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Resumo

Contextualizagdo: A interacdo entre luz e tecido bioldégico se da através da
reflexdo, refracdo, absorcdo, espalhamento e transmissdo. A determinacdo de tais
propriedades € importante para que dispositivos Opticos sejam adequadamente
projetados, sinais de diagndstico sejam bem interpretados e para que protocolos de
terapias fotbnicas sejam seguros, uma vez que as propriedades Opticas de um tecido
afetam o comportamento da luz que nele incide. A espectroscopia Optica difusa tem
avancado como ferramenta promissora para determinacdo da reflectancia e transmitancia
e, uma vez que esses dados sdo coletados, a funcdo Kubelka-Munk para aquisicéo
indireta dos demais parametros pode ser utilizada para determinar coeficientes de
absorcao, espalhamento reduzido, atenuacdo reduzida e profundidade de penetracéo.
Sendo a pele a maior barreira fisica durante as terapias foténicas e considerando o fato
de que o tecido lesionado se comporta de forma diferente quando comparado ao sadio, €
importante que as propriedades épticas da pele sejam conhecidas em ambos os estados
fisiologicos. Objetivo: Analisar as diferencas épticas e histolégicas entre pele de rato
sadia e pele de rato apos inducdo de queimadura. Material e métodos: Ratos Wistar
sofreram inducdo de queimadura por escaldo sob anestesia geral, e foram eutanasiados
apos 3, 7 e 14 dias. Através de analise espectroscépica, as bidpsias de pele queimada e
sadia tiveram seus valores de transmitancia e reflectancia coletados entre os
comprimentos de onda 350 e 1400 nm. Os dados foram tratados pela funcdo Kubelka-
Munk para a obtencao dos coeficientes de absorcdo, espalhamento reduzido e atenuacgéo
reduzida. Analise histoldgica das bidpsias foi realizada para que a comparacdo entre as
propriedades épticas e histologicas fosse avaliada. Resultados: 3 dias apés inducdo de
gueimadura os coeficientes de absorgcéo, espalhamento reduzido e atenuacado reduzida
foram maiores em pele sadia; histologicamente foi observado infiltrado inflamatério
intenso com perda de epitélio e parte da derme. 7 dias apés indugcdo de queimadura todos
os coeficientes estudados foram maiores em pele lesionada; histologicamente as bidpsias
apresentaram remodelacdo dérmica e reepitelizacdo abaixo da area da lesdo. 14 dias
apo6s inducdo de queimadura, os coeficientes de absorcdo e atenuacdo reduzida se
mantiveram maiores em pele queimada, enquanto o coeficiente de espalhamento
reduzido foi maior em pele sadia; histologicamente é observada completa reparacao
epidérmica e auséncia de anexos cutaneos. Conclusé&o: A partir dos resultados obtidos
no presente estudo é possivel concluir que a condicdo em que a pele se encontra
influencia no comportamento da luz que incide sobre esse tecido, assim como a fase do
reparo em que ele se encontra. Ha indicios de que os parametros de irradiacdo devem ser
alterados de acordo com a condi¢do especifica em que a pele se encontra.

Palavras-chave: coeficiente de absorcao, coeficiente de espalhamento, coeficiente de
atenuacao, espectroscopia difusa, Kubelka-Munk, queimadura.



Abstract

Background: The interaction between light and biological tissue occurs through
reflection, refraction, absorption, scattering, and transmission. Determining such properties
is important for optical devices to be properly designed, diagnostic signals to be well
interpreted, and for photonic therapy protocols to be safe once the optical properties of
tissue affect the light's behavior. Diffuse optical spectroscopy has advanced as a
promising tool for non-invasive determination of reflectance and transmittance. Once this
data is collected, the Kubelka-Munk function for the indirect acquisition of the other
parameters can be used to determine absorption coefficient, reduced scattering
coefficient, reduced attenuation coefficient, and penetration depth. Since the skin is the
major physical barrier during photonic therapies and that injured tissue behaves differently
compared to healthy tissue, it is important that the optical properties of the skin be known
in both physiological states. Objective: The aim of this study was to analyze the optical
and histological differences between healthy rat skin and rat skin after burn induction.
Methods: Wistar rats underwent scalding burn induction under general anesthesia and
were euthanized after 3, 7 and 14 days. Through spectroscopic analysis, skin biopsies had
their transmittance and reflectance values collected between 350 and 1400 nm
wavelengths. Data was then processed by the Kubelka-Munk function to obtain the
absorption coefficient, reduced scattering coefficient, and reduced attenuation coefficient.
Histological analysis of the biopsies was performed so that the comparison between the
optical and histological properties could be evaluated. Results: 3 days after burn induction
the absorption coefficient, reduced scattering coefficient, and reduced attenuation
coefficient was higher in healthy skin; histologically, an intense inflammatory infiltrate with
loss of epithelium and part of the dermis was observed. 7 days after burn induction all the
coefficients studied was higher in burned skin; histologically, the biopsies showed dermal
remodeling and reepithelization below the lesion area. 14 days after burn induction, the
absorption and reduced attenuation coefficients remained higher in burned skin, while the
reduced scattering coefficient was higher in healthy skin; histologically, it's seen complete
epidermal repair and absence of skin appendages. Conclusion: From the results obtained
in the present study it can be concluded that the condition in which the skin is found
influences the behavior of the light that falls on this tissue, as well as the repair phase in
which it is found. There are indications that irradiation parameters should be altered
according to the specific condition of the skin.

Keywords: absorption coefficient, scattering coefficient, attenuation coefficient, diffuse
spectroscopy, Kubelka-Munk, burn.
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1. Contextualizacao

As propriedades Opticas de um tecido afetam o comportamento da luz
tanto nas aplicacdes diagnosticas quanto nas terapéuticas. Nas aplicacdes
diagnésticas, a luz deve penetrar o tecido, interagir com suas estruturas e entdo
emergir de volta para o meio de origem para que seja detectada (Carneiro et al.,
2019).

J& nas aplicacOes terapéuticas, a luz deve penetrar no tecido e ser
absorvida em algum momento para gerar o efeito desejado. Especificamente na
terapia por fotobiomodulacdo, a energia absorvida deve ser convertida
majoritariamente em fotoquimica, isto é, a geracdo de calor deve ser minima
(Hamblin, 2017).

Entdo, determinar as propriedades Opticas de um tecido é a etapa
preliminar para que dispositivos Opticos sejam adequadamente projetados, sinais
de diagnosticos sejam bem interpretados e protocolos terapéuticos sejam mais
seguros (Jacques, 2013; Carneiro et al., 2019). A proxima etapa € estimar a
distribuicdo da luz e a deposicéo de energia no tecido usando as propriedades
Opticas em um modelo de propagacao da luz.

Diferentes modelos de propagacdo da luz tém sido desenvolvidos com
base na Lei de Beer-Lambert modificada ou em simulagbes computacionais
usando método de Monte Carlo (Tuchina et al., 2015; Bashkatov et al., 2016). No
entanto, tais métodos requerem muitos parametros opticos a serem inseridos e,
consequentemente, longo tempo de processamento de dados. O modelo de
Kubelka-Munk, por outro lado, € um método analitico mais simples para que se
compreenda a propagacédo da luz no tecido a partir de medidas da reflectancia e
transmitancia (Li et al., 2018).

Nos ultimos anos, a espectroscopia Optica difusa tem avancado como
uma ferramenta promissora para determinacdo ndo invasiva da reflectancia e
transmitancia de tecidos biologicos (Babadi et al., 2019; Ong et al., 2019). A forte
difusé@o da luz presente nesses tecidos faz deles um meio turbido, ou seja, sado
meios ndo homogéneos e caracterizam-se pela impossibilidade da luz em
propagar-se em linha reta e com velocidade constante. Sendo assim, quando

hé interacdo entre fotons e tecido biologico, ha ocorréncia dos fendmenos de
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reflexdo, refracdo, absorcdo, espalhamento e transmissédo, simultaneamente
(da Silva et al., 2017; Hamdy et al., 2017).

A seguir, tais fendmenos Opticos serdo abordados com maior
detalhamento, assim como o modelo de Kubelka-Munk, com énfase no tecido

bioldgico.

1.1 Propriedades 6pticas de tecidos

As propriedades Opticas estdo diretamente ligadas as condi¢bes e
alteracdes fisiologicas dos tecidos. E destacada a importancia dos coeficientes
de absorcdo e espalhamento para analises diagnosticas, uma vez que sao
indicadores importantes da condicéo do tecido (Hamdy et al., 2017).

