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Microscopia Nao-Linear

Moisés Oliveira dos Santos

Resumo

As queimaduras causam alteragdes na estrutura anatomica da pele
associadas a trauma. As queimaduras podem ser classificadas em lesdes de primeiro,
segundo e terceiro grau. As queimaduras de terceiro grau tém sido grande foco de
pesquisas em busca de tratamentos mais conservadores e de maior rapidez no reparo
para um resultado funcional e estético satisfatério. O tratamento convencional
consiste no uso de medicamentos tépicos e no enxerto de pele natural ou sintética.
Alternativamente, a terapia laser utiliza o processo de ablacdo para remocado do tecido
gueimado necrosado, devido ao ndo contato mecanico, a rapidez na aplicacdo e
alcance a areas de dificil acesso. Deste modo, a proposta deste estudo é avaliar a
viabilidade de utilizar lasers de femtossegundos de altissima intensidade como
coadjuvante no tratamento de pacientes queimados. Para o estudo, foram utilizados
25 ratos da raga Wistar, divididos em grupos de 5 animais: grupos pele sadia, pele
gueimada, dois tipos de tratamento (desbridamento cirdrgico ou ablacdo a laser de
femtossegundos) e em quatro tempos de acompanhamento do processo cicatricial.
Trés regides do dorso dos animais foram expostas a fonte de vapor causando
gueimadura de terceiro grau. No terceiro dia apds a queimadura, uma das regides foi
ablacionada com laser de altissima intensidade de pulsos ultracurtos (A = 785nm, 90 fs,
2kHz e 10 pl/pulso); outra recebeu o desbridamento cirurgico; e a ultima foi
considerada o controle de queimadura. As regides foram analisados por tomografia
por coeréncia Optica (OCT), histologia, reflectancia total atenuada por espectroscopia
no infravermelho usando transformada de Fourier (UATR-FTIR), microscopia de
fluorescéncia por excitacdo de dois fétons (TPEFM) e a técnica de geracdo de segundo
harmonico (SHG), nos dias 3, 5, 7 e 14 apds os tratamentos. Os resultados mostraram
que nas condi¢des de irradiagao utilizadas foi possivel obter remogao de debris de
gueimadura de terceiro grau. As técnicas utilizadas para caracterizacdo do tecido
permitiram verificar que em todos os tratamentos houve a promoc¢do da reparagao
tecidual. No décimo quarto dia, a curva de regeneracdao mostrou que o coeficiente de
atenuacdo do tecido ablacionado a laser converge para os valores da pele sadia, porém
as fibras de colageno ainda nao atingiram a mesma organizacdo das fibras presentes
na pele sadia.

Palavras-chave: Queimadura, femtossegundos, OCT, histologia, LWATR-FTIR, TPEFM,
SHG.



Ablation of burned skin with ultra-short pulses laser to promote healing. Evaluation
by optical coherence tomography, histology, LPATR-FTIR and Nonlinear Microscopy

Moisés Oliveira dos Santos
Abstract

Burns cause changes in the anatomical structure of the skin associated with trauma.
The severity of the burn injury is divided into first, second and third-degree burns. The
third-degree burns have been a major focus of research in search of more conservative
treatments and faster results in repair for a functional and cosmetically
acceptable. The conventional treatment is the use of topical natural or synthetic skin
graft. An alternative therapy is the laser ablation process for burned tissue necrosis
removal due to the no mechanical contact, fast application and access to difficult
areas. The purpose of this study is to evaluate the feasibility of using high intensity
femtosecond lasers as an adjunct treatment of burned patients. For this study, 65
Wistar rats were divided into groups of five animals: healthy skin, burned skin, two
types of treatment (surgical debridement or femtosecond laser ablation) and four
different times in the healing process monitoring. Three regions of the back of the
animals were exposed to steam source causing third-degree burn. On the third day
after the burn, one of the regions was ablated with high intensity ultrashort laser
pulses (A = 785 nm, 90fs, 2kHz and 10 pJ/ pulse), the other received surgical
debridement, and the last was considered the burn control. The regions were analyzed
by optical coherence tomography (OCT), histology, attenuated total reflectance
infrared spectroscopy using Fourier transform (u—ATR-FTIR), two-photon excitation
fluorescence microscopy (TPEFM) and second harmonic generation technique (SHG)
on days 3, 5, 7 and 14 pos-treatments. The results showed that with the laser
irradiation conditions used it was possible to remove debris from third degree burn.
The techniques used to characterize the tissue allowed to verify that all treatments
promoted wound healing. On the fourteenth day, the regeneration curve showed that
the attenuation coefficient of laser ablated tissue converges to the values of healthy
skin, but collagen fibers have not yet reached the same organization of those in the
healthy skin

Keywords: Burns, femtosecond laser, OCT, histology, LATR-FTIR, TPEFM, SHG.
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CAPITULO 1

1. Introducgao

A pele é considerada o maior 6rgao do corpo e representa aproximadamente
7% do peso corporal, possuindo diferentes fun¢des’. Sua integridade é importante para a
termorregulacao, protecao, funcdo metabdlica e sensibilidade. Histologicamente a pele é
constituida por epiderme e derme, as quais sdo firmemente aderidas umas a outra. Em
continuidade e logo abaixo da derme, encontra-se a hipoderme ou camada subcutanea a
gual ndo faz parte da pele, servindo como fascia da anatomia macroscdpica. De acordo
com sua espessura a pele é classificada em pele espessa, com espessura maior que 5 mm;
e pele delgada, com espessura variando de 1 a 2 mm.

A pele é uma eficiente barreira protetora. Alteracdes na sua estrutura
anatémica podem ser provocadas por danos fisicos, quimicos e microbiolégicos. Dentre
os danos fisicos, as queimaduras, causam alteracdes na estrutura anatémica da pele
associadas ao trauma. A gravidade das queimaduras é dividida em lesdes de primeiro,
segundo e terceiro grau. As queimaduras de primeiro grau envolvem somente a camada
da epiderme, sendo também denominadas de queimaduras epidermais; as queimaduras
de segundo grau recebem uma subclassificacdo quanto a sua profundidade: queimaduras
de extensao superficial parcial e profundidade de espessura parcial. As queimaduras de
extensao superficial parcial, sdo caracterizadas por atingirem a camada mais superior da
derme, a camada papilar; as queimaduras de espessura parcial estende-se pela derme
atingindo a sua camada reticular, ou camada subdérmica. A mais severa das lesdes, a
queimadura de terceiro grau envolve todas as camadas da derme”.

Em recentes décadas, os métodos de tratamento de queimaduras tem sido
modificados com o objetivo reduzir o tempo de hospitalizacdo, melhorando a relacao
custo-beneficio. O desbridamento cirtrgico® do tecido queimado é a mudanca mais
significativa, pois permite a diminuicdo das complicagdes da cicatrizacdo, diminuicdo nos
custos e periodo de hospitalizagdo do paciente®.

A determinacdo da profundidade da lesdo na queimadura é o fator chave do

direcionamento do tratamento. Os métodos de determinacdo sdo de grande interesse
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clinico para medidas objetivas e reprodutivas. O exame clinico € o método de medida
mais classico e subjetivo para avaliagdo da profundidade da lesdao de queimadura. O
cirurgido baseia-se na aparéncia da queimadura, coloracdo, perfusdo sanguinea no local e
sensibilidade”.

A avaliacdo histoldgica tem sido considerada o padrdo ouro da avaliacao da
profundidade das queimaduras, porém com ressalvas, visto que é uma técnica demorada,
e necessita de um patologista experiente. Técnicas de uso restrito em laboratdrios de
pesquisa podem ser propostas como alternativas por serem menos invasivas, ou
permitirem um estudo das caracteristicas bioquimicas do tecido lesionado®.

Apesar dos avancos na avaliacdo e terapia de queimados, as infeccbes
permanecem como a principal causa de morbidade e mortalidade causadas pela area
lesionada da queimadura. A lesdo infectada ndo sé cicatriza mais lentamente como
também pode levar a infeccdo sistémica e impede a utilizacdo e integracao do enxerto de
pele. O tratamento incorreto da queimadura pode levar ao aumento do tamanho e/ou
profundidade da ferida. O desenvolvimento de agentes tdépicos antibacterianos tem
diminuido as infec¢es relacionadas as lesdes, bem como sua morbidade quando usados
apropriadamente. Emplastro gel a base de carboximetilcelulose tem sido empregado para
proteger e auxiliar na cicatrizagdo das queimaduras’. O principal objetivo desse
tratamento conservador é fornecer umidade a ferida e reduzir a citotoxicidade do sistema
conservante, promovendo um rapido reparo da area lesionada. Outras coberturas com
tampdes medicamentosos a base de prata, sulfonamidas, cério e clorexidina também sao
utilizados®. Paralelo ao desenvolvimento de métodos de excisdo e reconstrugio da pele,
os lasers vem sendo cada vez mais utilizados na medicina moderna nas areas de
diagnéstico, terapia e cirurgia.

Desde sua invencdo o laser tornou-se um instrumento poderoso na medicina,
sendo aplicado como ferramenta de tratamento ou diagndstico. A palavra Laser é um
acronimo de Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation, ou Amplificacao da
Luz por Emissdao Estimulada de Radiag¢ao, sendo uma fonte de radiagdo eletromagnética
com caracteristicas intrinsecas, tais como: monocromaticidade, coeréncia e
unidirecionalidade, que a diferenciam das demais fontes de luz. O laser pode ser

empregado para a remoc¢do de material por ablacdo térmica (remocdo por decomposicao



térmica) o qual mostra-se como um método preciso usado em todos os tipos de tecidos
bioldgicos.

Nesse tipo de interacdo a energia do feixe laser é absorvida pelo tecido
elevando a temperatura na regido causando evaporacao. Na ablacdo mediada por plasma
o tecido é removido minimizando os danos térmicos. Esse mecanismo de ablagdo ocorre
guando a intensidade do feixe é superior ao limiar de ablacdo do tecido ocasionando uma
guebra das ligacGes eletrbnicas no material. A geracdo do plasma resulta em altas
temperaturas, em uma mistura de ions e elétrons livres. Os lasers de pulsos ultra-curtos
podem ter a vantagem de ser relativamente rdpidos na sua aplicacdo, com quase nenhum
sangramento®.

A técnica OCT (Optical Coherente Tomography ou Tomografia por Coeréncia
Optica), fornece uma medida direta da amplitude da luz retroespalhada ao longo de um
eixo vertical dentro do volume da amostra, fornecendo informacdes sobre a
microestrutura do tecido e propriedades épticas do tecido.

Para um estudo qualitativo ou quantitativo dos compostos bioquimicos que
compde a pele (proteinas, lipidios etc), a técnica de MPATR-FTIR (Reflectancia total
atenuada usando espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier),
possibilita investigar as altera¢des bioquimicas da estrutura da pele. A técnica alia as
caracteristicas de reflexdo interna total da radiacdo em um cristal a fracdo de radiacao
absorvida ao passar pela amostra. Na técnica de ATR a onda se propaga e atinge o cristal
em um angulo critico, permitindo multiplos espalhamentos no seu interior. Parte da onda
gue reflete no interior do cristal, emerge dele na forma de uma onda evanescente, a qual
penetra na amostra em contato com o cristal, decaindo sua intensidade
exponencialmente. A onda evanescente que atinge a amostra é refletida de volta para o
cristal sendo refletida e direcionada para o espectrometro. A energia da onda refletida
baseia-se na vibracdo dos dtomos de uma molécula. Um espectro no infravermelho é
geralmente obtido pela passagem da radiacdo no infravermelho através de uma amostra
e determinando qual a fracdo da radiacdo incidente é absorvida com uma energia
particular. Os picos do espectro de absor¢do correspondem a frequéncia de vibragdo da

molécula na regido de analise da amostra.



A profundidade de penetragdao na amostra é tipicamente entre 0,5 e 2 um,
com o valor exato a ser determinado pelo comprimento de onda do feixe incidente, o
angulo de incidéncia e os indices de refracdo do cristal de ATR e do meio que esta sendo
investigado.

Assim como a espectroscopia no infravermelho nos fornece informacdes
sobre os compostos bioquimicos, as técnicas de microscopia nao-linear, nos permitem
investigar por meio de imagem as transformacdes moleculares envolvidas na regeneracao
tecidual®®.

A técnica de microscopia de fluorescéncia por excitacdo de dois fétons (Two-
Photon Excitation Fluorescence Microscopy ou TPEFM) e a técnica de geracdo de segundo
harmonico (Second Harmonic Generation — SHG) sdao utilizadas para obter imagens de
tecidos turbidos e finos e também para imagens de amostras biolégicas com estruturas
altamente organizadas sem qualquer marcador exdégeno. Como informagao
complementar detalhando estruturas de sistemas biolégicos, o SHG é um processo
coerente no qual fétons do feixe laser, passando através de uma estrutura nao-linear
geram outro féton com duas vezes a frequéncia dptica, isto é, metade do comprimento
de onda no meio, oposto ao efeito da fluorescéncia de dois fétons'. A intensidade dos
sinais gerada varia com a técnica. No SHG, a intensidade é altamente dependente do
comprimento de onda de excitacdo, enquanto que na emissdao de dois fétons é
influenciado pelo comprimento de onda do laser e a absorbancia espectral da estrutura
estudada.

Os métodos Opticos descritos permitem caracterizar tecidos bioldgicos
fornecendo, por exemplo, informacgdes sobre a orientacdo do coldgeno e de propriedades

6pticas e mudancgas vibracionais durante a evolucdo de processos cicatriciais.

1.2. A Pele — Anatomia e Fung¢ao

A pele, também chamada de tegumento (do Latin tegumentum significa
cobertura), possui importancia para a termorregulagdo, a protegao, a fungdo metabdlica
e a sensagdo. A anatomia da pele é complexa, possuindo muitas estruturas entre suas
camadas (FIGURA 1). Sua espessura varia de 1,5 a 4,0 mm, dependendo da parte do
corpo, e composta basicamente por duas camadas. Uma camada mais externa, a

epiderme, revestida por um epitélio estratificado pavimentoso queratinizado, sendo
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formado predominantemente por células diferenciadas de queratina ou queratindcitos; e
a derme, que serve de apoio para o epitélio, a qual é um tecido conjuntivo fibroso
formado por colageno e elastina, dando forca e elasticidade a pele. Abaixo da derme e
em continuidade a esta, encontra-se a hipoderme ou tecido celular subcutaneo, a qual
ndo pertence a pele, porém compartilha alguma das suas funcdes de protecdo, e serve
como unido aos Orgdos subjacentes. A hipoderme é um tecido conjuntivo frouxo

constituido principalmente de células adiposas.
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FIGURA 1 - Estrutura da pele e seus apéndices dérmicos.

