décimo sétimo dia do processo de cicatrizagdo, tanto no centro quanto nas bordas
da lesd3o, mostrando um estado organizacional das fibras colagenas na matriz extracelular
semelhante aquele encontrado para pele sadia. Esses achados também estiio de acordo com
o trabalho de Berry’' e colaboradores, os quais mostraram que o tecido de granulagio da
ferida de um rato ndo tratado apresenta birrefringéncia minima na terceira semana de
cicatrizacio.

Segundo Yoshioka? e colaboradores, se ha aumento da birrefringéncia elétrica
pode-se concluir que o efeito do campo elétrico sobre o colageno ¢ alinhar as moléculas ao
longo da dire¢do do campo, aumentando a polarizabilidade molecular. Ao utilizar, neste
trabalho, o campo elétrico do laser polarizado paralelamente a uma diregdo referencial no
animal, esse processo descrito por Yoshioka pdde ser otimizado.

Kertesz™ e colaboradores propuseram um modelo fisico para explicar o efeito
bioestimulante de um feixe de luz polarizado, o qual supde que a luz linearmente
polarizada, tendo um campo eletromagnético unidirecional, age sobre a bicamada lipidica
da membrana celular e, portanto, ocasiona mudangas estruturais. Dessa forma, as
caracteristicas superficiais, como distribuigio de cargas elétricas e ligagdes lipidio-
proteina, podem ser modificadas. Isso ocorre porque a intensidade do campo elétrico da luz
linearmente polarizada muda a conformacgdo da bicamada lipidica e reordena as cabegas
polares do lipidios. A reordenagdo dos lipidios é considerada analoga a reordenagio, ja
observada, de moléculas de cristal liquido quando irradiadas por luz polarizada. Como no
caso das moléculas de cristal, em resposta ao campo unidirecional induzido, as cabegas
polares tendem a rotar na dire¢io do campo elétrico. Essa mudanga na conformacio da
bicamada lipidica pode influenciar qualquer processo celular que € conectado a membrana
da célula, tal como produg@o de energia, processo imunolégico ou reagdes enzimaticas.

Estruturas isotrépicas apresentam sempre o mesmo comportamento para

determinado fenémeno, independente da diregio analisada, ao contrario das estruturas
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anisotropicas. No caso da luz, cristais anisotrépicos apresentam valores distintos de indices
de refragdo em fungdo da direcio de propagagiio da luz ao atravessi-los. O carater
anisotropico verificado nas amostras de pele pode ser atribuido as fibras col4genas, que sdo
constituidas de tropocolageno, estruturas agregadas e ligadas com alta ordem molecular, a
ponto de se poder afirmar tratar-se de um “estado de agregagio com elevado grau de

cristalinidade”?!

, muito bem estabelecido e fundamentado pela sua birrefringéncia,
propriedade esta permitida somente para estruturas anisotrépicas.

Analisando-se os resultados obtidos na secio 7.2, no terceiro dia de
experimento foi possivel verificar o aspecto isotrépico nas amostras irradiadas e controle,
em conseqiiéncia da queimadura de terceiro grau causada, a qual descaracterizou a derme e
epiderme e, portanto, fez com que o coligeno deixasse de contribuir com a anisotropia.
Nos demais dias de experimento ndo houve isotropia visivel, pois a neoformagio de fibras
colagenas voltou a contribuir para o espalhamento anisotrépico caracteristico da pele.

Nesse periodo, observou-se que o coeficiente de atenuagio foi
significantemente maior para pele queimada em relagfio a sadia. Esse achado concorda
com o trabalho de Melo e colaboradores, os quais demonstraram que o decaimento da
intensidade da luz em figado cirrético é muito mais acentuado que aquele em figado sadio.
Em nossos resultados, a penetragdo em pele sadia foi aproximadamente duas vezes maior
que em pele queimada. Também, a pele irradiada mostrou diferengas significantes quando
comparada a pele sadia e a lesdo controle ndo irradiada. Essa observagio pode ser
confirmada pela histologia da pele queimada no dia 3 pés-criagio da lesdo'”: a regido
lesada € ainda desprovida de epiderme e na derme subjacente observa-se uma variedade de
c€lulas inflamatérias e restos de células. Os vasos sangiiineos mostram-se dilatados e, em
sua maioria, preenchidos com células sangiiineas.