As propriedades Opticas de reflexdo, refracdo, espalhamento,
transmissdo e absorcdo vao determinar como a luz interage com tecidos
biologicos. Para tanto, algumas propriedades devem ser diretamente medidas,
sendo as mais comuns a reflectancia e a transmitancia difusas, para que as
demais sejam obtidas indiretamente por meio de modelos de propagacao de
luz (coeficientes de absorcdo, de transmissdo e de espalhamento, por
exemplo).

1.1.1 Reflexao e refracao

A reflexdo (Fig. 1A) € a porcao do feixe de luz que retorna ao meio de
origem, ndo penetrando no tecido irradiado. Uma vez que tecidos biolégicos
possuem superficie rugosa, quando estes séo irradiados o processo de
reflexdo se da de maneira difusa. Isso ocorre quando a rugosidade da
superficie € igual ou maior que o comprimento de onda da luz incidente (da
Silva et al., 2017).

A refracdo (Fig. 1B), por sua vez, ocorre com a mudanga na velocidade
em que a luz se propaga. Essa mudanca é consequéncia da alteracdo na
superficie onde a luz incide devido a densidades diferentes e massas
especificas, ou seja, da mudanca de meio - como do ar para o tecido bioldgico,

por exemplo (da Silva et al., 2017).
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Figura 1: Esquema ilustrativo da reflexdo difusa (A) e refracdo (B) (adaptado de da Silva et al.,
2012).

Reflectancia (R) representa a raz&o entre as intensidades das

radiacoes refletida (I') e incidente (lo):

R=EA @

1.1.2 Absorcao

Absorcdo € a capacidade de um meio absorver radiacao
eletromagnética incidente. Ela depende da constituicdo eletrbnica e estado
vibratorio de seus atomos e de suas moléculas, do comprimento de onda da
radiacdo incidente, da espessura da camada absorvedora e de parametros
internos, tais como a concentracdo de agentes absorvedores e a temperatura.
A absorcdo s6 ocorrerd se a frequéncia da luz incidente corresponder a
frequéncia natural de vibracdo das particulas absorvedoras do meio (da Silva et
al., 2017).

De acordo com a Lei de Lambert a intensidade da radiacdo diminui
exponencialmente, ao atravessar um meio em relacdo a sua espessura z,

entao:

1(2) = lpe Ha? (2)

Sendo I(z) a intensidade da radiacdo a uma distancia z do ponto de
incidéncia, (b) a intensidade da luz incidente em z=0, (z) o caminho Optico e

(ua) 0 coeficiente de absorcéo 6ptica do meio, dado em cm™.
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A Lei de Beer relaciona a diminuicdo na intensidade da radiacdo ao
atravessar um meio em relacdo a concentracdo de absorvedores numa

determinada espessura, entao:

1(z) = lpe ¢+ (3)

Sendo (k) um fator que depende de outros parametros que influenciam
a absorcao e (C) a concentracdo de agentes absorvedores.

A absorc¢do ocorre quando a energia do féton incidente € a mesma do
elétron em seu estado excitado, de forma que o féton é absorvido e o elétron
passa para o0 estado de energia correspondente. Normalmente essa
transformacéo produz uma energia térmica transitoria que ndo ocasiona danos
ao tecido onde € gerada (da Silva et al., 2017).

No tecido biolégico, a absorcédo optica esta geralmente relacionada as
concentracfes de hemoglobina, melanina, saturacdo de oxigénio e agua
(Hamdy et al., 2017).

1.1.3 Espalhamento

O espalhamento (Fig. 2) € o fenbmeno decorrente da reflexdo a partir
de particulas dentro do tecido alvo, ou seja, ndo retornam ao meio de origem
(da Silva et al., 2017).

Existe o espalhamento elastico, quando os fotons incidente e
espalhado tém a mesma energia, e o espalhamento inelastico, quando ha
perda de energia no espalhamento ao alcancar um meio mais denso. No
espalhamento elastico tipo Rayleigh, os centros espalhadores sdo muito
menores que o comprimento de onda e os fétons podem ser espalhados para
frente e/ou para tras (Fig. 2A), enquanto no espalhamento elastico tipo Mie, os
centros espalhadores sédo maiores que o comprimento de onda e os fétons séo

majoritariamente espalhados para frente (Fig. 2B) (da Silva et al., 2017).
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Direcéo e sentido da luz incidente Direcdo e sentido da luz incidente

:

Figura 2: Espalhamento tipo Rayleigh (A). Espalhamento tipo Mie (B).

O coeficiente de espalhamento us, dado em cm-?, esta relacionado aos
componentes responsaveis pelo espalhamento dos fotons.

A teoria Rayleigh ou a teoria Mie ndo descrevem completamente o
fenbmeno do espalhamento quando os fotons interagem com o tecido
bioldgico, sendo necessario o desenvolvimento de outros modelos.

Um dos modelos mais aceitos € aquele que considera o coeficiente de
anisotropia, g, do meio espalhador. Ele representa o valor médio do cosseno
do angulo de espalhamento (¢) (Richards-Kortum; Sevick-Muraca, 1996).

Na Tabela 1 séo indicados os valores-limite da anisotropia e seu

significado quanto ao tipo de espalhamento.

Tabela 1: Valores para a anisotropia e seu significado.

An|_sotr0p|a Tipo de Espalhamento
(g=cos¢)
-1 Retroespalhamento

Espalhamento isotrépico
Mesma dire¢do e mesmo sentido da onda incidente

No tecido biolégico, o espalhamento O6ptico estd relacionado, por
exemplo, a concentracdo lipidica, tamanho do nucleo celular, alteracdes do
indice de refracdo da membrana celular (Hamdy et al., 2017) e a presenca de

colageno (Bashkatov et al., 2016).

1.1.4 Transmissao
A transmissdo se da quando parte da radiacdo incidente ndo sofre
nenhum dos fendmenos citados anteriormente - reflex&o, refracdo, absorcéo ou
espalhamento. Porém, a parcela de luz que é transmitida sofre atenuacgéo (da
Silva et al., 2017).
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O coeficiente de atenuagdo (ur), dado em cm?, é a soma dos

coeficientes de absorcao (1) e de espalhamento (u):

HUr = Ua T ls (4)

Em meios turbidos, utiliza-se o coeficiente de espalhamento reduzido
('), dado em cm?, que depende do coeficiente de espalhamento (i) e da

anisotropia (g) do meio espalhador:

.u,s::us(l_g) %)

A transmitancia (T) € a razdo entre a intensidade de radiacao

transmitida (I) pelo meio em relacdo a intensidade incidente (lo):
T=L-
o (6)

1.2 Modelos teéricos para medicdo de propriedades Opticas

Conhecer as propriedades épticas de um tecido biologico é de extrema
importancia para melhor adequabilidade dos parametros de irradiacéo
utilizados em fototerapias (Carneiro et al., 2019). Para tanto, existem algumas
técnicas que podem ser aplicadas. A grande maioria dessas técnicas utiliza luz
para explorar o tecido alvo, conhecidas como técnicas fotométricas, onde a luz
€ medida por si sO tanto quando é propagada pelo tecido, quanto quando
ocorre a reflexdo difusa e transmissao (da Silva et al., 2017).

As técnicas fotométricas podem ser classificadas em ex vivo ou in vivo.
Quando classificadas como ex vivo, podem ser obtidos parametros opticos
diretamente ou indiretamente. Quando in vivo, as medi¢cdes dependerdo da
geometria do alvo e do equipamento, da quantidade a ser medida e da situagéo
em que essas medic¢des sao feitas (Kim; Wilson, 2011).

As medidas diretas sdo aquelas em que um coeficiente microscopico é
medido de forma a ndo precisar de um modelo de propagacao de luz. As

medidas indiretas, por sua vez, sdo aquelas que contam com a determinacgéo
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dos parametros através de um modelo de propagacéo de luz, onde os dados

coletados séo ajustados as propriedades opticas (Kim; Wilson, 2011).

1.2.1 Kubelka-Munk

Kubelka-Munk (K-M) € a funcdo mais utilizada para determinacao dos
coeficientes de absorcdo, espalhamento reduzido, atenuacdo reduzida e
profundidade de penetracdo, usando as medidas de reflectancia (Rd) e
transmitancia (Td) difusas (Golovynskyi et al., 2018). Estas duas ultimas, no
entanto, devem ser obtidas diretamente por meio da espectroscopia Optica
difusa, desde que a espessura (D) do tecido alvo seja conhecida.