1.2.1. Epiderme

E um epitélio estratificado pavimentoso queratinizado (FIGURA 2), que se
assenta sobre o tecido conjuntivo, onde as células que estdo préximas a lamina basal
(interface entre os tecidos), sdo chamadas de células basais e possuem formato
poliédrico®®. Na epiderme o tecido epitelial possui continua renovagdo celular por

atividade mitética, que ocorre na lamina basal, proliferado pela atividade das células
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tronco localizadas nesta regido. Apds a mitose, as células que estdo em transito celular,
saem do ciclo e migram da Iamina basal em direcdo a camada suprabasal, diferenciando-
se e alterando sua forma até alcancarem a superficie da epiderme tornando-se
achatadas, terminalmente diferenciadas, de onde serdo removidas para o ambiente
externo. Os queratindcitos sdo as células mais abundantes na epiderme, além deles

existem as células de Langerhans, os melandcitos e as células de Merkel.

Epiderme

melanina

FIGURA 2 - Epiderme e suas camadas.

1.2.1.1. Camada basal

Formada por células prismaticas ou cubdides, basodfilas, encontradas sobre a
membrana basal que separa a epiderme da derme (porcdo epitelial intermedidria). Esta
camada, por ser rica em células-tronco, também recebe o nome de germinativa.
Apresenta intensa atividade de mitose, sendo responsavel, juntamente com a camada
seguinte (camada espinhosa), pela continua renovacdo da epiderme. Estima-se que a
epiderme dos humanos se renove a cada 15 a 30 dias, dependendo do local e idade da
pessoa. As células desta camada possuem filamentos intermediarios de queratina, que se

tornam mais numerosos ao passo que a célula avanca em direcdo a superficie.
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1.2.1.2. Camada espinhosa

Compostas por células cuboides, ou levemente achatadas, com nucleo
localizado centralmente, citoplasma com expansdes citoplasmaticas se aproximam e se
mantém unidas com as células ao redor através dos desmossomos, dando as células um
aspecto espinhoso. Existe também tonofilamentos que se inserem nos espessamentos
citoplasmadticos dos desmossomos. Tanto o filamento de queratina quanto os
desmossosomos desempenham importante papel na manutencdo da coesdo entre as
células da epiderme e na resisténcia ao atrito. Nesta camada também estdo presentes
células tronco dos queratindcitos, sendo que as mitoses ocorrem na camada basal e, em

menor quantidade, na camada espinhosa.

1.2.1.3. Camada granulosa

Possui apenas 3 a 5 fileiras de células poligonais achatadas, nucleo central e
citoplasma carregado de granulos baséfilos, conhecidos como granulos querato-hialina.
Esses granulos contém uma proteina rica em histidina fosforilada e também
proteinas contendo cistina. Através da microscopia eletrénica, podem ser visualizados os
granulos lamelares, que se fundem com a camada granulosa, onde ha a deposi¢cdo de um
material lipidico, contribuindo para a formacdo de uma barreira contra a penetracao de

substancias e torna a pele impermeavel a dgua, impedindo a desidratacdo do organismo.

1.2.1.4. Camada lucida

Esta camada é mais evidente na pele espessa e formada por uma fina camada
de células achatadas, eosindfilas e translicidas, cujos nucleos e organelas foram digeridos
por enzimas dos lisossomos e desapareceram. Estdo presentes no citoplasma filamentos

de queratina, compactados e envolvidos por material elétron-denso.

1.2.1.5. Camada cdérnea

Possui espessura muito varidvel e constituida por células achatadas, mortas e
anucleadas. O citoplasma apresenta-se cheio de queratina. Esta possui, no minimo, seis
polipeptideos distintos. As células da camada basal apresentam queratina de baixo peso
molecular, enquanto os queratinécitos mais diferenciados sintetizam queratinas de peso

molecular maior. Na camada cérnea os tonofilamentos se aglutinam juntamente com a
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matriz formada pelos granulos de querato-hialina. Nesta fase, os queratindcitos estdo

transformados em placas sem vida descamando continuamente.

1.2.2. Derme
A derme é um tecido conjuntivo separado da epiderme pela membrana basal.
Ela pode ser dividida em duas camadas distintas, a camada superficial, papilar; e na
derme subjacente reticular (). A camada papilar inclui a derme papilar, como estruturas
gue penetram na epiderme. A derme é principalmente composta por colageno e fibras de
elastina em uma matriz de polissacarideo. A fracao celular inclui fibroblastos, macréfagos,
células dendriticas dérmicas e linfécitos. A derme também é rica em canais vasculares

(vasos sanguineos e vasos linfaticos) e fibras nervosas.
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FIGURA 3 - Derme e suas estruturas.

1.3. Laser de Pulsos Ultracurtos
No processo de interacdo do laser de femtossegundos, de alta intensidade,
em tecidos transparentes, geralmente envolve uma quantidade de processos fisicos:
ionizacdo, propagacao e refracdo, geracao de ondas de plasma, e a subsequente alteracdo
térmica e hidrodindmica do tecido. A importancia desses processos fisicos de interacao

depende dos parametros do laser de femtossegundos.
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Em um tecido transparente, a absorcdo dos fétons do laser de
femtossegundos é significantemente ndo-linear. Por esse processo, a alta intensidade do
laser causa nos elétrons a promogao da banda de valencia para a banda de condugao,
depositando energia do laser no material. Existem dois tipos de mecanismo de excitagao,
envolvidos nessa absor¢do: a fotoionizacdo e a ionizacdo avalanche.'? No processo de
absorcdo, ha a formacao de plasma a qual também afeta a propagacao do laser no tecido.

A fotoionizacdo é a excitacdo de um elétron pelo laser. Nesse processo
multiplos fétons sdo necessdrios para excitar o elétron da banda de valencia para a banda
de conducdo. Dependendo da frequéncia e intensidade do laser ha dois tipos de regime
de fotoionizacdo: a ionizagdo multiféton e a ionizacdo por tunelamento. Para altas
intensidades (> 10" W/cmz), do laser a ionizagcdo multiféton é dominante. Ela é descrita,
basicamente como a absorc¢do simultanea de varios fétons por um elétron (FIGURA 4). O
elétron deve absorver fétons suficientes para que o numero de fétons absorvido vezes a

energia de um féton, seja maior que a energia da banda de gap do material.

FIGURA 4 - Diagrama da ionizagdo multiféton no potencial atomico.

Para lasers com intensidade acima de 10 W/cm? e baixa frequéncia, a
fotoionizacdo esta sob regime da ionizacdo por tunelamento. Nesse tipo de ionizacdo o
campo elétrico do laser suprime o potencial coulombiano que liga o elétron a banda de
valéncia, dessa forma o elétron tunela através da barreira de potencial mais estreita

tornando-se livre.
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FIGURA 5 - Fotoionizagdo por tunelamento.

A taxa de fotoionizagao depende diretamente da intensidade do laser. Na
ionizacdo multiféton, a taxa é expressa como P(l) = csklk, onde oy é o coeficiente de
absorcdo para k fétons absorvidos'. O numero de fétons envolvidos no processo é
determinado por kho 2 Eg, onde h(h cortado) é um simbolo simplificado para h = h/2rx,
sendo h a constante de Planck; o é frequéncia do laser, e E; energia da banda de gap do
material. A taxa de tunelamento e menor com a intensidade do laser que a ionizagao
multiféton.

A ionizacdo avalanche é produzida quando elétrons livres absorvem fétons de
energia transferindo parte dessa energia para a ligacdo, ocasionando a ionizacdao por
impacto™. Consequentemente os elétrons livres absorvem mais fétons, produzindo mais
elétrons livres na banda de conducdo. A esse processo de formacdo de portadores de
cargas livres pelo impacto, denomina-se ionizacdo avalanche, onde a densidade de
elétrons aumenta exponencialmente. A ionizacdao avalanche depende da densidade de
elétrons livres e linearmente da intensidade do laser™.

A nuvem de plasma de elétrons formada pela fotoionizacdo e ionizacao
avalanche pode absorver a energia do laser, quando a densidade do plasma torna-se alta.
Se a densidade do plasma atingir um valor critico ocorre a ablagdo. O valor critico ou a
densidade critica é definida como o valor no qual a densidade de elétrons livres oscilando

no plasma é igual a frequéncia do laser, relacionado através da equacao:
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Ne2 Equacao 1

g,M

onde N é o numero de elétrons, e a carga do elétron, g permissividade elétrica no vacuo,
e m a massa do elétron.

A causa direta da alta absorgao pelo plasma do laser de femtossegundos é a
desfocalizacdo do pulso devido a contribuicdo negativa dos elétrons livres no indice de
refracio’®. Quando a densidade de plasma atinge 10" - 10™® cm™ a contribui¢o é
negativa para o indice de refracdo, devido a varacao de portadores presentes no plasma.

A guantidade de energia absorvida pelo material pelos processos nao lineares
de absorcdo e a consequente remocao deste, sdo ligados a duragdo do pulso do laser de
femtossegundos.

Para pulsos de longa duracdo (décimos de picossegundos), ocorre
transferéncia de energia dos elétrons excitados para a rede cristalina, na mesma ordem
de duracdo do pulso (tempo de relaxacdo térmica). A energia transferida para a rede
propaga-se no material por difusdo térmica. Para a remocgao de material usando pulsos de
longa duracdo, a quantidade de elétrons livres é fundamental para a absorcdao da energia
do laser. Qutro fator que influencia na remocdo de material é a quantidade de impurezas
presentes na rede. Devido as impurezas na rede, uma quantidade adicional de elétrons
contribui para o processo de avalanche, desta forma reduzindo o limiar de colapso dptico
(ou limiar de ablacdo) do material em relacdo ao material puro. O processo de colapso
Optico devido as impurezas torna o processo estatistico.

O processo de colapso éptico devido a pulsos curtos de duragdo menor que
picossegundos, é mais simples que o de longa duragdo. Para pulsos curtos a absorcao
nao-linear ocorre em escala de tempo menor que a transferéncia de energia para a rede,
dividindo o processo de absorcdo e transferéncia térmica de energia. Como mais elétrons
estardo excitados, maior sera a avalanche de elétrons, até atingir a densidade critica,
melhorando a absor¢do da energia do feixe. Somente apds a extincao do pulso é que a
energia é transferida para a rede. Essa deposicao de energia por choque, em escala de
tempo menor que a relaxacdo térmica da rede, leva ao colapso dptico, resultando na

remocdo do material. Para pulsos de longa duracdo a fotoionizacdo é dominante. Os
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pulsos de curta duragao sao mais regulares e mais confinados que os pulsos de longa
duragdo, uma vez que eles sdao deterministicos, isto é, ndo dependem das caracteristicas

do material, nem da presenca ou nao de impurezas.

1.4. Espectrometro no Infravermelho por Transformada de Fourier

Durante muitos anos, obtinham-se os espectros de infravermelho com o
auxilio de um feixe de luz infravermelha passando através da amostra frequéncia por
frequéncia. A radiacdo transmitida era varrida por dispersdo na rede de difracdo (grade
de difracdo) e com isso, o espectro era obtido pela rotacdo da rede de difracdo, onde as
bandas de absorcdo eram detectadas e lancadas em graficos das frequéncias em funcao
das intensidades’’. Atualmente, todos os instrumentos comerciais para medicdes na
regido do infravermelho médio, vendidos para aplicacdes analiticas, sdo baseados em
medicdes interferométricas sendo por isso classificados como instrumentos para o
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). Atualmente, provavelmente ndo ha
mais do que 5% de instrumentos por dispersao sendo utilizados em servigos de analises

na regido do infravermelho médio.

1.5. Interferometro de Michelson

O monocromador é o principal componente do espectrometro por dispersao,
e 0 mesmo se aplica no caso de instrumentos com transformada de Fourier (FT). O feixe
de radiacdo a partir da fonte é separado por um divisor de feixes (“beamsplitter") semi
transparente, em dois feixes parciais que sao retidos, um através de um espelho fixo e
outro através de um espelho mével; tais feixes retornam ao divisor de feixes onde sao
recombinados, causando a interferéncia(FIGURA 6). A fragdo diretamente retornada para
a fonte nao é utilizada, sendo, portanto, perdida. O deslocamento do espelho mdével faz
com que o caminho dptico mude no interferémetro, fazendo desta forma que a diferenca
de fase entre os feixes parciais resultem em mudancas na amplitude da interferéncia. A
intensidade do sinal a partir do detector é uma funcdo das mudancas do caminho dptico

corrigida por uma componente constante, denominada interferograma®.
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FIGURA 6 - Imagem esquematica de um arranjo FTIR que é baseado no interferometro de Michelson.

Para uma fonte de radiacdo monocromatica, com comprimento de onda ou
nimero de onda, dado por um laser, o cosseno do sinal (intensidade parcial da
intensidade do feixe) é obtida no detector com sendo fungdo da diferenga de caminho, a

qgual é denominada retardo:
I(x) = 1,[1 + cos(2mVC,)]: Equacao 2

Com o mesmo caminho 6ptico em ambos os lados do interferémetro, nao ha
diferenca de fase entre os dois feixes parciais, os quais podem interferir
construtivamente, ou seja, ambos os picos de ondas elétricas sdo adicionados. Se o
espelho médvel se deslocar lambda/4, haverd um retardo entre os feixes parciais de
exatamente lambda/2 e uma diminuicdo da interferéncia no detector. Para fontes de
radiacdo com varios comprimentos de onda, a interferéncia padrdo corresponde a soma
dos cossenos dos sinais de cada frequéncia individual. Os interferogramas simétricos
obtidos podem ser convertidos em um espectro através da transformada de Fourier. O

resultado é igualmente uma funcdo simétrica para a qual os dados espectrais sao
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duplicados, espelhados no ponto zero. A transformagado reversa é possivel sem que haja
perda de informagdo. Na maioria dos casos, o interferograma obtido experimentalmente
é assimétrico, com relacdo aos varios deslocamentos de fase nos varios comprimenos de
onda, resultante de efeitos dpticos e eletrénicos; devido a isso, uma transformada de
Fourier mais complexa é necessaria, como por exemplo a inclusdo de termos relativos ao
seno.

Por razoes técnicas, o interferograma nao é obtido continuamente e sim,
ponto a ponto. Devido a este fato, o padrao de interferéncia de uma luz monocromatica,
isto é, o laser de He-Ne é simultaneamente detectado através de um diodo detector. O
cruzamento do zero, do seno do sinal do laser de referéncia ou valores multiplos deste

intervalo.

1.6. ATR-FTIR

A reflectancia total atenuada (ATR) é hoje a ferramenta de amostragem mais
utilizada. O ATR geralmente permite analises qualitativa ou quantitativas de amostras
com pouca ou nenhuma preparacdo o que aumenta significativamente a velocidade de
analise da amostra. A principal vantagem da amostragem ATR vem do comprimento
muito fino de amostragem e profundidade de caminho de penetracdo do feixe de
infravermelho na amostra. Isto esta em contraste para amostragem do FTIR tradicional de
transmissdo por onde a amostra deve ser diluida com sal transparente ao infravermelho,
prensada em uma pastilha ou pressionado para uma pelicula fina, antes da analise para
impedir totalmente absorvente banda sem o espectro de infravermelho. Na
espectroscopia de transmissao, o feixe de IR passa através da amostra e do comprimento
efetivo do percurso é determinada pela espessura da amostra e da sua orientacdo em
relacdo a direcdao de plano do feixe de IR.