Estudos mostram que a radiagdo /aser pode acelerar o processo de cicatrizagfio
de feridas atuando na fase inflamatéria, reduzindo a duragdo da inflamagio e,
conseqlientemente, precipitando o estdgio proliferativo de reparo quando o tecido de
granulag@o € produzido. Portanto, é provavel que substincias caracteristicas do processo de
reparagdo atuem como atenuadoras nos espécimes lesionados, tais como mastocitos,
plaquetas, neutréfilos, mondcitos, macrofagos e fibroblastos®” %°. Além disso, de acordo
com Tuchin®, as condi¢des patoldgicas e as atividades funcionais devem responder
diferentemente & luz polarizada. Talvez por esta razdo, o grupo irradiado tenha apresentado

coeficiente de atenuag@o maior que o grupo controle ndo irradiado.
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O valor do coeficiente de atenuagdio, obtido no dia sete pés-criagdo da
queimadura, foi atipico. Provavelmente, artefatos de técnica tenham influenciado as
medidas coletadas® .

No dia 10 pés-criagdo da queimadura, o coeficiente de atenuacdo foi
significantemente maior para L/ quando comparado aquele da les3o controle, e similar ao
encontrado para pele sadia. Segundo Ribeiro!’, dez dias depois da injuria ja é possivel
observar sinais de reparo da epiderme e um tecido conjuntivo frouxo com fibroblastos
ativos. Observou-se também que o processo de reepitelizagdo foi mais répido nos grupos
irradiados quando comparados com o controle nio irradiado. Ou seja, nesse periodo, o
processo de inflamagdo foi menos intenso, contribuindo para que o coeficiente de
atenuag¢@o diminuisse em relagdo ao terceiro dia. Porém, o valor medido para o grupo
tratado indicou estdgio de reparagdo mais avangado, pois assemelhou-se aquele da pele
sadia.

Quatorze ou trinta ¢ um dias pés-queimadura, os valores do coeficiente de
atenuagdo ndo mostraram diferengas significantes entre quaisquer das amostras
investigadas. Confrontando esses resultados com o trabalho de Ribeiro, quatorze dias pds-
injuria, amostras controle e L/ apresentam-se em estagio de reparagdo similar,
prevalecendo a neoformagéo do tecido conjuntivo. Nossos achados indicaram que a pele
queimada estava cicatrizada, uma vez que assemelhou-se opticamente a pele sadia.

Assim, com o método de imagem desenvolvido, foi possivel analisar o
decaimento exponencial da intensidade de luz em pele sadia e queimada, conforme a
distdncia percorrida, para determinar, qualitativamente, como a intensidade de luz &
atenuada durante o processo cicatricial. De fato, o tecido de granulagdo de queimaduras
possui caracteristicas tnicas € varia em muitos aspectos na comparagdo com a pele normal,
de acordo com Latha®’. Desta forma, este trabalho sugere que uma das diferengas poderia

ser a caracteristica Optica do tecido.
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9. CONCLUSAO

A diregdo de polarizagdo do campo elétrico afeta o processo cicatricial de
queimaduras criadas artificialmente no dorso de ratos, particularmente a organizagio do
colageno na derme. Feridas irradiadas com o laser de He-Ne polarizado linear e
paralelamente a coluna vertebral do animal apresentam fibras colagenas mais organizadas
do que aquelas irradiadas com laser polarizado linear e perpendicularmente ou as
controles.

A intensidade da luz em pele queimada é significantemente mais atenuada que
em pele sadia. Também, o coeficiente de atenuagio sofre modifica¢des durante o processo
de reparagdo tecidual em queimaduras, quando tratadas com o laser de He-Ne polarizado
ou quando ndo tratadas.

As diferencas encontradas nas propriedades 6pticas durante a cicatrizagdo
devem ser consideradas para uma otimizag¢o da dosimetria associada a terapia com /asers
em baixa intensidade. J4 que a penetragio da luz é menor no tecido sob uma condigio
patologica quando comparada a tecido sadio, propde-se que o tratamento comece com
doses mais altas, que diminuam gradativamente durante a terapia laser em baixa

intensidade.
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