O modelo K-M descreve dois fluxos opostos e distinguiveis de fétons
gue se propagam em uma Unica direcdo: um fluxo corresponde a propagacao
do feixe incidente e o outro ao retroespalhamento resultante (Sabino et al.,
2016). Dessa forma, duas equacOes bastam para solucionar o modelo de
propagacéao da luz através do tecido bioldégico, uma para cada fluxo.

No modelo, os fluxos sdo sujeitos ao espalhamento eléstico e a
absorcdo de um féton por vez, sendo a probabilidade de ocorréncia desses
eventos diretamente proporcional ao coeficiente de espalhamento K-M,
representado por S, e ao coeficiente de absorcdo K-M, representado por A
(Sabino et al., 2016).

A=Xx-1)S (@
S= i In [I_Rdﬂ]_ (8)
yD Tq

D é a espessura da amostra, em cm, e:

HR2-T3

x= 2Rg ©)

y=vx2—1 (10)
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As seguintes equacdes foram usadas para converter os coeficientes K-
M nos coeficientes de absorgao (u.), espalhamento reduzido (ug), atenuagao

reduzida (u;) e profundidade de penetragdo (A) (Thennadil, 2008; Sabino et al.,
2016):

3
(11)

S=7,Us

A=2u, (12

o=ty (13)
T S

A= B + )% @9

1.3 Pele

A pele € o oOrgdo responsavel pelo revestimento do corpo e
corresponde a 16% da massa corporal, sendo considerada um dos maiores
orgdos do corpo humano. Tem fun¢Bes importantes para a manutencdo da
homeostase do individuo como, por exemplo, protegendo-o contra
desidratacdo e atritos com o ambiente externo, proporcionando
constantemente informagdes sobre esse ambiente, colaborando com a
termorregulacdo do corpo e excrecdo de substancias, protegendo o corpo
contra a radiacao ultravioleta e, ndo menos importante, auxiliando o sistema
imunoldgico contra a invasao de microrganismos (Junqueira; Carneiro, 2013).

A pele € composta, histologicamente, por uma regido epitelial chamada
epiderme e uma regido conjuntiva chamada derme (Fig. 3). Abaixo da derme,
ainda, é possivel observar a hipoderme - ou tecido celular subcuténeo - que é
responsavel por conectar a pele com os 6rgaos subjacentes (Junqueira;
Carneiro, 2013).
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Figura 3: Corte histolégico de pele humana (adaptado de Vela-Romera et al., 2019).

Na regido da epiderme sdo encontrados &cidos graxos, que Ss&o
substancias organicas presentes em grande quantidade em células como
queratindcitos e sebdcitos, responsaveis por manter os niveis de lipidio
adequados e auxiliar em quadros inflamatérios (Dumas; Ntambi, 2018). Na
camada basal da epiderme, a melanina - que é um pigmento - tem como
funcdo proteger o DNA contra a radiacdo solar (ultravioleta) (Vela-Romera et
al., 2019).

Se aprofundando mais nas camadas da pele, onde existe
vascularizacdo, podemos observar a presenca de hemoglobinas. Essas
proteinas sdo responsaveis por levar moléculas de oxigénio do pulméo para os
demais tecidos do corpo (Gabriela, 2013). Ainda na regido dérmica, encontra-
se a proteina elastina, que tem como func¢éo dar elasticidade a pele (Tsai et al.,
2001).

Considerando o fato de que a luz emitida nos comprimentos de onda
entre 600 nm e 1000 nm - abrangendo a regido vermelha e infravermelha do
espectro eletromagnético - apresenta maior profundidade de penetracdo na
pele (Fig. 4) (Ash et al., 2017), é possivel afirmar que mais informag¢des podem
ser obtidas do tecido quando tais comprimentos de onda s&o utilizados para

analise das propriedades Opticas (da Silva et al., 2012; Hamdy et al., 2017).
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Figura 4: Profundidade de penetracéo na pele humana sadia para varios comprimentos de
onda (da Silva et al., 2012).

1.3.1 Processo de cicatrizacao

Quando um fragmento de pele é removido, da-se inicio ao processo
cicatricial na regido afetada (Junqueira; Carneiro, 2013). Basicamente, esse
processo € dividido em trés fases: inflamacéo, proliferacdo e remodelamento
(Gomes et al., 2017).

A fase infamatoéria tem como principal objetivo a limpeza da leséo
perante células e moléculas estranhas a constituicdo normal da pele.
Primeiramente ocorre a ativacdo das plaquetas, ocasionando a coagulacao de
fibrinas. Também ha liberacdo de fatores quimiotaticos e recrutamento de
neutrofilos, células T e ativacdo de macréfagos (Rittie, 2016). Ao analisar
histologicamente esta fase do reparo, é possivel observar a presenca do
infiltrado inflamatério na derme (Junqueira; Carneiro, 2013).

A fase de proliferacdo é responsavel por substituir as diferentes células
danificadas pela lesdo, estejam elas na epiderme - processo chamado de
reepitelizacdo -, derme ou hipoderme. Também ocorre a restauracdo de
estruturas como vasos sanguineos, terminacdes nervosas e glandulas
sudoriparas (Rittie, 2016). Quando observada ao microscopio, esta fase conta
com a presenca de tecido de granulacdo, que € formado pelas algcas dos
capilares sanguineos em formacao (Junqueira; Carneiro, 2013).

A Ultima fase do processo de cicatrizacdo € o remodelamento, onde as

fases anteriores se encerram por completo e é esperada a normalizacdo da
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espessura da epiderme, das células presentes, da composicdo da matriz
extracelular e da presenca dos vasos sanguineos (Rittieé, 2016). Na analise
histolégica desta fase € possivel observar o tecido conjuntivo com as fibras
coldgenas mais organizadas e também a presenca das papilas dérmicas, que
indicam a cicatrizacdo completa da pele (Gomes et al., 2017).

Via de regra, o tempo de cicatrizacdo é determinado pela extensdo e
profundidade da lesdo, assim como o agente causador da mesma. Lesdes
lineares como incisfes cirdrgicas concluem o processo com maior rapidez que
lesBes circulares (Fig. 5A), por exemplo, devido a distancia entre as bordas de
cada lesdo. A perda de sangue também deve ser considerada, sendo que
guanto maior o volume perdido, maior o tempo necessario para a cicatrizacao
do tecido (Rittie, 2016).

1.3.2 Queimadura

Com relacao a cicatriza¢do da queimadura, foi observado que esse tipo
de ferida é capaz de causar morte celular também na regido abaixo da lesédo
que esta visivel, ocorrendo o impedimento da microcirculacdo e a futura
necrose do tecido caso o tratamento adequado ndo seja aplicado, e este
processo de necrose pode retardar a cicatrizacdo (Stone et al., 2018).

Outro fator que interfere negativamente na cicatrizacdo de
gueimaduras € a remoc¢ao das bolhas formadas, havendo formacéo de crosta
devido a exposi¢cédo do tecido subjacente ao ar (Fig. 5B). Como resultado, o

processo se torna mais lento e dolorido (Rittié, 2016).

Figura 5: Lesdo circular com punch cirirgico em rato apés 8 dias (A) (adaptado de Santana et
al., 2015). Queimadura por escaldo em rato apés 7 dias (B) (acervo do autor).
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A queimadura consiste na lesdo decorrente de agentes externos que
causam calor excessivo capaz de danificar os tecidos do corpo (SBQ, 2012). A
profundidade dessa leséo é utilizada para classificar a queimadura em primeiro
grau - quando atinge apenas as camadas superficiais da pele -, segundo grau -
lesdo parcialmente profunda -, e terceiro grau - lesao profunda, podendo atingir
tecido muscular e 6sseo (SBQ, 2012; Stone et al., 2018). Dependendo de sua
extensdo e profundidade, a queimadura também pode afetar o sistema
imunolégico da vitima, impactando diretamente o quadro clinico geral do
paciente (SBQ, 2012).

De acordo com a Sociedade Brasileira de Queimaduras (SBQ, 2012),
os acidentes por escaldo sdo os mais recorrentes no Brasil, principalmente pelo
fato de ocorrerem em ambiente domeéstico, envolvendo majoritariamente
criangas, mulheres e idosos. Tendo isso em vista, a utilizacdo de um modelo

experimental que mimetize esses acidentes é importante.