A consideracdo util para a andlise ATR é a profundidade da penetracao do
feixe de IR na amostra. Tecnicamente, isso é definida como a distancia necessaria para a
amplitude do campo elétrico cair para e do seu valor na superficie e é ainda definido

por:

B A Equagdo 3
27(nfsen’d —n2)"?

p
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onde A é o comprimento de onda da luz, 8 é o angulo de incidéncia relativa do feixe de IR

19
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para uma perpendicular a partir da superficie do cristal™”, e n; e n, sdao os indices de

refragdo do cristal e da amostra, respectivamente. (FIGURA 7).

Onda evanescente

Amostra —™

Cristal

(L= FL=g W0 || Ig
alement

¥,

Radiagao | Radiagao
refletida incidente

FIGURA 7 - Representacao da profundidade de penetragdo da onda evanescente na amostra.

A profundidade tipica de penetragdo varia de 0,5 um até 5 um, dependendo
dos valores experimentais. A intensidade da onda evanescente decai rapidamente a partir
da superficie do cristal ATR. Se quisermos comparar a absorbancia da amostra de
medigdo no ATR com de uma medigdao de transmissao, é necessario calcular o volume da
onda evanescente, conhecida como a penetracdo eficaz do feixe de IR. A penetracado

eficaz, é Unica para polarizacdo paralela e polarizacao perpendicular.
1.7. Microscopia Nao-Linear

1.7.1. Second Harmonic Generation - SHG

Conversdao de harmonico molecular origina-se da dependéncia ndo-linear da
molécula induzida de momento de dipolo m sobre o campo elétrico aplicado que pode

ser expresso como uma série de poténcias em E (FIGURA 8) %°.
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P=g,[x® E+y?EE + y¥YEEE +..]]
Equacao 4
=[PP+ PP +pP+, ]

onde & é a permissividade elétrica no vacuo, ;f")é a susceptibilidade nao-linear de ordem
n, e P ¢ a polarizagdo nao-linear de ordem n. A dependéncia espacial e temporal do
campo elétrico foram suprimidas para efeito de simplificagdo da equagao. Cada campo
elétrico do lado direito da equacdo pode ter diferentes componentes de frequéncia, os
quais produzirdo polarizagcbes ndo-lineares como soma e/ou diferenca desses
componentes de frequéncia. Para polarizacbes de segunda ordem, poderiamos ter dois
campos, E; e E;, com frequéncias @; e @, respectivamente, Considerando o meio como
isotrépico, isto é X(z) é um escalar, as componentes da frequéncia para os processos de

microscopia nao-lineares sao dados por:

P@(20,) ~ yPE} Equagdo 5
P@ (20,)~ y?E,* Equacdo 6
PP (0, +w,)~2y?EE, Equagdo 7

A Equacado 5 e Equagao 6 descrevem a geragao de segundo harmonico para o campo
elétrico incidente. A Equagao 7, descreve a soma das frequéncias que rege o processo
TPEFM.

Esforcos considerdveis tém sido feitas para moléculas com grandes
hiperpolarizabilidades n3o-lineares™. No entanto, aqui, nos concentramos em moléculas
biolégicas enddgenas, tais como colageno. Como caso especial, mas realista, vamos supor
gue a molécula seja uni-axial, o que significa que sua hiperpolarizabilidade de tensor é
dominada por um Unico componente e que o seu alinhamento é paralelo ao campo de
polarizacdo de conducdo. Podemos definir o SHG na mesma secdo transversal com as
correspondentes secdes transversais da TPEFM na mesma ordem. Este pardametro
diretamente fornece o poder de espalhamento multi-harménico, sendo ® a frequéncia de
oscilagao da radiagao, a partir de uma Unica molécula para uma dada intensidade do

campo.
22



Na pratica, SHG é geralmente muito menor do que TPEFM para uma Unica
molécula. Para uma molécula excitada perto de sua ressonancia, no entanto, é possivel
melhorar o sinal de SHG, em até 2 ordens de magnitude. Contudo, SHG aumenta de
forma quadrdtica com N, enquanto que a fluorescéncia aumenta apenas linearmente com
N. O sinal de SHG emitido é geralmente anisotrdpico devido as restricdes de
espalhamento coerente em fase correspondente. Quando o tamanho, s, dos centros de
espalhamento, ao longo do eixo Optico, é s >> A, SHG é predominantemente
transmitido. O processo de geracao de segundo harmoénico é um processo de dispersao
nao-linear coerente que conserva a energia, e, portanto, o comprimento de onda SHG é
sempre metade do comprimento de onda incidente.

O sinal de SHG coletado no modo de reflectancia é relativamente mais baixo
gue o transmitido. Devido o SHG ser um processo coerente e as ondas de segundo
harmonico majoritariamente propagarem com o feixe de excitacdo, é necessario
compreender a origem do sinal de SHG refletido da amostra. Trés fontes principais
contribuem para a formacao dos sinais refletidos. Em primeiro lugar, os sinais refletidos
sdo emitidos a partir do colageno fibrilar da derme. O sinal SHG emitido é geralmente
anisotrépico, porque a fase correspondente possui espalhamento coerente. Em segundo
lugar, devido a opacidade da derme humana, os sinais refletidos de SHG podem ser
atribuidos ao retroespalhamento dos sinais gerados pela transmissao do sinal SHG. Em
terceiro lugar, o retroespalhamento dos fétons excitados balisticamentes pela luz de
excitacdo induz sinais de SHG transmitidos, isto sdo, os sinais refletidos. A existéncia de
sinal de SHG refletido é muito util para imagem in vivo de tecidos porque a coleta de

sinais transmitidos de propagac3o é impraticavel em muitos casos’>.
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FIGURA 8 - Diagrama representativo da geracao de segundo harmonico em um material que nao possui
centro de simetria.

1.7.2. Microscopia de Fluorescéncia por Excitagao de Dois Fétons — TPEFM

A microscopia convencional de fluorescéncia por excitagao de um foton faz
uso de um foton de UV ou visivel que é capaz de combinar com o gap de energia entre o
estado fundamental e o estado excitado®. A excitacdo da molécula por dois fétons é um
processo ndo-linear relacionado com a absorcdo simultanea de dois fotons, tipicamente
IR, cuja energia total é suficiente para produzir uma transicdo molecular para um estado
excitado eletronicamente (FIGURA 9). Em geral, pode-se usar féotons de comprimentos de
onda ;e i,

AMhm= (1 M+ 1/ 4) Equagéo 8

onde A;p € 0 comprimento de onda necessdrio para a emissdo de fluorescéncia
privilegiada na absorc¢do de um foton. Por razdes praticas A, = A, e a escolha experimental
inicial é Aga2hgp 2%

A excitagdo por dois fétons de moléculas fluorescentes, proporciona uma
vantagem pratica imediata sobre microscopia confocal pois ndao causa fotoclareamento

na amostra, ndo exigindo marcadores exdgenos.
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FIGURA 9 - Diagrama de Jablonski para (A) excitagcdo por um féton e (B) excitagdo por dois fétons.

1.8. Tomografia por Coeréncia Optica - OCT

A técnica de tomografia por coeréncia 6ptica (OCT), é uma técnica nao-
invasiva de imagem de tecidos biolégicos e materiais®®. Inicialmente, foi uma técnica de
diagnéstico de aplicagdo clinica na oftalmologia®’. Desde entdo, a instrumentacdo do OCT
passou por uma melhoria substancial e agora esta bem posicionado para a ampla adogao
em vdrias outras aplicacdes clinicas e de pesquisa®®. Por exemplo, esta tecnologia tem
sido ativamente utilizada em outras aplicacdes clinicas, como cardiologia®®, oncologia®, a
visualizacdo da estrutura dental®’

Embora o OCT proporcione muitas vantagens na medicina, a profundidade de

penetracdo é baixa e esta é uma limitacdo para outras aplicacdes. Uma vez que as
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propriedades dpticas de tecido dependam do comprimento de onda usado, é necessario
escolher o comprimento de onda adequado para maximizar a penetragdo de luz e
melhorar o contraste da imagem em profundidades.

Na faixa do comprimento de onda no infravermelho, as primeiras aplicacdes
clinicas do OCT para oftalmologia normalmente usavam 800 nm. Recentemente, a faixa
comprimento de onda em torno de 1700 nm tem sido atrativa para a aquisicdo de
imagens de tomografia éptica. Nessa faixa, a profundidade de penetracdo na pele é
otimizada.

A técnica de OCT reconstréi o perfil de retro-espalhamento éptico em
profundidade de 1 a 3 mm para a maioria dos tecidos bioldgicos, pois devido ao
coeficiente de espalhamento, coeficiente de absor¢cdo e suas dependéncias com o
comprimento de onda, a quantidade de luz retroespalhada deste tecido pode ser
insuficiente para detectar estruturas em profundidades maiores que as descritas>*>2.

Sao utilizados como fonte de luz, varios tipos de lasers, em particular o laser
de Titanio-Safira, assim como LEDs Superluminescentes®. A luz emitida atravessa um
elemento 6ptico que divide o feixe em dois caminhos épticos, sendo um direcionado para
o espelho do braco de referéncia do interferémetro do aparelho e o outro para a
amostra. A luz refletida do espelho presente no braco de referéncia e a luz
retroespalhada da amostra sdao recombinadas no divisor de feixe, ocorrendo interferéncia
entre elas. A intensidade do feixe recombinante é mensurada por um detector éptico,
permitindo obter informacgdes oriundas de diferentes profundidades do tecido em estudo
(FIGURA 10) ****. Os sinais de intensidade captados pelo detector s3o transmitidos a um

computador, onde sdo analisados.
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CAPITULO 2

Espelho de Referéncia

Fonte Luminosa

FIGURA 10 - llustragdo esquematica de um arranjo ocr®
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2. Objetivo

2.1. Geral

O objetivo principal deste estudo é avaliar a viabilidade de utilizar lasers de
femtossegundos de altissima intensidade como coadjuvante no tratamento de pacientes

gueimados por meio de um modelo in vivo.

2.2. Especifico

Remover in vivo por laser de altissima intensidade e pulsos ultra-curtos,
tecidos necrosados por queimadura de terceiro grau em pele de ratos da raca Wistar,
acompanhar e caracterizar o processo de cicatrizagdo por quatro métodos:

= |nvasivos: por analise histoldgica de biopsias dos tecidos, por micro-espectroscopia
no infravermelho por transformada de Fourier e por microscopia nao-linear;

» Nao-invasivo: por Tomografia por Coeréncia Optica.

CAPITULO 3
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3. Material e Métodos

3.1. Planejamento do estudo

O estudo foi realizado em trés etapas: na primeira provocamos as
gueimaduras nos animais e aguardamos por um periodo de 3 dias, para a delimitagao das
gueimaduras, ; na segunda, os animais queimados foram submetidos aos tratamentos de
ablacdo laser e desbridamento cirdrgico; na terceira, os animais foram distribuidos
aleatoriamente em 4 grupos, conforme os dias de analise (32, 592, 72 e 149), analisados
por OCT, sacrificados para bidpsia e posteriormente foi realizado o estudo pelas técnicas
de histologia, HATR-FTIR e microscopia nao-linear.

Para a realizagdo da primeira etapa do experimento foram utilizados 25 ratos
machos da raga Wistar, com massa de aproximadamente 300g. Os animais foram
anestesiados com combinac¢do de quetamina e xilazina em seguida foi feita tricotomia na
regido dorsal. A queimadura foi produzida por exposicdo a uma fonte de vapor de agua
(aproximadamente 90 °C), com diametro de 8 mm, em trés pontos. A fim de delimitar as
bordas da queimadura, aguardamos por trés dias para os procedimentos de tratamento.
Para a realizacdo da segunda etapa, uma das regides queimadas foi irradiada com laser de
Titanio:Safira, e em outra foi feito o desbridamento a frio. A terceira regido queimada foi
deixada como controle no processo de regeneracdo. Antes de cada procedimento foi
aplicado, sobre as lesdes, solugao aquosa de clorexidina 2% para desinfecgdo da area.

Na dltima etapa do estudo, os animais queimados foram distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos, com 5 animais em cada grupo, e definido conforme o
dia do sacrificio: 32 dia, 5 2 dia, 7 2 dia e 14 2 dia (Tabela 1). Cada grupo foi analisado por
OCT, histologia, micro-espectroscopia no infravermelho e microscopia ndo-linear (FIGURA

11).

Tabela 1 — Distribuigdo de animais/grupo e as técnicas de caracterizagdo

Dia N° de

Controle Irradiado Desbridado
(Grupo) Animais
3 5 OCT/ Histologia/ OCT/ Histologia/ OCT/ Histologia/
5 5 UATR-FTIR/ UATR-FTIR/ UATR-FTIR/
Microscopia Nao- Microscopia Nao- Microscopia Nao-
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7 5 Linear Linear Linear

14 5

Anestesia e Tricotomia

Pele Sadia Pele Queimada

Apos 3 dias

! 7 I |

L
Grupo 1 (3" dia) Grupo 2(5°dia) Grupo 3(7°dia) Grupo 4 (14° dia)

Ablacionado
Desbridado
Queimado

Ablacionado
Desbridado

Ablacionado
Desbridado
Queimado

Ablacionado
Desbridado

Queimado Queimado

Sacrificio |
*

Técnicas de andlise
-0OCT

- Histologia

- PATR-FTIR

- Microscopia Nao-Linea

FIGURA 11 — Delineamento experimental das fases do estudo: gera¢do da lesdo, tratamento e analise.

3.2. Animais

Os procedimentos adotados neste projeto estdo de acordo com as normas
para a pratica didatico-cientifica da vivisseccdo de animais (Lei n.2 6638, de 08 de maio de
1979) e com os principios éticos da experimentacdo animal.

Adaptando a metodologia de geracao de queimadura aos métodos usados por Bayat e
colaboradores®, utilizamos ratos da raca Wistar, machos e adultos. Todos os ratos foram
alojados e alimentados adequadamente no Biotério do IPEN em gaiolas individuais, em
condicbes controladas de temperatura e em regime de luz de 12h/12h. Durante todo o
experimento, receberam agua e racao sélida ad libitum. Na execucdo do projeto todos os
ratos foram anestesiados por via intramuscular com uma combinacdo anestésica de
cloridrato de quetamina (0,32 mL/Kg) e xilazina (0,2 mL/Kg), e na regido distal do dorso
foi submetida a tricotomia seguida de anti-sepsia. No dia zero, foram provocadas trés
gueimaduras de terceiro grau com 8 mm de didmetro por exposicao, durante 20

segundos, a uma fonte de vapor confeccionada com uma canula de borracha acoplada
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para a saida do vapor(FIGURA 12). A andlise histoldgica foi utilizada para confirmar se
houve queimadura de terceiro grau ou de espessura total envolvendo necrose total da
epiderme e da derme dos ratos.

Este projeto tem aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa Animal do

Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares.