1.3.3 Pele humana versus pele de roedores

A epiderme - camada mais externa da pele - de ratos, camundongos e
coelhos possui estruturacdo semelhante a epiderme humana, porém é mais
fina. Além disso, a pele humana apresenta menos pelo corporal, mais
glandulas sudoriparas e alta vascularizacao (Rittie, 2016).

Todos os mamiferos apresentam a mesma organizacdo morfolégica
basica do foliculo piloso, diferenciando apenas na quantidade em que
aparecem e em alguns detalhes estruturais - como o numero de glandulas
sebaceas anexas a ele, por exemplo. As glandulas sudoriparas sao
responsaveis pela producédo de suor e, nos humanos, elas aparecem por toda a
extensdo da pele enquanto na maioria dos demais mamiferos elas sé&o
presentes somente nas patas traseiras e dianteiras (Rittié, 2016).

A vascularizagdo humana conta com uma rede mais complexa de
capilares, o que aumenta o0 alcance do sangue até as camadas mais
superficiais da pele, aumentando também o fluxo sanguineo neste tecido
(Rittié, 2016).

Embora haja o desejo da obtencdo das propriedades Opticas

diretamente em tecido humano, tal fato € limitado, principalmente, pela

impossibilidade de determinacdo da espessura dos tecidos nos métodos in
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vivo. Por outro lado, os métodos ex vivo sao invasivos porque requerem uma
bidépsia do tecido alvo. Dessa forma, o estudo da Optica dos tecidos ainda
depende dos métodos ex vivo para que os resultados sejam mais precisos,
pois o caminho Optico dos fotons (dependente da espessura dos meios) é
necessario nos diferentes modelos de propagacao de luz até entdo conhecidos.

1.4 Justificativa

A determinacdo das propriedades Opticas e o0 conhecimento da
propagacdo da luz através dos tecidos biolégicos sadios ja é importante por si
s6, pois conforme mencionado anteriormente, essa etapa € fundamental para
gue dispositivos opticos sejam adequadamente projetados, sinais de diagndsticos
sejam bem interpretados e protocolos terapéuticos sejam seguros, com a correta
previsdo de como a luz se distribui e quanto de energia ela deposita nos tecidos.
A pele é a maior barreira fisica durante a interacdo da luz com 0s organismos,
se fazendo necessaria a compreensao do comportamento da luz nesse tecido.
No entanto, nem sempre os tecidos biolégicos encontram-se saudaveis, sendo
necessaria, também, a determinacao das propriedades Opticas e da propagacéo
da luz em condi¢des aquém da homeostase.
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2. Objetivo Geral

Analisar as diferencas 6pticas e histologicas entre pele de rato sadia e

pele de rato apds inducdo de queimadura.

2.1 Objetivos especificos

Medir a transmitancia difusa e a reflectancia difusa das diferentes
condicdes fisioldgicas de pele;

Determinar  indiretamente os coeficientes de absorcéo,
espalhamento reduzido e atenuacdo reduzida das diferentes
condicdes fisiologicas de pele;

Comparar as caracteristicas opticas as histolégicas em uma mesma
condicéo fisiolégica de pele;

Comparar as caracteristicas opticas e histologicas entre condicdes
fisioldgicas diferentes de pele.
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3. Material e Métodos

A metodologia utilizada neste estudo foi elaborada atendendo as
resolucbes 196/96 do Conselho Nacional de Saude e submetida & avaliagéo
pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal do IPEN/CNEN-SP, tendo sido
aprovada sob o protocolo 95/11.

Durante o periodo experimental foram seguidos os principios basicos
da sensibilidade, bom senso e boa ciéncia elaborados pelo COBEA (Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal), entidade filiada ao International Council
of Laboratory Animal Science (ICLAS) com base nas normas internacionais,
gue visam o aprimoramento de condutas na experimentacdo animal.

Foram utilizados 7 ratos da linhagem Wistar (Rattus novergicus
albinus) com massa corporea entre 200 e 250 g, com idade entre 8 e 10
semanas, mantidos no biotério do IPEN/CNEN-SP. Os animais foram mantidos
em caixas plasticas apropriadas, num maximo de 3 animais por caixa, em
temperatura ambiente (22°C) e luminosidade controlada com ciclo de 12 horas
alternado com luz e sem luz. Apés alocagdo nos grupos de estudo, os animais
foram mantidos em gaiolas individuais com comida e 4gua ad libitum.

Dois grupos foram estudados: grupo sadio (GS) e grupo queimadura
(GQ). As amostras de pele sadia foram retiradas de regides ilesas do dorso dos

mesmos animais que foram submetidos a indugéo da queimadura.

3.1 Inducéo da queimadura

Os animais receberam injecdo intraperitoneal de uma mistura de
ketamina (Dopalen, Vetbrands, Jacarei, SP) na dose de 80 mg/kg e de xilazina
(Anasedan, Vetbrands, Jacarei, SP) na dose de 10 mg/kg. Foram utilizadas
seringas da marca BD, com Agulha BD Ultra-Fine®, modelo insulina,
comprimento de 12,7 mm, calibre de 0,33 mm e bisel trifacetado.

ApOs anestesiados, o dorso dos animais foi cuidadosamente
tricotomizado para a realizagdo da lesdo térmica por escaldo, onde quatro
regides circulares do dorso, com raio de 0,5 cm e area de 0,8 cm?, ficaram em
contato com &gua quente a 60 °C por 45 s (Fig. 6). Estas areas foram
delimitadas inserindo o animal em um molde, confeccionado em tubo de PVC

com as mesmas quatro areas de 0,8 cm? cada, conforme metodologia
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adaptada de Cribbs et al. (1998) (Fig. 7). Dessa maneira, cada animal teve

guatro queimaduras no dorso.

Figura 6: Inducdo da queimadura por escaldo com égda aquecida a 60 °C (acervo do autor).

Figura 7: Molde para realizagdo da queimadura por escaldo (acervo do autor).

Para prevenir a hipotermia, os animais foram manipulados sempre
sobre um isopor coberto com papel descartavel na bancada e mantidos em
gaiolas com aquecimento até o término do efeito da anestesia.

Os animais foram eutanasiados via excesso de anestésico para a
realizacdo das biopsias nos dias 3, 7 e 14 apds indugdo da queimadura. Foram
retiradas amostras de pele queimada e sadia.

3.2 Preparacdao das bidpsias
Biopsias de pele da regido dorsal sadia e queimada contendo todas as
camadas do tecido (epiderme, derme e tecido subcutaneo) foram
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cuidadosamente destacadas da fascia e removidas com tesoura cirargica. Para
gue tivessem um suporte mecanico, cada amostra de pele foi posicionada entre
duas laminas de microscopio sob minima pressdo. As laminas estavam
levemente umedecidas com soro fisioldgico para minimizar os efeitos dos
diferentes indices de refracéo entre a lamina de vidro, o ar e o tecido.

A espessura total das amostras, incluindo as laminas, foi medida
usando um paquimetro, mas foi considerada apenas a espessura do tecido,
subtraindo-se as espessuras das duas laminas. Cada espessura foi medida

trés vezes, realizando-se a média e o desvio padrdo de cada amostra.

3.3 Analise espectroscépica

Em até duas horas ap6s a excisdo da pele, as medicdes
espectroscopicas foram conduzidas em um espectrofotdmetro comercial (Cary
5000, Agilent, Australia) acoplado a uma unica esfera integradora (Internal
DRA-2500, Agilent, Australia). Os espectros da transmitancia e reflectancia
foram medidos de 350 nm a 1400 nm. Para ndo comprometer a
reprodutibilidade experimental, evitou-se dobrar as amostras e o tempo entre a
eutanasia e as medicbes foi minimizado para evitar deterioracdo devido a
possivel desidratacdo e/ou oxidacdo dos constituintes do tecido. O tempo de
aquisicdo das medidas foi, aproximadamente, de 3 minutos. Nenhuma
mudanca visual foi percebida nos tecidos apés as medicoes.