FIGURA 12 - Montagem da fonte de vapor para realizacao de lesdo térmica nos animais.

3.3. Analises

3.3.1. Tomografia por coeréncia éptica (OCT)

O objetivo do OCT foi para avaliar quantitativamente a lesdo em sua
profundidade, a microestrutura do tecido e a propriedade de atenuacdo dptica total do
tecido, utilizamos o método de OCT no dominio da frequéncia.

O sistema OCT utilizado neste estudo (OCP930SR, Thorlabs Inc., USA), possui
fonte de LED superluminescente, com comprimento de onda central de 930 nm, largura
de banda de 100 nm, e resolucgdo axial e lateral no ar de 6,0 um (8 quadros por segundo).
As imagens geradas tem 1 Mpixel (2000 x 512), correspondendo a um alcance lateral de

6,0 mm e uma profundidade axial de 1,5 mm no ar.
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3.3.1.1. Analise dos dados

Foram adquiridas imagens das regides das lesGes logo apds os tratamentos e
seus perfis de atenuagdo foram obtidos e analisados em trés etapas. Na primeira, foram
estudados os perfis de atenuagao da luz na amostra, sendo esses perfis obtidos através
de aplicativo desenvolvido em LabView (National Instruments, Texas, USA).

A partir das imagens de OCT, escolhemos a regido de interesse para estudo
com comprimento lateral de 1,5 um. Escolhida a regido, obtivemos o perfil de atenuagao
total no interior do tecido e exportamos os dados para posterior andlise com o auxilio do
programa Microcal Origin 8.0.

Na etapa seguinte, os perfis de atenuacdo total foram estudados.
Primeiramente delimitamos a regido da derme no perfil de atenuacdo; a seguir,
ajustamos o trecho delimitado da curva de acordo com a amplitude do sinal que retorna

da amostra, dado em dB, por:

10 Iog(?j ~—2044 log ez +10exp (K, A(2)) Equacdo 9
0

onde P, é a poténcia da onda incidente na superficie da amostra; P(z) é a poténcia
retroespalhada retornando de uma profundidade z do tecido; K é uma constante que
depende da fungdo de coeréncia da fonte; A(z) é a fungdo de divergéncia do feixe; e 1y €
Ly sao o coeficiente de espalhamento e atenuagdo total, respectivamente. Por
simplificacdo, aproximamos a

Equacdo 9, a equacdo de uma reta, dada por:

y=a-+hx Equacao 10

onde: a, representa o coeficiente de atenuagdo total da amostra.

Obtidos os coeficientes de atenuagdo total, calculamos a média aritmética dos
coeficientes de cada uma das amostras.

Obtidos os coeficientes dos perfis de atenuacao total de cada amostra, foram
calculadas razdes entre tais coeficientes. As razdes consideradas tomaram como

referéncia o coeficiente de atenuacao total da pele sadia, dessa forma, as razées foram:
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queimada/sadia, debridada/sadia e irradiada/sadia. Através da analise das razdes,
buscou-se obter um coeficiente de atenuagdo relativo que caracterizasse o processo de

regeneracao do tecido de acordo com os tratamentos.

3.3.2. Histologia

Para a analise histoldgica, os animais foram sacrificados aleatoriamente com
doses letais de anestésicos nos dias 3, 5, 7 e 14, para obtencdo de amostras. Botdes de
pele foram cuidadosamente removidos por intermédio de bisturi, de tal forma que
envolvessem parte da pele sadia adjacente a borda da ferida e o tecido lesionado em sua
profundidade. As amostras foram fixadas em Methacarn (metanol + solucdo de Carnoy), e
mantidas por um periodo maximo de 3h, conforme protocolo. Em seguida receberam o
tramite laboratorial de rotina. Os cortes histoldgicos foram efetuados tranversalmente,
corados com hematoxilina e eosina e analisados em microscépio de luz (Leica DMLP,

Alemanha).

3.3.3. Microscopia Nao-Linear

As amostras foram obtidas conforme foi descrito na secdo 3.3.2. Para o
estudo, as amostras foram crio-preservadas e cortadas perpendicularmente a epiderme,
usando cridtomo, compreendendo uma secao transversal das camadas da epiderme e
derme na espessura de 20 um e montadas em laminas histoldgicas e cobertas com
laminula para a aquisicdo das imagens. As imagens obtidas pelas técnicas de
autofluorescéncia e geragdao de segundo harmoénico nao possuiam marcadores exdgenos

das células.

Os cortes montados em laminas histoldgicas foram examinados no Instituto
Nacional de Ciéncia e Tecnologia de Fot6nica Aplicada a Biologia Celular (INFABIC), da
Universidade Estadual de Campinas, usando confocal LSM 780-NLO Zeiss no microscépio
Axio Observer Z.1 (Carl Zeiss AG, Germany), usando as objetivas com aumento de 10x e
40x. As imagens foram coletadas usando laser NLO — Mai Tai com comprimento de onda
centrado aproximadamente em 950 nm para excitagao e filtros de emissdao passa banda
de 520 nm a 560 nm para a autofluorescéncia refletida e transmitida e um filtro passa
baixa de 485 nm para deteccdo de SHG refletido e transmitido, com pinhole ajustado para

1 airy unit em cada canal, formato da imagem de 1024x1024 e zoom 6ptico de 1x. Os Z-
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stacks foram adquiridos com intervalo de 6,30 us. O INFABIC é co-financiado pela
Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo - FAPESP (processo: 08/57906-3)
e Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico - CNPqg (processo:

573913/2008-0).

3.3.3.1. Analise dos dados

As imagens de SHG foram analisadas pela funcado de Fast Fourier Transform -
FFT, do software Imagel) 1.45s (National Institutes of Health - USA). Para a analise,
escolhemos uma regido de interesse na imagem, utilizando a ferramenta de selecao
retangular, na qual continha a maxima quantidade de fibras de colageno. Escolhido a
regido, aplicamos a FFT e geramos uma imagem que consiste de uma elipse e medimos a

maior e menor distancia na imagem (FIGURA 13)

FIGURA 13 - Estimativa da orientag¢do do feixe de colageno pela razdo da largura (L) pelo comprimento (C)
da transformada de Fourier aplicada a regido de interesse da imagem..

A orientacao do colageno foi calculada pela Equacdo 11:

. L
col =1- c Equagdo 11

onde L é a largura, e C o comprimento da elipse. O indice de orientagdo do colageno varia
de 0 a 1. Para fibras de colageno com orientacdo paralela, o indice tende a 1. Nas fibras

de colageno que estdo aleatoriamente orientadas, o indice de orientacdo tende a zero>”*®
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Uma vez que calculamos os indices de orientagdo do colageno, calculamos a
média aritmética de cada uma das amostras (queimada, desbridada e irradiada). Para

identificacdo das semelhancas e diferencas entre os grupos.

3.3.4. Espectroscopia por HATR-FTIR

Os espectros foram obtidos usando o espectrometro FTIR (modelo 6700,
Nicolet Instruments, USA), equipado com acessério de micro ATR, com objetiva montada
com cristal de Diamante, indice de refracdo 2,41 e angulo de incidéncia de 45°. A
metodologia escolhida para a realizacdo dos experimentos foi a utilizacdo de um passo de

6 cm™’. e com 64 repeticBes, faixa de aquisicio de 4000 a 800 cm™.

3.3.4.1. Analise dos dados

Para cada amostra de tecido foram replicados trés amostras e os espectros
adquiridos foram analisados em trés etapas. Na primeira, foram estudadas as areas
referentes a cada uma das bandas de absorc¢do. Para este estudo utilizamos o programa
Microcal Origin 8 e sua ferramenta de andlise para espectroscopia. Todos os espectros
foram normalizados pela intensidade da banda situada em 1650 cm™(referente a Amida
1), uma vez que ao adquirirmos os espectros a intensidade de contato do cristal com a
amostra ndo possuia um controle e a espessura do corte apesar de feita em criétomo
regulado, poderia possuir variacdes na sua espessura. Visto que visamos determinar os
compostos organicos presentes nos tecidos, faz-se necessdrio uma normalizacdo dos
espectros obtidos.

Feita a normalizacdo e integracdao das bandas de interesse, calculamos a
média aritmética das areas das bandas de cada uma das amostras.

A terceira e Ultima analise dos espectros foi a andlise das razdes entre as
bandas. Para o estudo, adotamos uma banda de absor¢do como referéncia para cada
composto bioquimico: as variagles associadas as proteinas, localizadas na regido de
anélise das bandas em 1650 cm™, 1540 cm™ e 1245 cm™; e a regido do OH™ pela banda em
3300 cm™.

As proteinas consistem de uma série de bandas de absorcdo as quais
compreendem as amidas I, amida Il e amida Ill; a banda de absorcdo da amida | e amida Il

sdo as duas maiores bandas da regido da proteinas, e a amida Illl a mais deslocada no
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espectro; e por ultimo, a banda de absorcdo OH apresenta moléculas de dgua associadas
a esta banda.

Definidas as bandas de absorcdao representativas para a caracterizagao da
regeneracdo do tecido, calculamos as razdes entre suas areas. Consideramos as razoes
entre amida I/amida I, também conhecido como fator de hidratacdo; amida Il/amida IlI;
amida I/OH. Com as razbes das bandas, buscou-se caracterizar o tecido queimado em

regeneracgao.

3.4. Ablagao laser

O sistema laser adotado para este estudo é baseado no método de
amplificacdo de pulsos com varredura em frequéncia (chirped pulse amplification - CPA),
de Titanio:Safira, do Laboratdrio de Lasers Compactos de Altissima Poténcia do Centro de
Lasers e Aplicacdes (CLA), do IPEN.

Para avaliar a energia depositada por pulso e a profundidade alcancada no
processo de remocdo de debris, realizamos um estudo piloto no qual os spots foram
focalizados sobre uma amostra de pele ex-vivo, de rato da raca Wistar, macho, removida
com bisturi. A amostra foi fixada sobre uma placa de acrilico, e posicionada sobre uma
mesa-xy com dois eixos coordenados, de acuracia micrométrica, por programacao CNC
(Computer Numeric Control ou Controle Numérico Computadorizado), do Laboratdrio de
Aplicacdes Industriais de Lasers do CLA. A irradiacao foi realizada perpendicularmente ao
feixe, varrendo uma regidao de 1 x 2 mm, com sobreposi¢do de pulsos de 25%, velocidade
de deslocamento da amostra de 540 mm/min, e taxa de repeticdo do pulso de 2 kHz.
Paralelo a saida do feixe, montamos o sistema OCT, para automatizar as medidas de
profundidade na amostra e avaliar a qualidade das irradiacdes em tempo real. No estudo
piloto, avaliamos 4 condigdes de energia: 5, 10, 20 e 50 pJ. Com a energia de 5 (lJ em uma
primeira varredura, nao foi possivel observar remogao de debris de tecido, pelo OCT.
Aumentando o numero de varreduras sobre a mesma regido para 5 varreduras,
alcangamos uma profundidade de 164,74 + 18,87 um. O ponto foi retirado do grafico da
Figura 14, por se tratar de sobreposi¢ao de pulsos. Para um nimero maior de varreduras,

por energia de pulso.
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Figura 14 — Densidade de energia em fungao da profundidade atingida com somente uma varredura,

sem sobreposi¢cao de pulsos. O melhor ajuste de curvas para o conjunto de pontos é: P = 187,53xDE°’21.
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Figura 15 — Densidade de energia em fungdo da profundidade (log x log) com 5 varreduras por area. O
melhor ajuste de curvas para o conjunto de pontos é: P = 118,24xDE™>".

O processo de remocgao de tecido necrosado em animais possui dificuldades
experimentais ocasionadas pelo movimento respiratério. O movimento causa um
deslocamento do foco na superficie da pele. Para as irradiagdes, utilizamos uma lente
com distancia focal de 50 mm. A lente utilizada para o experimento foi escolhida visando
uma menor cintura do feixe na superficie. A energia adotada para a ablacao do tecido
necrosado foi de 10 w devido atingir uma profundidade de remogao até mesmo fora do

foco no momento da respiragao do animal.
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3.5. Anadlise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o programa GraphPad Prism 5.
A normalidade dos dados foi testada pelo teste de Shapiro-Wilk. Como os dados
encontrados nao apresentavam em uma distribuicdo normal foi utilizado o teste de
Kruskal-Wallis. Para a comparacao dos diferentes grupos foi realizada utilizando-se o

teste de Dunns com 5 % de significancia.
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CAPITULO 4

4. Resultados

O estudo das amostras é apresentado neste capitulo de acordo com a técnica
utilizada para a sua caracterizagdo. Primeiro apresentamos a técnica histolégica, por se
tratar do padrao ouro no estudo e que também servira como guia para as demais
técnicas; a seguir apresentaremos a técnica de OCT, a qual é uma técnica ndo invasiva, e

posteriormente as técnicas de LATR-FTIR e microscopia nao-linear, que sao invasivas.

4.1. Avaliagao clinica das queimaduras

As queimaduras foram provocadas conforme o item 3.2. Pela FIGURA 16 foi
feito um acompanhamento da delimitacdo da queimadura, no dia 0, logo apds a
gueimadura; e no dia 14, antes do inicio do tratamento. Pelas imagens observou-se que
no dia 0, as regides queimadas possuem um aspecto branco, com as bordas definidas e de
textura como couro desidratado. No dia 3, notou-se maior irrigacdo sanguinea da lesao,
com coloracdo em tons de vermelho, com uma leve formacdo de crosta sobre a lesdo, e

bordas mais elevadas que a regido central.

FIGURA 16 - (a) Aspecto da queimadura apds a exposi¢do a fonte de vapor; (b) Aspecto da queimadura
apos a delimitagdo (32 dia apds queimadura)
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4.2. Caracterizagao das amostras por histologia

4.2.1. Pele sadia

O tegumento é o maior 6rgao do corpo e constituido por dois componentes: a
pele e os derivados epidérmicos, tais como as unhas, os pelos e as glandulas (glandulas
sudoriparas e sebdceas, e a glandula mamaria).

Nas células coradas com HE os acidos nucléicos presentes no nucleo sdo
corados pela hematoxilina, dando ao nucleo um tom azul-purpura. Os elementos basicos
sdo atraidos pela eosina, permitindo a coloracdo da proteina do citoplasma da célula, de
tons que variam do rosa a vermelho (fibras de colageno).