Os espectros da transmitancia foram obtidos colocando as amostras na
frente do feixe amostra (porta a, Fig. 8) e os espectros de reflectancia foram
obtidos deslocando as amostras para a porta b (Fig. 8). Para a medicdo dos
espectros de transmitancia total, as amostras foram colocadas na porta a e a
porta b foi fechada para medir a transmitancia colimada retroespalhada. O feixe
amostra foi posicionado sempre no centro das amostras. Durante as medic¢oes,
as dimensoes retangulares do feixe amostra foram 1 cm de altura e 0,5 cm de
largura, com intensidade 6ptica incidente menor que 1 mW/cm?, dessa forma, a

possibilidade de efeito térmico foi descartada.
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Figura 8: Diagrama esquemético do espectrofotémetro utilizado (adaptado de Sabino et al.,
2016).

Uma vez que as amostras foram inseridas entre duas laminas de
microscoépio (Fig. 8), as reflexdes originadas nas interfaces ar/ vidro/ agua/
vidro/ ar foram subtraidas nas portas a e b durante a calibracao da linha base.
Para essa calibracéo foram usadas duas laminas de microscopio com uma fina
camada de soro fisiolégico entre elas.

Os dados serdo apresentados em tabelas contendo os valores de
transmitancia e reflectancia difusas que foram coletados diretamente pelo
espectrofotdbmetro, assim como os coeficientes de absorcdo, espalhamento
reduzido e atenuacédo reduzida obtidos através da funcdo Kubelka-Munk, nos
comprimentos de onda mais utilizados para diagndsticos e terapias que contam
com a utilizagdo de luz (Mosca et al., 2019; Mussttaf et al., 2019).

3.4 Analise histolégica
Laminas histologicas obtidas em experimentos independentes, mas que
tiveram as lesbes obtidas da mesma maneira anteriormente descrita, foram
utilizadas.
As amostras de pele foram cuidadosamente removidas, fixadas com
paraformaldeido 10% e processadas rotineiramente para inclusdo em parafina,
microtomia com cortes de 5 um de espessura e coloracdo com hematoxilina e

eosina de acordo com o protocolo:
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1) Hematoxilina de Harris, por 5 min;

2) Lavagem com agua, por 5min;

3) Diferenciador (1 ml de acido acético e 100 ml de alcool absoluto),

por 5min;

4) Agua destilada, por 10 min;

5) Eosina, por 5min;

6) Lavagem em agua destilada.

O estudo histolégico foi realizado por meio de analise descritiva
comparativa dos grupos experimentais em um microscopio Optico (Modelo
61282, Carl Zeiss, Alemanha) avaliando-se a evolucdo da cicatrizacdo da pele
apls as lesbes. As seguintes caracteristicas foram avaliadas: a) resposta
inflamatoria, caracterizada pela presenca de infiltrado inflamatério; b) tecido de
granulacao, caracterizado pela presenca de fibroblastos e neovascularizagéo.
Um score foi feito para os parametros avaliados: ausente; presenca discreta;

presenca moderada; presenca intensa (Pereira et al., 2012).

3.5 Anélise estatistica

Para comparar a frequéncia de ocorréncia dos valores de score
atribuidos na analise histolégica entre as condi¢cdes de pele de rato estudadas,
o teste Qui-quadrado foi realizado com nivel de significancia o = 0,05, usando-
se o software Origin Pro 2017 (OriginLab, EUA).
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4. Resultados

Nos menores comprimentos de onda analisados (de 350 a 500 nm,
abrangendo da regido ultravioleta a verde do espectro eletromagnético) sao
observados os maiores coeficientes de absorcdo, espalhamento reduzido e
atenuacao reduzida.

Independentemente se a amostra de pele € sadia ou lesionada, do
terceiro, sétimo ou décimo quarto dia, alguns picos de absorcdo foram
observados nos comprimentos de onda por volta de 400, 540, 950, 1200 e
1400 nm.

Também foi observado que, quanto maiores o0s valores de
transmitancia e reflectancia difusas, menores os coeficientes de absorcdo e
atenuacdo reduzida (grandezas inversamente proporcionais) e maior o
coeficiente de espalhamento reduzido (grandezas diretamente proporcionais).

A analise histologica apresentou diferenca significante com relacdo ao
score do infiltrado inflamatério entre as seguintes condi¢cdes de pele: sadia e
apos trés dias de inducdo da queimadura; sadia e apos sete dias de inducéo da
gueimadura; sadia e ap0s quatorze dias de inducdo da queimadura; trés e sete
dias apds inducdo da queimadura; trés e quatorze dias apds inducdo da
gueimadura. A Unica comparacdo que ndo apresentou significancia estatistica
com relagdo ao score do infiltrado inflamatério foi entre sete e quatorze dias

apos inducao da queimadura (Tab. 2).

Tabela 2: Valores de significancia estatistica da analise de score do infiltrado inflamatério entre
as condicdes de pele de rato estudadas (sadia, trés, sete e quatorze dias apdés inducgéo da
gueimadura). Células sombreadas indicam significancia estatistica (p < 0,05).

Condicéo Significancia Estatistica
da Pele Sadia Dia 3 Dia 7 Dia 14
Sadia 0,0001 0,0024 0,0003
3 dias 0,0040 0,0005
7 dias 0,073
14 dias

Com relacédo ao score atribuido para o tecido de granulacéo, que foi
classificado como ausente ou presente, houve diferenga significante entre a

pele de rato sadia e todos os dias apos indugéo da queimadura que foram
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analisados. Entre os dias trés, sete e quatorze apos inducdo da queimadura
nao houve diferenca significante quanto ao tecido de granulacao.
Uma comparacao geral do score de infiltrado inflamatério e de tecido

de granulacao atribuidos as diferentes condi¢cdes de pele pode ser observada
na Tabela 3.

Tabela 3: Andlise histologica de score do infiltrado inflamatério e do tecido de granulacéo de
pele de rato sadia e apds trés, sete e quatorze dias de inducéo da queimadura.

Condicao Score Frequéncia Tecido de

da Pele Inflamatorio do Score (%) Granulacéo
Sadia (n=7) Ausente 100 Ausente
3 dias (n=2) Intenso 100 Presente
7 dias (n= 3) Discreto/Moderado 50/50 Presente
14 dias (n= 2) Discreto 100 Presente

Abaixo, a Figura 9 apresenta uma visdo panoramica dos cortes
histolégicos em todos os dias pés inducdo da queimadura que foram
analisados.

. oo | - o

Figura 9: Corte histolégico de pele de rato trés dias apés inducdo da queimadura (A), sete dias

apos inducdo da queimadura (B) e quatorze dias ap6s indug&o da queimadura (C). Coloragéo
com hematoxilina e eosina.

.
L .

4.1 Trés dias apo6s inducado da queimadura

Os espectros ja calculados dos coeficientes de absorgdo (Fig. 10),
espalhamento reduzido (Fig. 11) e atenuacéo reduzida (Fig. 12) da pele sadia e
gueimada sdo mostrados a seguir.

Apés trés dias de inducdo da queimadura, a pele lesionada absorve

mais luz nos comprimentos de onda entre 350 e 550 nm; nos demais
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comprimentos avaliados (entre 750 e 1400 nm) a pele sadia apresenta maior
absorcdo, quando comparada a pele queimada. Os coeficientes de
espalhamento e atenuacao reduzidos sédo maiores em pele sadia em qualquer

dos comprimentos de onda avaliados.
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Figura 10: Coeficiente de absorcao de pele de rato sadia (A) e de trés dias apds inducao da
gueimadura (B), com relagdo ao comprimento de onda. A linha cheia representa a média entre
as curvas.
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Figura 11: Coeficiente de espalhamento reduzido de pele de rato sadia (A) e de trés dias apos
inducdo da queimadura (B), com relacdo ao comprimento de onda. A linha cheia representa a
média entre as curvas.
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inducéo da queimadura (B), com relagdo ao comprimento de onda. A linha cheia representa a

média entre as curvas.
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Os valores dos coeficientes, bem como das transmitancias e
reflectancias difusas para os principais comprimentos de onda usados nas

terapias fotbnicas sédo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Valores de transmitancia difusa (Td), reflectancia difusa (Rd), coeficiente de
absorcao (ua), coeficiente de espalhamento reduzido (us’) e coeficiente de atenuagéo reduzida
(ut’), em fungédo do comprimento de onda (1) em pele de rato sadia e apds trés dias de inducéo

da queimadura.