A pele é composta pela epiderme superficial (E), e a derme (D), mais
profundamente situada. A epiderme é avascular e formada de epitélio estratificado
pavimentoso queratinizado, contendo mais de uma camada de células, as quais
diferenciam-se a medida que se afastam da membrana basal (MB), variando de células
cubdides (que repousam na MB) a pavimentosas (superficiais). A membrana basal separa
a epiderme da derme. A derme é constituida de tecido conjuntivo sobre o qual se apoia a
epiderme. A juncdo entre a epiderme e a derme é regular nos cortes, ndo havendo
saliéncias ou reentrancias, as papilas dérmicas, o que caracteriza o epitélio de ratos. Na
FIGURA 07-A, os foliculos pilosos e sua porcao germinativa foram apresentados em cortes
tangenciais, com seus ductos geralmente desembocando na porc¢do terminal. A derme
possui duas camadas: a papilar e a reticular (FIGURA 07-B). A papilar é delgada e
constituida por tecido conjuntivo frouxo, a reticular é mais espessa e constituida por
tecido conjuntivo denso ndo modelado (FIGURA 07-C). Na camada reticular, as fibras
colagenas sao mais abundantes e espessas que na camada papilar. Possui ainda, vasos

sanguineos irrigando a regido.
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FIGURA 17 —Nos cortes histolégicos com espessura de 5um, parafinizados e corados por hematoxilina-
eosina, da pele sadia do dorso de ratos Wistar. (A) Estrutura normal da pele, com as camadas de
epiderme, derme intactas e seus apéndices dérmicos; aumento 10x. (B) e (C). Na epiderme, observa-se os
queratindcitos nas suas fases de diferenciagdo; na derme apresenta-se a sua distribuicio usual de
colageno formando feixes de fibras; aumento de 20x e 60x, respectivamente.

41



4.2.2. Pele queimada

A queimadura de terceiro grau ou de espessura total envolve a epiderme e a
derme. Macroscopicamente, aparecem como brancas, com textura semelhante ao couro,
ou carbonizadas, secas e anestésicas, devido a destruicdo das terminagdes nervosas>>*.
Histologicamente, o tecido desvitalizado apresenta trombose do endotélio capilar lesado,
levando a morte celular induzida pela isquemia, revelando uma necrose coagulativa (zona
de coagulagio)*, adjacente ao tecido com vitalidade que rapidamente acumula células
inflamatdrias e pronunciada exsudacdo, devido a vasodilatacdo e aumento na
permeabilidade microvascular. Os cortes histolégicos apresentados nas FIGURA 18-Al e
B1 apresentam solucdo de continuidade no epitélio estratificado queratinizado no
terceiro dia, com regeneracao inicial no quinto dia (FIGURA 18-A2 e B2). No 3¢, 52 e 72 dia
os cortes apresentam foliculos pilosos em corte transversal, espalhados pela derme,
sendo ainda em alguns cortes encontrado no epitélio. No interior do foliculo, foi
apresentado uma haste queratinizada do pelo, degradada pelo aumento de temperatura.

No décimo quarto dia o epitélio apresenta-se com solucdo de continuidade
reduzida, mais distincdo entre as fibras coldgenas, nucleo dos fibroblastos mais alongado
denotando estado quiescente da célula.

A queimadura de terceiro grau provocada no dorso dos animais foi de
espessura total, degradando o coldgeno da camada reticular, destruindo as estruturas do
tecido e musculatura estriada. No terceiro e quinto dia, foi observado a presenca de
células adiposas préximas ao epitélio, que migraram da hipoderme. Estudos com
camundongos obesos mostraram que o tecido adiposo aumentou a infiltracdo de
macréfagos e citocinas pré-inflamatérias realcando a condigdo inflamatéria na regido®,
estudos em humanos também descreveram resultados similares para o recrutamento de

macréfagos pelos adipdcitos*>*.
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FIGURA 18 - Andlise histolégica de cortes de 5um de espessura, parafinizados e corados por hematoxilina-
eosina, de pele queimada do dorso de ratos Wistar. (A1) Estrutura da pele desorganizada, com as
camadas de epiderme e derme possuindo varios foliculos pilosos em corte transversal; aumento 10x. (A2)
Estrutura da pele apresenta mais organizacdao em relagdo ao terceiro dia, embora haja a presenga de
alguns foliculos pilosos, em corte transversal, no epitélio.(B1) Epitélio em regenerac¢do, apresentando
irregularidade no numero de camadas das células e descolamento da derme; aumento 20x. (B2) Epitélio
mais exuberante, com mais camadas de células e cortes transversais de foliculos pilosos; aumento 20x.
(C1) e (C2) Detalhe do epitélio em aumento de 60x. No terceiro dia apresenta um descolamento do
epitélio, no quinto dia o epitélio apresenta um infiltrado.
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72 Dia 142 Dia

reentrancias invaginando alguns foliculos e numero de células em suas camadas variavel; aumento 10x.
(A4) Epitélio continuo, com corte tangencial de glandulas sebaceas e muitos fibroblastos; aumento 10x.
(B3) Cortes transversais de foliculos pilosos incrustado na crosta da lesdo e invaginados no epitélio;
aumento 20x. (B4) Epitélio apresentando o estrato cérneo e irregularidades na sua porgdo interna;
aumento 20x. (C3) e (C4) Detalhe do epitélio no sétimo e décimo quarto dia. Epitélio apresenta maior

espessura no décimo quarto dia que no sétimo dia, e seus estratos granuloso, licido e cérneo, mais
discretizados.
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4.2.3. Pele desbridada

Nos cortes histolégicos de pele de rato desbridada com bisturi lamina fria,
mostrados na FIGURA 20, observamos uma espessa crosta no terceiro dia (Al), epitélio
em regeneragdo, delgado e composto de uma camada simples de queratindcitos. A
derme apresenta cortes tangencias de foliculos pilosos na regido do bulbo (B1). A camada
subcutanea apresenta adipdcitos distribuidos ao longo da camada e em profundidade na
derme. A musculatura estriada esquelética no fragmento apresenta-se ausente,
caracterizando a queimadura de terceiro grau.

No quinto dia (A2), a crosta apresenta-se reduzida, epitélio mais espesso,
formado em alguns pontos por mais de trés camadas de células. Na derme (B2),
apresenta foliculos pilosos em corte transversal, glandulas sebdceas, vasos e poucos
adipdcitos na camada subcutanea. No campo, observamos muitos nucleos de fibroblastos
alongados.

Os detalhes do epitélio em regeneracdo sdo mostrados em (C1) e (C2). No
terceiro dia, o epitélio ndo possui uma organizacao celular definida; na derme, préximo
ao epitélio, nota-se a presenca de adipdcitos e eosindfilos. O campo apresenta também
vasos sanguineos e fibroblastos com nucleo arredondado. No quinto dia, a crosta é
menos espessa que no terceiro dia; o epitélio possui uma organizacdo celular em
camadas, sendo formado por até cinco células. A derme apresenta muitos fibroblastos,
com nucleo alongado.

No sétimo dia e décimo quarto dia (FIGURA 21), observa-se uma camada de
gueratina espessa, epitélio composto por camadas de células sendo que no décimo
guarto dia hd camadas de células cubdides préxima a membrana basal e pavimentosas na
regido mais superior, demonstrando uma melhor organizacdo deste epitélio. A derme
apresenta um tecido conjuntivo denso bem celularizado, sem a presenca de apéndices

dérmicos.
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FIGURA 20 — Cortes histologicos com 5um de espessura, parafinizados e corados por hematoxilina-eosina,
de pele, do dorso de ratos Wistar, queimado e desbridado mecanicamente. (A1) Visdo geral da pele, com
uma crosta espessa, um epitélio em descamacao, e a derme com tecido conjuntivo denso, e auséncia de
musculatura estriada esquelética; aumento 10x. (A2) Visdo geral da pele no quinto dia, superficie coberta
por uma crosta fina, epiderme e derme definidas, e presenca de musculatura estriada esquelética;
aumento 10x. (B1) Aumento maior da interface entre o tecido conjuntivo e a crosta, possuindo entre eles
um epitélio ndo formado e em descamagdo; aumento 20x. (B2) Detalha da derme, com uma glandula
sebacea no centro do campo e um epitélio em regeneragdo coberto por uma crosta; aumento 20x. Em
(C1) e (C2) visualizamos o epitélio em detalhe com uma porg¢do do conjuntivo, evidenciando estagios
diferentes na regeneragao
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FIGURA 21 — Cortes histolégicos de pele queimada e desbridada no sétimo (A3) e décimo quarto dia de
acompanhamento (A4); aumento 10x. Detalhe da epiderme e derme em regeneracdo no sétimo (B3) e
décimo quarto dia (B4); aumento 20x. Em (C3) e (C4) observa-se o epitélio exuberante, com suas camadas

regeneradas; aumento 60x.
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4.2.4. Pele ablacionada

Corte transversal de fragmento de pele queimada por exposicdo ao vapor e
ablacionada com laser de femtossegundos, com energia de aproximadamente 10 w. No
terceiro dia, a lesdo (FIGURA 22-A1/B1) é recoberta por uma crosta, seguida de uma
desorganizagao total do epitélio no centro. Nesta regido ha poucos foliculos pilosos por
campo, em grande maioria em corte transversal, apresentando em seu interior
fragmentos de queratina de sua haste. A musculatura estriada esquelética no fragmento
apresenta-se ausente no centro da lesdo, caracterizando uma queimadura de terceiro
grau. No quinto dia (A2/B2), foi observado tecido necrosado e sem vascularizagdo na zona
central da lesdo, predomina ainda na regido, células adipdcitas, recrutando macréfagos
para a regiao, participando no processo inflamatdrio.

Na FIGURA 23-A3/C3, observa-se no sétimo dia uma intensa presenca de
fibroblastos com nucleos alongados, nesta fase do processo regenerativo ha poucos
neutrdéfilos no campo, mas ainda ha a presenca de macréfagos e a regeneracao do tecido
muscular esquelético. No décimo quarto dia (A4/C4) o epitélio apresenta-se regenerado e
hiperqueratinizado, nota-se uma derme uniforme com vasos sanguineos em corte
longitudinal, glandulas sebaceas e os fibroblastos quiescentes, com o processo de

cicatrizacdo no estagio final.
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FIGURA 22 — No corte histoldgico do terceiro dia (A1), o campo mostra uma completa desorganizagdao do
tecido, com lesdo intensa da musculatura estriada esquelética devido a temperatura; aumento 10x. (B1)
Detalhe de foliculos pilosos em corte transversal; aumento 20x. (C1) Detalhe da area do epitélio
mostrando o inicio da reorganizagdo de suas camadas; aumento 60x. No quinto dia (A2), observa-se uma
visdo geral do campo, com a auséncia de epitélio, e alguns adipdcitos préximo a superficie; aumento 10x.
(B2) Detalhe do epitélio em regeneragdo; aumento 20x. (C2) Observa-se no corte o epitélio em
regeneragdo sobrepondo-se a crosta da lesdao; aumento 60x.
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FIGURA 23 — No corte histolégico do sétimo dia (A3), observa-se uma visdo geral do campo, com uma
reorganizacdo do tecido em camadas e alguns foliculos pilosos em corte transversal; aumento 10x. No
décimo quarto dia (A4), observa-se no campo o tecido organizado, com vasos sanguineos e glandulas
sebaceas; aumento 20x. (C4) Observa-se o detalhe do epitélio queratinizado e suas camadas regeneradas
; aumento 60x.
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4.3. Caracteriza¢ao das amostras por OCT

4.3.1. Pele sadia

Na FIGURA 24, observamos a imagem de tomografia 6ptica de pele sadia. Os
dados obtidos pela técnica de tomografia por coeréncia dptica,”*® dependem da
velocidade de aquisicio da imagem em tempo real®’, da resolucdo espacial transversal
para identificar as estruturas do tecido, e o contraste das imagens para diferenciar as
estruturas. O sinal do OCT estda mais intenso na superficie devido a um maior
retroespalhamento dos fétons que atingem a camada, causado por uma maior densidade
na superficie em relacdo ao ar. Ao atravessar a primeira barreira, a intensidade do sinal
diminui a medida que os fétons se espalham pelas camadas mais profundas da pele.
Abaixo dessa primeira barreira, observamos o estrato cdrneo (seta vermelha),

homogéneo, baixo espalhamento e delimitado.

FIGURA 24 - Imagem de OCT in vivo de pele sadia de rato Wistar

O perfil de atenuacdo total da luz na pele sadia é mostrado na FIGURA 25.
Pela imagem confirmamos que a penetracao da luz no comprimento de onde de 930 nm
atingiu uma por¢dao mais profunda da derme. A imagem mostra o resultado da média de
uma regido de largura igual a 1500 um, escolhida na regido de interesse da imagem. Ao
atingir a superficie da pele do animal, o sinal tem um pico de intensidade de
aproximadamente 20 dB, decaindo ao longo da profundidade do tecido. O coeficiente de

atenuacao total medido na pele sadia foi de 0,0987+0,0307 um'l.
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A andlise do coeficiente de atenuagdo total das amostras foi realizada em
fungdo de um coeficiente de atenuagao total relativo. A aquisicao das imagens de OCT é
feita in vivo e o ciclo respiratorio do animal faz com que o tecido sofra contragdes e
estiramentos em sua superficie, alterando as condi¢des de aquisicao entre as amostras o
gue dificulta a determinacdo do coeficiente para as amostras; outra caracteristica da
analise é o modelo empregado para a estimativa do coeficiente, o qual é simples e os
valores de referéncia para a pele queimada e queimada submetida a tratamento ndo sdo
disponiveis na literatura, impossibilitando uma comparacdo de valores. Dessa forma,
apresentaremos, graficamente, somente os valores relativos dos perfis de atenuacao

total.
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FIGURA 25 - Perfil médio de atenuagao do sinal medido de 1500 um da regido de interesse da imagem de
OCT com comprimento de onda de 930 nm. A linha vermelha na curva foi usada para determinar o
coeficiente de atenuagao total.

4.3.2. Pele queimada

As imagens de OCT de pele com queimadura de terceiro grau, nos dias de
sacrificio, foram comparadas com as imagens de pele sadia para caracterizagdo. A
intensidade do sinal é maior na superficie da lesdo, devido ao retroespalhamento, e
atenua ao entrar no tecido. O aumento de luminosidade na superficie é devido ao tecido
necrosado pela queimadura, determinada pela desnaturacdo da maioria das proteinas
celulares. A intensidade do sinal diminui a medida que os fétons se espalham pelas

camadas mais profundas da pele, ndo encontrando estruturas mais densas, indicando nao
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haver apéndices dérmicos. A superficie apresenta muita irregularidade no terceiro dia,
devido a pelos incrustados na crosta da lesdo, conforme foi observado na FIGURA 26. Pela
imagem nao foi possivel observar a camada de epitélio ou estruturas na derme, uma vez
gue o sinal foi menos retroespalhado abaixo da superficie. Nos dias subsequentes, a
intensidade do sinal aumenta, com a regeneracdo parcial do epitélio, observando-se no

décimo quarto dia um epitélio mais espesso (seta vermelha).

(A) Superficie (B) Imagem de OCT

32 Dia

52 Dia

72 Dia

142 Dia

FIGURA 26 - Imagem de OCT in vivo de pele de ratos Wistar, queimada por exposi¢ao a fonte de vapor e
sacrificado no 32, 52, 72 e 142 dia.
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4.3.3. Pele queimada e tratada por desbridamento

O desbridamento cirurgico do tecido necrosado foi realizado por meio de
bisturi lamina fria, removendo a debris de tecido até a profundidade em que ha tecido
vascularizado, ou o aparecimento de algumas gotas de sangue. As imagens tomograficas
capturadas no terceiro dia pds-tratamento(FIGURA 27), mostram a pele com sinal menos
intenso na superficie que no tecido necrosado, ndo se observa camadas abaixo da
superficie ou estruturas aparentes. No quinto dia a superficie permanece irregular, sem a
presenca de camadas ou apéndices dérmicos. A partir do sétimo dia observa-se um
retroespalhamento mais uniforme ao longo da profundidade do tecido, indicando uma
regeneracdo do tecido, porém ainda ndo se observa a formacdo de uma camada de
epitélio. Na imagem nota-se um rebaixamento na superficie e uma estrutura logo abaixo
gue se assemelha a uma camada (seta vermelha). Estudando a imagem da superficie,
pode-se avaliar que se trata de uma regido de crosta na lesdo. No décimo quarto dia
observa-se uma maior uniformidade da superficie da pele, o aparecimento de uma

camada, supostamente de epitélio neoformado(seta verde).
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(A) Superficie (B) Imagem de OCT

32 Dia

52 Dia

72 Dia

142 Dia

FIGURA 27 - (A) Imagem superficial da lesdo, onde a linha traceja indica a posi¢do aproximada da regido
de interesse do OCT. (B) Imagem de OCT in vivo de pele queimada de ratos Wistar, com debridamento

cirurgico no dia zero e sacrificados no 32, 52, 72 e 142 dia

4.3.4. Pele queimada e tratada por ablagao
O tecido queimado foi ablacionado com laser de femtossegundos para
remogao da debris. A energia utilizada para remogao foi de 10 uJ. Na FIGURA 28
mostramos as imagens tomograficas nos quatro momentos de tomada de dados. No
terceiro dia, observamos a auséncia de epitélio, porém ha alguns pelos na superficie,

causando espalhamento da luz. No quinto dia observamos a superficie do tecido
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uniforme, sem pelos e abaixo da superficie o espalhamento é mais uniforme, porém sem
a presencga de camadas ou estruturas. A lesdo ainda esta em regeneragao, pois nota-se na
imagem uma regido mais profunda (seta verde), localizada a esquerda da imagem e no
centro da lesdo. No sétimo dia observamos que a lesdo esta quase regenerada, pela
imagem superficial, e pela imagem tomografica observamos que abaixo da superficie ha
um maior espalhamento da luz no tecido o que provavelmente deve-se a uma maior
uniformidade na derme, porém sem a presenca de uma camada de epitélio,. Na imagem
observamos uma linha branca pontilhada, que ndo indica uma camada e sim um artefato
de técnica. No décimo quarto dia repete-se o padrao de imagem observado no sétimo
dia, porém com a presenca de um epitélio (seta vermelha). Pela imagem de superficie

observa-se a auséncia de crosta, indicando o fechamento da lesdo.
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(B) Imagem de OCT

(A) Superficie

32 Dia

52 Dia

72 Dia

142 Dia

FIGURA 28 - (A) Imagem superficial da lesdo, onde a linha tracejada indica a posi¢do aproximada da

regido de interesse do OCT.(B) Imagem de OCT in vivo de pele queimada de ratos Wistar, ablacionada

com laser de femtossegundos com energia de 10 pJ no dia zero e sacrificados no 32, 52, 72 e 142 dia.
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A variacdo do coeficiente de atenuacdo total em funcdo do periodo de
cicatrizagao da lesao foi observada nas amostras. A FIGURA 29 mostra o coeficiente de
atenuacdo total relativo o qual foi estimado das tomografias de OCT em fungao da pele
sadia. A variacdo do coeficiente de atenuacdo para a pele desbridada foi maior que para
as outras amostras no terceiro dia.

O desbridamento cirdrgico usando lamina fria expde o tecido para a
promog¢do da cicatrizagdo, nesse processo, vasos sanguineos ficam expostos ou mais
proximos a superficie. O coeficiente de atenuacdo na pele seja sadia ou queimada é
dependente da soma da absorcdo e espalhamento no interior do tecido. A presenca de
fluxo sanguineo préximo a superficie, pode afetar o coeficiente de atenuacdo total
usando o comprimento de onda de 930 nm*®, causado pela absor¢do da hemoglobina,
conforme descrito pela curva azul, no terceiro dia.

No tecido ablacionado o mesmo efeito ndo foi observado, devido ao maior
controle da profundidade atingida pelo laser, e as irradiacbes foram feitas

gradativamente, de maneira a ndo remover tecido além da base da lesao.

25

d

—Queimada

—4—Desbridada

1
[ —m-Ablacionada

Coeficientede atenuagdo total relativo

—d

Pele sadia 32 Dia 52 Dia 7° Dia 14° Dia

FIGURA 29 - Coeficiente de atenuag¢ao total relativo das amostras de pele queimada e queimada
submetida a tratamento em fungdo do tempo de acompanhamento da cicatrizagio.
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As amostras foram agrupadas conforme os dias de acompanhamento do
processo de cicatrizagao. Analisando as amostras em cada um dos dias, foi observado que
entre elas ndo houve diferenca estatistica. O tratamento de queimaduras usando ablacao
laser, ndo apresentou diferencas significativas do tratamento padrao e da queimadura, ao
considerar a regeneracdo da propriedade 6ptica do tecido por meio do coeficiente de

atenuacao total em func¢do do tempo de regeneracao.

4.4. Caracteriza¢ao das amostras por pATR-FTIR

Para a analise espectroscopica, enfatizamos o estudo na camada da derme,
uma vez que a epiderme é totalmente destruida na zona de injdria da queimadura. Uma
imagem tipica de um corte transversal de uma pele sadia, e suas camadas, vista por um
microscépio de luz, foi mostrado na subsecdo 4.2.1. A estrutura de suporte e de ligacdo
da derme s3o associadas ao tecido conjuntivo que a compde. Do ponto de vista
estrutural, o tecido conjuntivo da derme da pele é composto proporcionalmente de mais
fibras colagenas, fibras reticulares e fibras elasticas do que células de fibroblastos; e
circundando as células esta a substancia fundamental.

A matriz extracelular é o principal componente do tecido conjuntivo. Ele é
uma associacao de colagenos, glicoproteinas nao-colagénicas e proteoglicanos, formando
a substancia fundamental.

O colageno é a proteina mais abundante no corpo humano e é responsavel

4920 Ele sofre grande

por aproximadamente 25% de toda a proteina em seres humanos
degradagao nas queimaduras de terceiro grau, e constitui 55% da derme, sendo também
o principal componente dos ossos, cartilagens e tenddes. A estrutura conformacional da
molécula de coldgeno possui a forma de uma tripla hélice sem centro de simetria. Foram
identificados em torno de 20 tipos de coldgeno, a principal diferenca entre os tipos, deve-
se a posicdo dos amino acidos na conformacdo estrutural da molécula. Uma cadeia de
moléculas de coldgeno se organiza em estruturas altamente organizadas formando um
feixe de fibrilas. As fibrilas de coldageno sdao constituidas em 95% de trés cadeias, as R-

cadeias, cada uma possui uma sequencia especifica de aminoacidos. Dependendo da

conformac3o dessas cadeias, forma-se um tipo de coldgeno no tecido™'.
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Quatro bandas de absorgao sao relevantes para o estudo da regeneragao do
tecido conjuntivo lesionado, pois fornecem informagdes estruturais do processo de
cicatrizacdo, sdo elas: 3300 cm™ (O-H e N-H), 1645 cm™ (amida 1), 1545 cm™(amida 1),
1245 cm™ (amida Ill). A raz3o da area sobre a curva da amida I/amida Il est4 diretamente
relacionada com a agua presente no tecido. Essa razdo é conhecida como fator de
hidratacdo>’.

Um espectro tipico de um corte crio-seccionado de pele sadia obtido por
LATR-FTIR é mostrado na FIGURA 30. O espectro no infravermelho apresenta as bandas
caracteristicas da pele e em destaque as bandas de interesse para o estudo. A regido
espectral entre 3000 e 2800 cm™ é devido ao estiramento de vibragdes C-H de cadeias de
hidrocarboneto. As bandas localizadas entre 1800 a 1500 cm™ s3o dominadas por
absorc¢Bes proteicas ou de dupla ligagdo. A regido espectral entre 1500 e 800 cm™ é
conhecida como fingerprint e origina-se de ligacdes do tipo C-O-P, C-O-C e vibracdes de
acidos nucleicos do tipo C-C, lipidio carbohidratados. Outras vibragdes moleculares
também estdo presentes nesta regido espectral: estiramento de fosfato presente no DNA
e RNA e fosfolipidios. Cabe salientar que o espectro tipico de pele sadia, pele queimada e
pele submetida aos tratamentos, apresenta bandas nas mesmas regides. As variacoes
ocorrem na intensidade e na largura das bandas, variacdes essas que serao discutidas nas

secOes posteriores.
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FIGURA 30 - Espectro de absor¢ao obtido de pele sadia na regido espectral de 4000 cm™ a800cm™.

Nas FIGURA 31, 22 e 23 o espectro representativo da pele queimada,
debridada e ablacionada, sdao apresentados respectivamente. Uma vez que o perfil
espectral observado é semelhante para todas as amostras ao longo do tempo de estudo,
foi apresentado somente o espectro obtido no terceiro dia de estudo. A analise das
bandas foi efetuada durante todo o periodo de acompanhamento do processo de
cicatrizacdo e mostrada no fim da secao.

Os resultados das andlises serdao baseadas nas areas abaixo das bandas
destacadas. Analisando a regido de fingerprint a banda de menor frequéncia do nosso
estudo, esta relacionada a amida Ill, centrada aproximadamente em 1245 cm™?, a qual
corresponde aos modos vibracionais de deformagdo do tipo wagging (6) da molécula de
CH, e estiramento desordenado (v) da molécula de CN da amida III>>.

A banda centrada aproximadamente em 1545 cm™, refere-se a amida Il, a
qual corresponde aos modos vibracionais de deformagao angular da molécula de NH e de
estiramento da molécula de CN.

A banda de amida |, centrada aproximadamente em 1645 cm™, corresponde

ao modo vibracional de estiramento desordenado da molécula de C=0, acoplado ao
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modos vibracionais de deformagdao angular da molécula de N-H e do estiramento da
molécula de C-N das estruturas secundarias da proteina.

A banda centrada aproximadamente em 3300 cm™, a mais larga das bandas
estudadas, corresponde aos modos vibracionais de estiramentos simétricos das
moléculas de N-H e O-H, sendo ainda correspondente ao modo vibracional de
estiramento da molécula de N-H, ligada ao hidrogénio, a qual refere-se a amida A.

No estudo dos espectros de absorcao das amostras de pele sadia, queimada e
submetidas ao tratamento de desbridamento e ablacao, analisamos individualmente as
bandas de interesse, através do cdlculo das areas das mesmas, conforme descrito na

secao 3.3.4.
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FIGURA 31 - Espectro de absorg¢ao obtido de pele queimada. Os espectros foram normalizados pela
intensidade da banda de absorc¢do localizado em 1645 cm'l, sendo esta associada ao estiramento da
ligagio C=0 na molécula de amida I. (A) Detalhe da regido espectral entre 2000 cm™ e 800 cm™ ; (B)
Detalhe da regido espectral entre 4000 cm™ e 2500 cm™
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FIGURA 32 - Espectro de absor¢io obtido de pele queimada e submetida ao tratamento por
desbridamento. Os espectros foram normalizados pela intensidade da banda de absorgdo localizado em
1645 cm'l, sendo esta associada ao estiramento da ligacdo C=0 na molécula de amida I. (A) Detalhe da
regido espectral entre 2000 cm™ e 800 cm™ ; (B) Detalhe da regido espectral entre 4000 cm™ e 2500 cm™
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FIGURA 33 - Espectro de absor¢ao obtido de pele queimada e submetida ao tratamento por ablacao laser.
Os espectros foram normalizados pela intensidade da banda de absorgao localizado em 1645 cm'l, sendo

esta associada ao estiramento da ligacdo C=0 na molécula de amida I. (A) Detalhe da regido espectral
entre 2000 cm™ e 800 cm™ ; (B) Detalhe da regido espectral entre 4000 cm™ e 2500 cm™
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No estudo da razdo das bandas de amida |/amida Il (FIGURA 34), também
conhecido como fator de hidratagdo; amida Ill/amida I(FIGURA 35); OH/amida I(FIGURA
36) ndo observamos diferenca estatisticas significativas entre os tratamentos nos dias de
analise.

Para o fator de hidratacdo da pele, os resultados esperados seriam um
aumento da razao nos primeiros dias devido ao edema local, com redugdo ao longo do
tempo. Uma vez que ndo possuimos um grupo de andlise no dia 0, logo apds a
gueimadura, e outro no dia que precede o tratamento ndo podemos elucidar se o

comportamento esperado seria detectado pela técnica espectroscépica.

Amida | / Amida Il
1,8

1,6

1,2 +

Razdo entre as areas sob as bandas de Amida | e Amida Il

3 dias 5 dias 7 dias 14 dias

msadia Msem tratamento M ablacionada M desbridada

FIGURA 34 - Razdo entre as areas sob as bandas de Amida | e Amida Il, dos diferentes grupos de acordo
com cada tratamento.
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FIGURA 35 - Razdo entre as areas sob as bandas de Amida Ill e Amida I, dos diferentes grupos de acordo

com cada tratamento.

OH / Amidall

Razdo entre as areas sob as bandas de OH e Amida |

3 dias

M sadia

5 dias 7 dias 14 dias

msem tratamento M ablacionada M desbridada

FIGURA 36 - Razdo entre as areas sob as bandas de OH e Amida I, dos diferentes grupos de acordo com

cada tratamento.
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4.5. Caracterizagcao das amostras por microscopia nao-linear

4.5.1. Pele sadia

As técnicas de TPEFM e SHG mostram-se como poderosas ferramentas
investigar os componentes das células e da matriz extracelular. As técnicas possuem
funcionamentos diferentes, mas completam-se na investigacao da morfologia da pele.

Devido a sua estrutura, o colageno é considerado um efetivo gerador de sinais
de segundo harménico, permitindo o uso da técnica de SHG®*, para o estudo da
distribuicdo e degradacdo de colageno no tecido. Uma vez que o coldgeno possui
susceptibilidade ndo-linear de segunda ordem elevada, esta observacdao permite que seja
guantificado seu grau de orientacdo no tecido. O coldgeno para a técnica de
autofluorescéncia ndo gera nenhum sinal, sendo esta técnica utilizada para a visualizacdo
dos componentes da matriz extracelular, elastina e queratina dos foliculos pilosos
presentes no tecido. A elastina garante a restauracdo da forma do tecido quando
submetido a forgas de contracdo e estiramento. A elastina é conhecida por ser efetiva na
geracdo de sinais de autofluorescéncia®>. As imagens obtidas pelas técnicas nos permitem
visualizar componentes distintos do tecido, porém fornecendo informacdes
complementares para o estudo.