Pele Sadia Pele Queimada
A Td Rd pa us’ pt’ Td Rd pa us’ pt’
nm % % cm-1 cm-1 cm-1 % % cm-1 cm-1 cm-1

405 | 11 236 141 225 36,6 0,6 10,3 214 108 32,2
445 | 35 276 93 195 28,8 2,3 11,3 15,2 8,5 23,7
460 | 10,6 38,6 4,6 19,3 23,8 6,8 14,3 10,0 7,8 17,8
488 | 15,7 40,9 34 172 20,5 | 11,3 16,0 7,8 7,2 14,9
532 (16,3 355 39 143 18,1 | 11,7 139 8,0 6,1 141
633 | 37,7 21,2 28 4,9 7,7 453 16,0 2,5 3.2 57
660 (314 357 22 9,8 119 | 344 223 3,0 55 8,5
690 329 341 21 9,0 11,2 | 37,7 23,0 2,6 53 8,0
730 (34,4 31,8 22 8,1 10,3 | 40,5 22,7 24 5,0 7,4
780 |36,0 29,0 23 7,1 9,4 426 211 2,3 4,5 6,8
808 (36,7 27,7 23 6,7 9,0 435 20,3 2,3 4,2 6,5
890 (38,0 241 25 5,6 8,1 450 17,9 24 3,6 6,0
940 (37,7 21,2 28 4,9 7,7 45,3 16,0 2,5 3,2 5,7
980 [36,5 19,0 3,1 4,5 7,6 45,0 14,7 2,6 3,0 5,6
1064 | 414 199 26 4,3 6,9 50,3 154 2,2 2,9 50
1320 | 33,1 10,7 43 2,7 7,0 42,5 9,5 3,3 2,0 53
1340 | 29,2 8,8 5,0 2,4 7,4 38,2 8,2 3,9 19 5,8

\

Com relacdo a analise histolégica, apos trés dias de queimadura é
observado infiltrado inflamatorio polimorfonuclear intenso e presenca de tecido
de granulacdo. Além disso, € notavel a perda da epiderme e o processo de
necrose. Na area da lesdo o colageno apresenta degeneracgéo eosinofilica (Fig.
13).
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Figura 13: Corte histolégico de pele de rato trés dias apds indugdo da queimadura.
Coloragao com hematoxilina e eosina.

4.2 Sete dias ap0s inducdo da queimadura

Os espectros ja calculados dos coeficientes de absorcdo (Fig. 14),
espalhamento reduzido (Fig. 15) e atenuacéo reduzida (Fig. 16) da pele sadia e
gueimada s&o mostrados a seguir.

Apoés sete dias de indugdo da queimadura, todos os coeficientes foram
maiores em pele queimada, em todos os comprimentos de onda analisados,
guando comparados aos valores obtidos para pele sadia.
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Figura 14: Coeficiente de absorcdo de pele de rato sadia (A) e de sete dias apés inducao da
queimadura (B), com relagdo ao comprimento de onda. A linha cheia representa a média entre
as curvas.
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Figura 15: Coeficiente de espalhamento reduzido de pele de rato sadia (A) e de sete dias apos
inducdo da queimadura (B), com relacdo ao comprimento de onda. A linha cheia representa a
média entre as curvas.
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inducdo da queimadura (B), com relacdo ao comprimento de onda. A linha cheia representa a
média entre as curvas.
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bem como das transmitancias e

reflectancias difusas para os principais comprimentos de onda usados nas

terapias fotbnicas sédo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5: Valores de transmitancia difusa (Td), reflectancia difusa (Rd), coeficiente de
absorcao (ua), coeficiente de espalhamento reduzido (us’) e coeficiente de atenuagao reduzida
(ut’), em fungdo do comprimento de onda (1) em pele de rato sadia e apds sete dias de indugao
da queimadura.

Pele Sadia Pele Queimada

n}Fn Td Rd pa us’ pt’ Td Rd pa us’ pt’

% % cm-1 cm-1 cm-1 % % cm-1 cm-1 cm-1
405 | 0,2 14,0 0,4 7,3 24,9 8,5 334
445 | 1,3 17,1 168 157 325 | 1,7 125 165 109 274
460 | 72 288 72 162 234 | 42 151 119 101 220
488 | 12,4 31,7 52 142 194 | 78 182 88 98 186
532 [ 11,5 249 6,6 11,3 17,9 8,8 18,8 8,3 9,8 18,1
633 40,7 20,7 25 4,5 71 | 370 221 28 54 8,2
660 |34,2 32,4 22 82 104 | 30,1 27,1 30 76 10,6
690 36,8 31,7 2,0 7,6 96 | 335 27,7 26 7,2 9,8
730 [ 38,7 30,0 2,0 6,9 8,9 36,1 27,4 2,4 6,8 9,2
780 40,1 275 2,0 6,2 82 | 374 262 24 6,3 8,7
808 [40,6 26,3 2.1 5,8 7,9 38,1 259 2,3 6,2 8,5
890 |41,1 231 23 5,0 73 | 378 239 25 5,8 8,3
940 | 40,7 20,7 25 4,5 71 | 370 221 28 54 8,2
980 39,5 190 28 4,2 70 | 357 207 30 5,2 8,3
1064 | 45,0 196 2,2 4,0 6,2 | 404 215 25 5,0 7,5
1320 |33,9 11,1 41 2,7 6,9 | 290 160 43 4,8 9,1
1340 | 29,3 9,3 50 2,5 75 | 248 145 51 4,9 9,9

Apos sete dias de queimadura observa-se infiltrado inflamatério

mononuclear variando entre discreto e moderado, com a presenca de tecido de

granulagdo (Fig. 17). H4 também a remodelacdo dérmica e reepitelizagdo na

regido abaixo da lesdo, sendo possivel observar ainda os neutréfilos

degenerados na regido da crosta (Fig. 18).



Figura 17: Corte histolc’)gic de pele de rat sete dis apo6s inducgédo da queimadura.
Coloragao com hematoxilina e eosina.
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Figura 18: Corte histoldgico de pele de rato sete dias ap6s inducdo da queimadura.
Coloragao com hematoxilina e eosina.

4.3 Quatorze dias ap6s inducdo da queimadura

Os espectros ja calculados dos coeficientes de absorcédo (Fig. 19),
espalhamento reduzido (Fig. 20) e atenuacéo reduzida (Fig. 21) da pele sadia e
gueimada s&o mostrados a seguir.

Apbs quatorze dias de inducdo da queimadura, a absorcédo é maior em
pele queimada, assim como a atenuacéo reduzida, em todos os comprimentos
de onda. O coeficiente de espalhamento reduzido, por sua vez, foi maior em

pele sadia.
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Figura 19: Coeficiente de absorcao de pele de rato sadia (A) e de quatorze dias ap6és indugdo
da queimadura (B), com relagdo ao comprimento de onda. A linha cheia representa a média
entre as curvas.
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Figura 20: Coeficiente de espalhamento reduzido de pele de rato sadia (A) e de quatorze dias

apos indugédo da queimadura (B), com relagao ao comprimento de onda. A linha cheia

representa a média entre as curvas.
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apos indugédo da queimadura (B), com relagao ao comprimento de onda. A linha cheia
representa a média entre as curvas.
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bem como das transmitdncias e

reflectancias difusas para os principais comprimentos de onda usados nas

terapias fotbnicas sédo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6: Valores de transmitancia difusa (Td), reflectancia difusa (Rd), coeficiente de

absorcéo (ua), coeficiente de espalhamento reduzido (us’) e coeficiente de atenuacao reduzida
(ut’), em fungdo do comprimento de onda (1) em pele de rato sadia e apés quatorze dias de
inducéo da queimadura.