Para nosso estudo, os tecidos foram obtidos conforme o método descrito na
secao 3.3.3. Imagens de areas selecionadas na regido dérmica foram tomadas pela
técnica de autofluorescéncia e SHG, como mostrado na FIGURA 37. As amostras foram
excitadas com comprimento de onda centrado em 950 nm e o sinal emitido foi coletado
em 485 nm para o sinal de SHG e na faixa de 520 nm a 560 nm para o sinal emitido de
autofluorescéncia.

Em (A) o colageno presente na derme foi colorido em vermelho. As regides
escuras na imagem sdo estruturas que ndo geram sinal de segundo harmoénico. A
gueratina, a elastina e outros componentes da matriz extracelular sdo visualizados em
(B). A elastina mais o feixe de fibrilas de coldgeno formam uma rede que fornece
sustentacdo e elasticidade para o tecido®. Uma sobreposicio dos sinais gerados por SHG
e autofluorescéncia, transmitidos e refletidos, sdo mostrados em (C). Pela sobreposicao
observamos que as regides escuras da imagem de SHG s3do preenchidas pelo sinal de

autofluorescéncia dos croméforos enddgenos presentes na derme. As imagens dos sinais
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refletidos obtidos pelas técnicas ndo sdo mostrados na FIGURA, sendo mostrados

somente os sinais transmitidos que possuem maior intensidade.
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(A) SHG

(B) TPEFM

(C) SHG+TPEFM

FIGURA 37 - Imagens representativas de se¢do perpendicular da derme de pele sadia com espessura do
corte de 20 pm. A amostra foi excitada com comprimento de onda centrado em 940 nm. (A) Imagem de
SHG transmitido da regido da derme; aumento de 40x. (B) Imagem de TPEFM com filtro de emissdo na
faixa de 520 a 560 nm; aumento de 40x. (C) Sobreposi¢cdo das imagens de SHG e TPEFM nos modos
transmitido e refletido; ; aumento de 40x. Barra de escala: ( == )= 100 pum.
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4.5.2. Pele queimada

A avaliagao precisa da extensao lesionada da pele é de grande importancia
para o clinico remover o tecido queimado e conduzir o processo de recuperagdo. Por
conseguinte, o desenvolvimento de uma técnica minimamente invasiva capaz de
monitorar a extensdo do dano térmico da pele é muito valiosa para clinica dermatolégica.

A gueimadura de terceiro grau é caracterizada por atingir toda a camada da
derme, podendo ainda atingir o tecido muscular. A exposicdo da pele a uma fonte de
calor por longo periodo causa o rompimento das fibras de colageno afetando a sua
organizacdo na derme, a destruicdo de apéndices dérmicos, assim como a necrose do
epitélio™’.

No processo de cicatrizacdo, a matriz extracelular regula a proliferacdo e
diferenciacdo celular, através do coldgeno, elastina e glicoproteinas, que formam uma
trama que auxilia no suporte mecanico do tecido para poder regenerar-se.

Na caracterizacdo das queimaduras, selecionamos dreas na regido dérmica
para aquisicdo de imagens de SHG e autofluorescéncia, como mostrado na FIGURA 38. Na
FIGURA, as linhas representam o dia de sacrificio, e as colunas representam a técnica de
aquisicdo da imagem. A coluna (A) representa o segundo harmonico gerado pelas fibras
de colageno do tecido. O coldgeno apresenta-se em pouca quantidade no campo no 3¢
dia de analise, evoluindo a intensidade do sinal gerado ao longo do tempo.

Na analise das imagens de autofluorescéncia da coluna (B), observamos no 32
dia cortes transversais de foliculos pilosos, proveniente da queratina da haste do pelo. Na
imagem observamos estruturas ovais escuras que seriam os adipdécitos, os quais nao
possuem emissdo detectavel pela técnica. Na imagem do 52 dia, a intensidade do sinal de
autofluorescéncia é menor que no 32 dia, porém é possivel observar uma diminui¢ao no
campo de foliculos pilosos em corte transversal e uma maior homogeneidade da derme.
O 72 dia apresenta pontos destacados na imagem, provenientes da queratina da haste
dos foliculos pilosos. No 142 dia de andlise, ndo observamos nenhuma estrutura na
derme, dando o aspecto de uniformidade a camada e de quase regeneragao.

A sobreposicdo das imagens de SHG e TPEFM é mostrada na coluna (C). As
imagens mostram o coldgeno circundando os foliculos pilosos em todos os dias de

analise, sendo excec¢do o 149 dia, onde ndo foi observado estrutura na camada. As
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imagens possuem mais intensidade de sinal devido a sobreposi¢ao dos sinais refletido e
transmitido emitidos da amostra.

Monitorando o processo de cicatrizacdo, podemos notar a distribuicdo e os
componentes da matriz extracelular (MEC). Observamos que os componentes da MEC
aparecem menos distribuidos no inicio do processo, aumentado sua distribuicdo com o
tempo. Isso pode ser devido aos fibroblastos que restauram a estabilidade mecénica do
tecido conjuntivo na les3o, produzindo colageno, elastina e proteoglicanas™®. A estrutura
morfoldgica do coldgeno é alterada, como podemos observar pela FIGURA 38, esse
colageno desenvolve um papel importante na pele, no tecido intersticial e na Iamina
basal, e sua sintese é importante na fase proliferativa do processo de cicatrizagdo e marca

o inicio da renovacao estrutural do tecido.
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(A) SHG

32 Dia
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72 Dia
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técnicas; nas linhas observamos os dias de andlise. Barra de escala: ( == )= 100 pm.

FIGURA 38 - Imagens de SHG e TPEFM de cortes transversais de pele queimada, com espessura de 20um.
As colunas representam as técnicas de microscopia ndo-linear, sendo a ultima uma sobreposicdo das
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4.5.3. Pele queimada e tratada por desbridamento

O desbridamento da lesao é um processo que possibilita a avaliagao adequada
da base da lesdo e facilita a cicatrizagdo. A remogao do tecido queimado e necrosado
ajuda a realizar as contagens bacterianas da regido da les3o®. A remogdo completa da
base da ferida permite a avaliacdo dos sinais de infeccdo da lesdo e outras alteracdes
significativas das condicdes de cicatrizacdo. Efetuado o processo de limpeza, as
caracteristicas da lesdo sdao semelhantes as observadas na secao 4.5.2.

As imagens de SHG na FIGURA 39, corroboram para os aspectos descritos na
caracterizacdo do tecido queimado. No estudo das imagens, foi encontrado degradacao
do coldgeno no terceiro dia, caracteristica que ainda estava presente no quinto dia de
acompanhamento. No sétimo dia ocorreu o aumento na sintese do coldgeno,
caracterizado pela sua maior presenca no campo da imagem. No décimo quarto dia o
colageno foi encontrado mais concentrado no campo, havendo mais fibras para contribuir
na geracao do segundo harmonico.

O acompanhamento da deposicdo de componentes da matriz extracelular e
da queratina presente na derme foi observado pelas imagens de autofluorescéncia. No
terceiro dia, foi observado a presenca de adipdcitos afastados da regido subdérmica e
espalhados pelo campo da imagem, representados pelos circulos escuros. No quinto dia
ocorreu uma reducdo dos adipdcitos por campo e uma uniformizacdo da derme. A
presenca de queratina foi observada no sétimo dia, através dos cortes transversais de
foliculos pilosos. No décimo quarto dia, as imagens ndo tiveram uma qualidade
satisfatdria, mas foi observado mais uniformidade no tecido, porém com a presenca de

alguns adipécitos por campo.
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(A) SHG (B) TPEFM (C) SHG+TPEFM

32 Dia

52 Dia

72 Dia

142 Dia

FIGURA 39 - Imagens de SHG e TPEFM de cortes transversais de pele queimada e tratada por
desbridamento, com espessura de 20um. As colunas representam as técnicas de microscopia nao-linear,
sendo a ultima uma sobreposi¢do das técnicas; nas linhas observamos os dias de andlise; aumento 40x.

Barra de escala: ( == )=100 pm.

76



4.5.4. Pele queimada e tratada por ablagao

O uso de lasers para a remoc¢ao de tecido queimado e necrosado é pouco
estudado na literatura®. Lasers pulsados produzem ablagio do tecido de forma eficiente
e precisa com danos residuais térmicos reduzidos

A FIGURA 40FIGURA 40 mostra a intensidade dos sinais obtidos pelas técnicas
TPEFM/SHG de amostra de pele queimada e submetida a ablagdo laser. Em (A) a
estrutura morfoldgica do coldgeno apresenta a mesma degradacdao observada para a
amostra queimada, indicando que a energia utilizada para ablagdo, ndo causou mais
efeitos deletérios ao colageno presente na derme. No quinto dia o coldgeno possui baixa
regeneracao, assemelhando-se ao observado no terceiro dia. O sétimo dia é caracterizado
pela presenca de mais fibras de colageno, contribuindo para a geracdo de segundo
harmonico. No décimo quarto dia as fibras de coldgeno apresentam grande contribuicdo
para o sinal, porém foi observado um espagamento interfibrilar.

A imagem capturada por autofluorescéncia (B) apresenta no terceiro dia a
presenca de adipdcitos fora da regido subdérmica, que na imagem sao mostrados como
circulos escuros. Pelo corte, a queratina da haste do foliculos pilosos em corte
transversal, estdo contribuindo para a autofluorescéncia. Nas imagens do quinto e sétimo
dia, ndo foi possivel definir com clareza as estruturas presentes na derme. No sétimo dia,
foi possivel observar a presenca de autofluorescéncia proveniente de queratina, dos
cortes transversais de foliculos pilosos. No décimo quarto dia a derme apresenta
uniformidade na imagem, ndo sendo possivel observar estruturas na camada. Acredita-se
gue no décimo quarto dia o sinal proveniente da derme foi devido a matriz coldgena

secretada pelos fibroblastos do tecido conjuntivo.
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FIGURA 40 - Imagens de SHG e TPEFM de cortes transversais de pele queimada e tratada por

desbridamento, com espessura de 20um. As colunas representam as técnicas de microscopia nao-linear,
sendo a ultima uma sobreposicao das técnicas; nas linhas observamos os dias de analise; aumento 40x.

Barra de escala: ( == )=100 pm..
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FIGURA 41 - indice de orienta¢do do coldgeno das amostras de pele queimada e submetidas a tratamento
durante o processo de acompanhamento da cicatrizagdo.

Analisando as imagens obtidas de SHG das amostras de pele queimada e
submetidas a tratamento, observamos que a orientacdo do colageno, mostrado na
FIGURA 41, possui uma curva de comportamento igual para ambas as amostras, durante
o periodo de acompanhamento do processo de regeneracdo. O ponto de partida para
todas as amostras foi a pele sadia, nossa referéncia no estudo. No terceiro dia, foi
observado que a orientacdo do colageno torna-se mais aleatdria pelo grafico. Esta fase da
cicatrizacdo ndo é marcada por uma regeneracdo do coldgeno da derme. A caracteristica
dessa fase é a homeostase, coagulacdo, ativacdo da resposta imune local, fagocitose e
migracdo celular®. A fase inflamatéria pode durar mais de trés dias, dependendo da
severidade da lesdo. Para o nosso caso, onde as lesdes atingiram a regido muscular, a fase
inflamatdria torna-se mais longa, conforme observado pelo grafico no quinto dia onde a
orientacdo do colageno permanece praticamente inalterada. Uma vez garantida as
condic¢Oes locais da lesdo para que ocorra a reconstrucdo vascular e o seu preenchimento
por meio do tecido de granulacdo inicia-se a fase proliferativa. Nesta fase a derme
subjacente se contrai trazendo as margens da lesdao uma para perto da outra. Estimulados
pelos niveis locais de fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e de fator de

crescimento transformante-f3, os fibroblastos comegam a proliferar e se infiltrar no
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coagulo sanguineo, depositando coldgeno do tipo Ill e outros componentes da matriz
extracelular®®°°°1°2,

A fase proliferativa é descrita no grafico como o pico de orientacdo do
colageno no sétimo dia. Apds o pico de proliferacdo do colageno, ocorre a maturacdo das
fibras e a diferenciacdo de fibroblastos em miofibroblastos, causando contracdo da lesdo
e o fechamento. Pelo grafico a maturacdo pode ser descrita pela queda na curva de
orientacdo do colageno do décimo quarto. Analisando a sobreposicdo das imagens de
SHG e TPEFM, nao foi observado apéndices dérmicos na regido da lesdo, o que indicaria

gue mesmo a lesdo estando fechada, a regeneracdo subdérmica ainda ndo estava

completa.

80



CAPITULO 5

5. Conclusoes

Entre os pardametros estudados, a energia de 10 u/pulso (cerca de 90
femtossegundos de largura temporal e 2 kHz de taxa de repeti¢do) utilizada foi suficiente
para remocao controlada de debris de tecido queimado para promogao da cicatrizacao.
Esta condicao resultou na profundidade de remogdo de tecido de cerca de 170 um por
irradiacdo, tendo sido considerado recomendavel cinco repeticbes para remocdo
completa do debris.

O acompanhamento do processo de cicatrizagdo por meio da histologia,
mostrou que nas trés condicdes de estudo o tecido apresentou regenera¢do, porém sem
atingir suas caracteristicas morfoldgicas iniciais. As imagens histoldgicas ndo apresentam
apéndices dérmicos no décimo quarto dia. Comparativamente o epitélio e a derme dos
dois tratamentos (desbridamento cirdrgico e ablacdo por laser de femtossegundos)
assemelham-se, porém o grupo ablacionado possui mais vasos sanguineos.

Analisando-se as areas sob cada banda de absorc¢do de interesse do espectro
no infravermelho, observamos na comparagdo entre os tratamentos ao longo do periodo
de cicatrizacdo, ndo apresentaram diferenca significativa na variacdo da quantidade de
proteinas e hidratacdao da camada da derme.

As imagens de microscopia ndo-linear permitiram uma compreensdo dos
estados fisioldgicos e morfoldgicos do tecido. Analisando as imagens ao longo do periodo
de acompanhamento do processo de cicatrizacdo, observamos que o coldgeno que foi
degradado pelo aumento de temperatura, foi regenerado ao longo do tempo, conforme
indicado pela quantidade de coldgeno nas imagens. A autofluorescéncia observada
permitiu avaliar a regeneracao morfolégica do tecido, e estabelecer hipdteses baseadas
na banda de emissdo coletada pelo microscépio, sobre quais croméforos contribuiram
para a fluorescéncia. Em todas as amostras, foi observada fluorescéncia emitida devido a
gueratina, elastina e glicoproteinas presentes na derme. Apenas no sétimo dia o indice de

orientacdo do colageno ndo permitiu observar as diferengas entre os tratamentos. Apds
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14 dias, para os dois tratamentos, as fibras de colageno ainda nao atingiram a mesma
organizagdo das fibras presentes na pele sadia.