Pele Sadia Pele Queimada

n}Fn Td Rd ua us pt Td Rd pa us ut

% % cm-1 cm-1 cm-1 % % cm-1 cm-1 cm-1
405 | 9,2 346 57 189 246 | 02 44 299 59 357
445 | 156 33,7 43 141 184 | 16 74 189 68 257
460 (27,1 369 25 11,3 13,7 | 38 115 131 79 210
488 (34,2 364 19 95 113 | 70 142 100 80 180
532 (36,8 32,8 19 8,0 9,9 85 129 97 70 16,7
633 52,3 29,1 1,1 5,4 65 | 395 136 33 3,0 6,3
660 | 54,2 27,8 1,0 5,0 6,0 | 267 219 39 6,4 103
690 559 26,3 1,0 4,6 56 | 296 220 36 6,0 9,6
730 |57,3 242 1,1 4,1 52 | 326 212 33 5,4 8,7
780 58,9 220 1,1 3,7 48 | 354 194 372 4,7 7,8
808 | 60,0 20,7 1,1 3,4 45 | 366 186 3,1 4,4 7,5
890 | 61,5 180 1,2 2,9 41 | 388 156 3.2 35 6,7
940 | 61,7 165 1,3 2,6 39 | 395 136 33 3,0 6,3
980 60,8 152 1,4 2,4 39 | 394 122 34 2,7 6,1
1064 | 65,6 151 1,1 2,3 34 | 455 129 28 2,6 5,3
1320 [ 58,4 9,8 2,0 1,6 36 | 384 66 4,1 1,5 5,6
1340 539 85 24 1,5 40 | 334 53 4,8 1,3 6,2

A histologia do décimo quarto dia apds inducdo da queimadura
apresenta infiltrado inflamatério discreto, com presenca de tecido de

granulacao vestigial.
com discretas alteracbes de maturacao epitelial, remodelacdo dérmica e

Observa-se também a completa reparacdo epidérmica

auséncia de anexos cutaneos (Fig. 22). Em algumas areas da lesdo onde a

gueimadura apresenta menor gravidade, é possivel observar anexos cutaneos

em formacgéao.



Figura 22: Corte histol6gico de pele de rato quatorze dias apés indugdo da queimadura.
Coloragao com hematoxilina e eosina.
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5. Discussao

Todos o0s coeficientes estudados neste trabalho (absorcao,
espalhamento reduzido e atenuacdo reduzida) foram maiores nos menores
comprimentos de onda, ou seja, na regiao ultravioleta do espectro
eletromagnético. Tal fendbmeno pode ter ocorrido em funcdo da alta atividade
tecidual quando irradiado em tais comprimentos de onda, de forma que os
componentes celulares se mostram agentes absorvedores, espalhadores e
atenuantes com maior intensidade. A radiacdo ultravioleta corresponde aos
comprimentos de onda entre 1 e 400 nm, e é conhecida por estar presente na
radiacdo solar. Sua interagdo com a pele € prejudicial a longo prazo,
ocasionando o fotoenvelhecimento (Amano, 2016). Em nivel celular, a
deterioracdo dérmica causada pela radiacdo ultravioleta inclui a geracdo de
espécies reativas de oxigénio que levam ao estresse oxidativo e,
consequentemente, dano ao DNA. Também ha degradacdo da matriz
extracelular e inibicdo da sintese de coldgeno. Com relacdo a camada mais
superficial da pele, a radiacdo ultravioleta € absorvida na epiderme e induzem
danos ao DNA dos queratindcitos. Os queratinécitos, por sua vez, ativam suas
vias apoptoticas (Abadie et al., 2019).

Com relacdo aos coeficientes de absorcéo, independentemente da
condicao estudada, foram observados alguns picos em comum. A melanina é a
proteina responsavel pela protecdo contra a radiacdo ultravioleta, tendo sua
absorcdo mais significativa em torno dos 300-400 nm (Kollias; Bager, 1987,
Gabriela, 2013). A hemoglobina, por sua vez, apresenta picos de absorcdo em
280, 420, 540 e 580 nm (Gabriela, 2013). Em todas as fases de reparo
estudadas neste trabalho os picos de absorcéo da hemoglobina foram maiores
na pele lesionada. Durante a fase inicial de reparo ha vasodilatacdo para
possibilitar a chegada das células inflamatérias ao local da lesdo, aumentando
também a quantidade dessas proteinas absorvedoras; ao final do reparo, a
formacdo de novos vasos pode ser responsavel por esse aumento (Moura et
al., 2019). Nos comprimentos de onda 950, 1040 e 1165 nm encontram-se 0S
picos de absorcdo do acido graxo (Tsai et al., 2001). A elastina, umas das mais
abundantes proteinas presentes na derme, possui pico de absor¢do em torno

de 1200 nm (Tsai et al., 2001). Além de todos esses componentes celulares,
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moléculas de agua também agem como agentes absorvedores, principalmente
nos comprimentos de onda de 960, 1190 e 1350 nm (Tsai et al., 2001). Esses
picos de absorcdo citados condizem com o que foi observado no presente
estudo.

No terceiro dia apés inducdo da queimadura a analise histologica
mostrou a presenca de infiltrado inflamatorio intenso, assim como a perda da
epiderme e parte da derme. Em 2016, Dolgachev e colaboradores observaram
este mesmo padrdo apOs induzirem queimadura por escaldo em ratos de
linhagem Sprague-Dawley, inserindo-os em um molde e posicionando o dorso
dos animais em contato com agua aquecida a 60 °C por 25 segundos. A perda
de epiderme e derme também foi observada por Du e colaboradores (2018),
gue optaram por ratos Sprague-Dawley e a utilizagdo de um molde, deixando a
regido dorsal exposta a dgua aquecida a 92 °C por 18 segundos. Esse mesmo
trabalho corrobora com a necrose e degeneracdo do colageno observadas no
presente estudo. Lee et al. (2015) também observou infiltrado inflamatério
intenso e necrose apos dois dias de inducdo da queimadura.

Sete dias apés inducdo da queimadura, foi observada a presenca de
crosta e reepitelizacdo na regido abaixo da lesdo, assim como no trabalho de
Loder e colaboradores (2015), que realizaram queimaduras por escaldo em
ratos Sprague-Dawley deixando seu dorso em contato com agua aquecida a 60
°C por 17 segundos. No presente estudo também foi observado infiltrado
inflamatorio discreto e moderado, assim como remodelacdo dérmica, indo de
encontro aos dados de Shah e colaboradores (2019), que observaram intenso
infiltrado inflamat6rio e auséncia de colageno e remodelacao dérmica apos sete
dias de inducdo da queimadura. Entretanto, o modelo utilizado ndo foi de
gueimadura por escaldo, de forma que ratos Sprague-Dawley tiveram a regiao
lateral do dorso queimada através de um bloco metélico aquecido a 90 °C que
ficou em contato com a pele por 20 segundos, sem que nenhuma pressao
fosse aplicada.

Apés quatorze dias de inducdo da queimadura, as caracteristicas
histol6gicas que foram observadas podem ser corroboradas por Lee e
colaboradores (2015), que realizaram queimadura por escaldo em ratos
Sprague-Dawley deixando a area do dorso em contato com agua aquecidaa

100 °C por 10 segundos. Tanto neste trabalho quanto no presente estudo,
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houve a presenca de infiltrado inflamatério discreto, completa reparacao
dérmica, auséncia de anexos cutaneos e remodelacdo dérmica.

Ao associar os resultados das propriedades Opticas com a analise
histologica, € possivel levantar algumas informagfes sobre o tecido a ser
diagnosticado ou tratado com luz. Como por exemplo, agentes espalhadores
estdo na regido epitelial da pele, que esta ausente na pele recém lesionada. No
décimo quarto dia de reparo tecidual, o epitélio se mostrou novamente como
agente espalhador, uma vez que foi maior em pele sadia. Nesta fase do reparo,
o epitélio j& pode ser observado, o que leva a ideia de que a sua maturacao
completa interfira nesse processo de espalhamento, pois no décimo quarto dia
o0 epitélio - embora presente - ainda se mostra mais estreito quando comparado
ao de pele sadia, sem papilas dérmicas e queratina. Provavelmente essa
caracteristica espalhadora do epitélio ndo seja evidenciada no sétimo dia de
reparo por interferéncia da crosta.

Por estar presente no sétimo dia, a crosta pode ter agido como agente
absorvedor, espalhador e atenuante, uma vez que todos os coeficientes foram
maiores em pele lesionada nesta fase do reparo tecidual.

Outro dado evidenciado pela analise das propriedades Opticas é
decaimento do coeficiente de espalhamento no decorrer do processo
cicatrizacdo, coincidindo com a diminui¢do de células inflamatorias presentes
no tecido, indicando que estas células podem atuar como agentes
espalhadores de luz.

Os coeficientes de pele sadia, de um modo geral, se mantiveram
semelhantes no decorrer dos diferentes dias de bidpsia - 3, 7 e 14, indicando
gue ndo hé alteracbes morfolégicas que justifiquem alteracdes opticas.