Analisando o coeficiente de atenuacdo total do tecido relativamente a pele
sadia de cada amostra por meio das imagens tomograficas de OCT, foi possivel observar
gue no décimo quarto dia, a curva de regeneracdao mostrou que a propriedade dptica do
tecido ablacionado a laser converge para os valores inicias, isto €, mais préxima de uma
pele sadia. J& as amostras sem tratamento e tratadas por desbridamento convergiram
para valores ainda distantes da pele normal.

Neste estudo foi possivel avaliar a viabilidade do uso de lasers de
femtossegundos de altissima intensidade como coadjuvante no tratamento de pacientes

gueimados por meio de um modelo in vivo.
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CAPITULO 6

6. Perspectivas e proposi¢oes

Acreditamos que o estudo dos parametros confocais do feixe laser na
amostra, ajudardo a uniformizar a remocdo do tecido necrosado possibilitando otimizar a
sua cicatrizacdo. O estudo in vitro de amostras de pele queimada e submetida a
tratamento, utilizando a técnica de OCT, possibilitara quantificar o indice de refracao do
tecido, e acompanhar a sua regeneracdao por meio da propriedade 6ptica. A analise
superficial do tecido, por meio de imagem espectral no infravermelho, permitira o
enriqguecimento do estudo da distribuicdo dos compostos bioquimicos presentes no

tecido queimado e tratado nas suas diferentes fases de regeneracgao.

83



7. Referéncias

! GARTNER, L. P.; HIATT, J. L. Tratado de Histologia, 2.ed. S3o Paulo - SP. Ed. Guanabara Koogan
2003.

2 SUN, X.;WEEKS, B. S.; XIAO, M.; et al. Burns Regenerative Medicine and Therapy, Ed. Karger,
2004;

*STEED, L. D. Debridement. The American Journal of Surgery, V.187, p71S — 74S, 2004;

* BISHARA, S. A.; GUNN, S. W.; HAYEK, S. N.. State of art in burn treatment. World Journal of
Surgery, V.29, p.131-148, 2005;

> BRUNICARDI, F.; ANDERSEN, D.; BILLIAR, T.; POLLOCK, R. E. ET AL. Schwartz's Principles of
Surgery. Cap. 7, 9. ed., New York, NY, McGraw-Hill Professional, 2009.

® ATIYEH, B. S.; GUNN, S. W.; HAYEK, S. N.. State of the art in burn treatment. World Journal of
Surgery, V.29, 131-148, 2005.

7 WANG, T. H.;MA, H.; YEH, F. L; LIN, J.T.; SHEN, B. H. The use of "composite dressing" for
covering split-thickness skin graft donor sites. Burns, V.36(2), p252-255, 2010.

8 EVISON, D.; BROWN, R.F.R.; RICE, P. The treatment of sulphur mustard burns with laser
debridement. Journal of Plastic, Reconstrutive and Aesthetic Surgery. V.59, p1087-1096, 2006.

® YASUI, T; TOHNO, Y.;ARAKI, T. Characterization of collagen orientation in human dermis by two-
dimensional second harmonic generation polarimetry. J. Biomed. Opt. v.9, 2, p259-264, 2004;

9 HELMCHEN, F; DENK, W.Deep tissue two-foton microscopy. Nature methods. v.2, 12, 2005.

1 7ZHUO, S.; CHEN,J.; LUO, T.; ZOU, D. Multimode nonlinear optical imaging of the dermis in ex
vivo human skin based on the combination of multichannel mode and Lambda mode. Optics
Express. v.14, 17, 2006.

2 pp, PRONKO; P. VANROMPAY; A. HORVATH; C.F. LOESEL; T. JUHASZ; X. LIU; G. MOUROU.
Avalanche ionization and dielectric breakdown in silicon with ultrafast laser pulses. Physics
Review B, v 58, pp. 2387-2390, 2008.

13J. C. SCOTT, B. PETER, C. THOMAS, S. XIAO-AN, K. PAUL. Recent Progress On Laser-Induced
Modifications And Intrinsic Bulk Damage Of Wide-Gap Optical Materials. Optical Engineering.
V.28(10), 1989.

4S. M. SZE et al. Physics of Semiconductor Devices. Willey-Interscience, 32 edi¢do, 2006.

84



15 B. C. STUART, M. D. FEIT, S. HERMAN, A. M. RUBENCHIK, B. W. SHORE, M. D. PERRY. Optical
ablation by high-power short-pulse lasers. Journal of Optical Society of American — B. V. 13(2),
pp. 459-468, 1996.

6 E. YABLONOVITCH E N. BLOEMBERGEN. Avalanche ionization and the limiting diameter of
filaments induced by light pulses in transparent media. Physical Review Letters. V.29(14). pp.
907-910. 1972.

7. C.C. HOMES, Fourier Transform Infrared Spectroscopy, Condensed Matter Physics & Materials
Science Department Brookhaven National Laboratory — Lectures Notes, 2011.

¥ pAVIA, D.L., LAMPMAN, G.M. Introduction of spectroscopy, 3ed. Thomson Learning, 2011;

% FRANCIS M. MIRABELLA, Principles, Theory and Practice of Internal Reflection Spectroscopy,
Handbook of Vibrational Spectroscopy, 2006.

2 R. W. BOYD. Nonlinear Optics, Academic Press. 32 Ed., 2008.

' D. MAZZA, P. BIANCHINI, V. CAORSI, F. CELLA, P. P. MONDALET AL, Non-Linear Microscopy,
Biological and Medical Physics, Biomedical Engineering, V.47-69, 2008.

ZAIKATERINI ZOUMI, ALVIN YEH, et al, Imaging cells and extracellular matrix in vivo by using
second-harmonic generation and two-photon excited fluorescence, Proceedings of National
Academy of Science, v.99(17), 2002.

2 LAKOWICZ, J. R.; GRYCZYNSKI, 1. Topicos de Espectroscopia de Fluorescéncia V 1, Ed. Plenum
Press 1991.

%450, P.T. C., DONG, C.Y. et al, Two photon Excitation Fluorescence Microscopy. Annual Review of
Biomedical Engineering. v02:399-429, 2000.

 S.W. HELL, Nonlinear optical microscopy, Bioimaging, V.4 pp. 121-123, 1996.

%% P H TOMLINS AND R K WANG, Theory, developments and applications of optical coherence
tomography Journal of Physics D: Applied Physics, 38 2519, 2005.

A F FERCHER, , W DREXLER, C K HITZENBERGER T LASSER, Optical coherence tomography—
principles and applications, Reports on Progress Physics, V.66 239-303, 2003.

%8 ). G. FUJIMOTO, Optical Coherence Tomography: Principles and Applications, The Laser Society
of Japan, 2005.

2 |K-KYUNG JANG, BRETT E. BOUMA, DONG-HEON KANG, et al, Visualization of coronary
atherosclerotic plaques in patients using optical coherence tomography: comparison with
intravascular ultrasound, Journal of American College of Cardiology, V.39(4):604-609, 2002.

0p F. ESCOBAR, J. L. BELINSON, A. WHITE Diagnostic efficacy of optical coherence tomography in
the management of preinvasive and invasive cancer of uterine cervix and vulva, International

Journal of Gynecological Cancer, v14, 3, p 470-474, 2004.
85



31 XIAO-JUN WANG, THOMAS E. MILNER, JOHANNES F. DE BOER, Y| ZHANG, DAVID H. PASHLEY,
AND J. STUART NELSON, Characterization of dentin and enamel by use of optical coherence
tomography, Applied Optics, V. 38, No. 10y 1. 1999.

32 FREITAS, A. Z. Caracterizacio de Tecidos Biolégicos através de Tomografia por Coeréncia
Optica. 2007. Tese (Doutorado). Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares, Sdo Paulo.

3 BOUMA, E. B.; TEARNEY, G. J. Handbook of optical coherence tomography. New York, N.Y:
Marcel Dekker, 2002.

** FERCHER, A.F.; DREXTER, W.; HITZENBERGER, C.K.; LASSER, T. Optical coherence tomography —
principles and applications. Report on Progress in Physics, v. 66, p.239-303, 2003.

> RAELE, M.P. Desenvolvimento de um sistema de tomografia por coeréncia éptica no dominio
de Fourier sensivel a polarizacao e sua utilizacdo na determina¢dao das matrizes de Mueller.
2009. Dissertacdo (Mestrado) - Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares, Sdo Paulo.

% BAYAT, M.; VASHEGHANI, M. M.; RAZAVI, N.; TAHERI, S.; RAKHSHAN, M. Effect of low-level
helium-neon laser therapy on the healing of third-degree burns in rats. Journal of Photochemistry
and Photobiology B: Biology, v.83, p87-93, 2006.

¥ VAN ZUILEN, P. P.; RUURDA, J. J; VAN VEEN, H. A;VAN MARLE, J.; VAN TRIER, A,
J.; GROENEVELT, F.; KREIS, R.,W.; MIDDELKOOP, E., Collagen morphology in human skin and scar
tissue: no adaptations in response to mechanical loading at joints, Burns, V.29, p.423-431 2003.

% ZHU X; ZHUO S; ZHENG L; LU K; JIANG X; CHEN J; LIN B., Quantified characterization of human
cutaneous normal scar using multiphoton microscopy, Journal of Biophotonics, 3(1-2), 108-116,
2010.

* ELDER, D. E.; JOHNSON, B.; ELENITSAS, R. et al. Lever's Histopathology of the Skin. Cap. 13. 10
ed. Lippincott Williams & Wilkins, 2008.

“© COTRAN, R. S.; KUMAR, V.; COLLINS, T.. Robbins Pathologic Basis of Disease. Cap. 22. 6 ed.
Saunders, 1999.

41 MATTOX, K. L., FELICIANO, D. V. MOORE, E. E., Trauma, 42 Edicao, Editora Revinter, 2005.

> FURUYA, D. T., POLETTO, A. C., FAVARO, R. R., MARTINS, J. O., ZORN, T. M., MACHADO, U. F.,
Anti-inflammatory effect of atorvastatin ameliorates insulin resistance in monosodium glutamate-
treated obese mice. Metabolism, V.59(3),p.395-9, 2010.

* CANCELLO, R, HENEGAR, C, VIGUERIE, N, et al. Reduction of macrophage infiltration and
chemoattractant gene expression changes in white adipose tissue of morbidly obese subjects

after surgery-induced weight loss. Diabetes. p.54:2277-2286, 2005.

86



*“ HOTAMISLIGIL, G. S., ARNER, P., CARO, J. F., ATKINSON, R. L., SPIEGELMAN, B. M., Increased
adipose tissue expression of tumor necrosis factor—alpha in human obesity and insulin resistance.
Journal of Clinical Investigation, p.95:2409-2415, 1995.

* HUANG, D.; SWANSON, E. A; LIN, C.P.; SCHUMAN, J.S.; STINSON, W.G.; CHANG, W.; HEE, M.R;
FLOTTE, T.; GREGORY, K.; PULIAFITO, C.A.; FUJIMOTO, J.G.. Optical coherence tomography.
Science. 254, 1178-1181, 1991.

“® VAN VELTHOVENA, M. E. J.; FABERB, D. J.; VERBRAAKA, F. D.; VAN LEEUWENB, T. G.; DE SMET,
M. D.. Recent developments in optical coherence tomography for imaging the retina. Progress in
Retinal and Eye Research. v26, p.57-77, 2007.

*” NASSIF, N.; CENSE, B.; PARK, B.H.; YUN, S.H.; CHEN, T.C.; BOUMA, B.E.; TEARNEY, G.J.; DE BOER,
J.F. In vivo human retinal imaging by ultrahigh-speed spectral domain optical coherence
tomography. Optical Letters, 29, p.480-482, 2004.

*8 ISHIDA, S., NISHIZAWA, N., Quantitative comparison of contrast and imaging depth of ultrahigh-
resolution optical coherecne tomography images in 800 - 1700 nm wavelength region, Biomedical
Optics Express, v.e, (2), 2012.

* Alberts, B.; BRAY, D.; LEWIS, J.; RAFF, M.; ROBERTS, K.; WATSON, J. D., Molecular Biology of the
Cell, Garland Press: New York, 1994.

*® PARRY, D. A. D.; CRAIG, A. S. In Ultrastructure of the Connective Tissue Matrix, Ruggeri, A.,
Motta, P. M. Eds., Martinus Nijhoff Publishers, p.34, 1984.

>L CLAYDEN, J.,GREEVES, N.,WARREN, S., WOTHERS, P. Organic Chemistry, OUP Oxford, 2001.

32 POTTS, R. O., GUZEK, D. B., HARRIS, R. R. E MCKIE, J. E., A noninvasive, in vivo technique to
guantitatively measure water concentration of the stratum corneum using attenuated total-
reflectance infrared spectroscopy, Archive of. Dermatology, v.277, 489-495, 1985.

>3 LUCASSEN, G. W., VAN VEEN, G. N. A., JANSEN, J. A. J., Band Analysis of Hydrated Human Skin
Stratum Corneum Attenuated Total Reflectance Fourier Transform Infrared Spectraln Vivo,
Journal of Biomedical. Optics, 3, 267, 1998.

>* BIANCHINI, P.; DIASPRO, A.. Three-dimensional (3D) backward and forward second harmonic
generation (SHG) microscopy of biological tissues. Journal of Biophotonics. 1, No. 6, 443-450,
2008.

> SHUANGMU ZHUO, JIANXIN CHEN, TIANSHU LUO, AND DINGSONG ZOU. Multimode nonlinear
optical imaging of the dermis in ex vivo human skin based on the combination of multichannel
mode and Lambda mode. 21 Optics Express. Vol. 14, No. 17, 2006;

*® KIERSZENBAUM, A. L., Histologia e Biologia Celular, 22 Edicdo, Elsevier, 2008

87



> Kadler, K. E., Holmes, D. F., Trotter, J. A., Chapman, J. A., Collagen fibril formation, Biochemical
Journal, 316 p. 1-11, 1996;

¥ ROUMEN PANKOV AND KENNETH M. YAMADA, Fibronectin at a glance, Journal of Cell Science
115, 3861-3863, 2002.

* GREEN, H. A., DOMANKEVITZ, Y., NISHIOKA, N. S., Pulsed carbon dioxide laser ablation of
burned skin: in vitro and in vivo analysis. Lasers in Surgery and Medicine, 10(5):476-84, 1990.

% DIEGELMANN, R. F., EVANS, M. C., Wound healing: an overview of acute, fibrotic and delayed
healing . Frontiers in Bioscience, p.283-289, 2004.

' SUGAYAMA, S. T. ; NOGUEIRA, G. E. C., FRANCA, C. M., PRATES, R. A,,SILVIA, D. F. T., NUNEZ, S.
C., RIBEIRO, M. S., Angiogenesis induced by low-intensity laser therapy: comparative study
between single and fractioned dose on burn healing. Progress in Biomedical Optics and Imaging,
v. 6846, p. 6840D1-68460D6, 2008.

2 NISSEN, N. N., POLVERINI, P. J., KOCH, A. E. et al, Vascular Endothelial Growth Factor Mediates
Angiogenic Activity during the Proliferative Phase of Wound Healing, American Journal of

Pathology, v.52, 6, 1998;

88