Ambas andlises de propriedade Optica e histolégica tém como
finalidade associar a fase do reparo tecidual com a quantidade de luz que é
absorvida, espalhada e atenuada para que, por exemplo, a dosimetria seja
alterada com o decorrer do processo cicatricial, culminando num melhor
desempenho das terapias fotbnicas. Nas fases de reparo com maior absorcao
em determinado comprimento de onda, a recuperacdo pode ser retardada caso
a energia entregue ao tecido se mantenha a mesma (Huang et al., 2011).
Dessa forma sugere-se, por exemplo, que se altere a energia aplicada na leséo

no decorrer do processo de reparo, uma vez que no presente estudo foi
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observado discreto aumento na capacidade absorvedora do tecido com o
passar do tempo. Tal fenbmeno de retardo na recuperacao do tecido pode ser
explicado pelo efeito bifasico, que consiste em entregar a energia minima
necessaria para ocorréncia do efeito, a fim de evitar a “sobrecarga” energética
no alvo biolégico que pode levar ao retardo do efeito positivo ou até mesmo a

Existe uma escassez de artigos na literatura sobre propriedades
opticas de pele lesionada, ainda mais quando se estreita a busca para lesfes
causadas por escaldo, de forma que nado foi encontrado nenhum artigo
publicado aplicando a espectroscopia Optica difusa para a obtencdo das
propriedades oOpticas da pele queimada. Assim sendo, esta discussédo baseou-
se nos trabalhos encontrados que mais se aproximam do que foi realizado no
presente estudo com relacao as técnicas aplicadas e resultados obtidos.

O presente estudo apresenta dados iniciais importantes para a
compreensao do comportamento da luz na pele, que se apresenta como a
maior barreira fisica nos diagnésticos e terapias fotbnicas. Além disso, o
entendimento de como a luz é absorvida, atenuada e espalhada no decorrer do
processo de reparo apos inducdo de queimadura € extremamente relevante e
pode ainda ser complementado futuramente com a utilizacdo de pele queimada
humana. Porém, pelo fato da funcdo Kubelka-Munk depender da espessura do
tecido, ndo ha maneira ndo invasiva de aplicid-la, mas uma solucéo para isso
poderia ser uma parceria com cirurgides plasticos que realizam procedimentos
de remocdo da pele necesséarios aos pacientes que sofrem queimaduras
graves. A especificidade das analises imuno-histoquimicas também pode ser
de grande valia para o entendimento do comportamento da luz no tecido
biolégico. Mantendo-se o modelo de inducdo de queimadura por escaldo em
ratos, ainda € possivel avaliar se 0 aumento de energia entregue no decorrer
do processo de reparo influencia de fato no fechamento da lesdo e qualidade

do tecido.
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6. Concluséao

A partir dos resultados obtidos no presente estudo € possivel concluir
gue a condicdo em que a pele se encontra influencia no comportamento da luz
gue incide sobre esse tecido, assim como a fase do reparo em que ele se
encontra. Apoés trés dias de inducdo da queimadura, os coeficientes de
absorcao espalhamento reduzido e atenuacéo reduzida foram maiores em pele
de rato sadia, histologicamente apresentando infiltrado inflamatorio intenso e
perda do epitélio e parte da derme, com grande area de necrose nessa regiao.
ApoOs sete dias de inducdo da queimadura, os coeficientes analisados foram
maiores em pele de rato queimada quando comparada a pele sadia; na analise
histologica foi observado infiltrado inflamatério moderado e remodelacéo
dérmica, assim como a reepitelizacdo abaixo da area da lesdo. No décimo
guarto dia, a pele queimada apresentou os maiores coeficientes de absorcao e
atenuacao reduzida, enquanto a pele sadia apresentou o maior coeficiente de
espalhamento; a histologia mostrou infiltrado inflamatério discreto, completa
reparacdo epidérmica com algumas alteracbes de maturacdo e auséncia de
anexos cutaneos na regiao mais severa da lesao.

Andlises mais detalhadas do tecido podem ser realizadas para melhor
entendimento da interacdo da luz com células e moléculas especificas que
estao presentes na pele tanto sadia quanto lesionada. Entretanto, os resultados

aqui apresentados fornecem elucidacédo prévia dessa interacao.



52

7. Referéncias Bibliograficas

Abadie, S.; Bedos, P.; Rouquette, J. A human skin model to evaluate the
protective effect of compounds against UVA damage. International Journal of
Cosmetic Science. 41(6):594-603, 2019.

Amano, S. Characterization and mechanisms of photoageing-related changes in
skin. Damages of basement membrane and dermal structures. Exp Dermatol.
3:14-19, 2016.

Ash, C.; Dubee, M.; Donne, K.; Bashford, T. Effect of wavelength and beam width
on penetration in light-tissue interaction using computational methods. Lasers
Med Sci. 32:1909-1918, 2017.

Babadi, M.; Mohajerani, E.; Ataie-Fashtami, L.; Zand, N.; Shirkavand, A.
Quantitative Analysis of Skin Erythema Due to Laser Hair Removal: A Diffusion
Optical Spectroscopy Analysis. J Lasers Med Sci. 10(2):97-103, 2019.

Bashkatov, A.N.; Genina, E.A.; Kozintseva, M.D.; Kochubei, V.l.; Gorodkov, S.Y.
Tuchin, V.V. Optical Properties of Peritoneal Biological Tissues in the Spectral
Range of 350-2500 nm. Optics and Spectroscopy. 120(1):1-8, 2016.

Carneiro, |.; Carvalho, S.; Henrique R.; Oliveira, L.; Tuchin, V.V. Measuring
optical properties of human liver between 400 and 1000 nm. Quantum
Electronics. 49(1):13-19, 20109.

Cribbs, R.K.; Luquette, M.H.; Besner, G.E. A standardized model of partial
thickness scald burns in mice. J Surg Res. 80:69-74, 1998.

da Silva, D.F.T.; Almeida-Lopes, L.; Ribeiro, M.S. In: Garcez, A.S.; Ribeiro,
M.S.; Nufies, S.C. (orgs.) Laser de baixa poténcia: principios béasicos e
aplicac@es clinicas na odontologia. S&o Paulo: Elsevier Editora, 2012. p. 14-
26.

da Silva, D.F.T.; Fabio, L.; Guedes, G.H. In: Fernandes, K.P.S.; Mesquita-
Ferrari, R.A.; Franca, C.M. (orgs.) Biofotdnica: conceitos e aplicacdes. Séo
Paulo: UNINOVE, 22 ed., 2017. p. 52-66.

Dolgachev, V.A.; Ciotti, S.M.; Eisma, R.; Gracon, S.; Wilkinson, E.; Baker Jr,
J.R.; Hemmila, M.R. Nanoemulsion Therapy for Burn Wounds is Effective as a
Topical Antimicrobial Against Gram Negative and Gram Positive Bacteria. J
Burn Care Res. 37(2):e104-e114, 2016.

Du, P.R,; Lu, H.T.; Lin, X.X.; Wang, L.F.; Wang, Y.X.; Gu, X.M.; Bai, X.Z.; Tao,
K.; Zhou, J.J. Calpain inhibition ameliorates scald burn-induced acute lung
injury in rats. Burns and Trauma. 6(18):1-9, 2018.



53

Dumas, S.N.; Ntambi, J.M. A Discussion on the Relationship between Skin Lipid
Metabolism and Whole-Body Glucose and Lipid Metabolism: Systematic
Review. J Cell Signal. 3(3):1-13, 2018.

Gabriela, M. Mathematical Methods in Biomedical Optics. ISRN Biomedical
Engineering. 2013:1-8, 2013.

Golovynskyi, S.; Golovynska, I.; Stepanova, L.l.; Datsenko, O.l.; Liu, L.; Qu, J.;
Ohulchanskyy, T.Y. Optical Windows for head tissues in near-infrared and
short-wave infrared regions: Approaching transcranial light applications. J
Biophotonics. 11:e201800141, 2018.

Gomes, M.T.; Campos, G.R.S.; Piccolo, N.; Franca, C.M.; Guedes, G.H.;
Lopes, F.; Belotto, R.A.; Pavani, C.; de Lima, R.N.; da Silva, D.F.T.
Experimental burns: Comparison between silver sulfadiazine and
photobiomodulation. Rev Assoc Med Bras. 63(1):29-34, 2017.

Hamdy, O.; El-Azab, J.; Al-Saeed, T.A.; Hassan, M.F.; Solouma, N.H. A Method
for Medical Diagnosis Based on Optical Fluence Rate Distribution at Tissue
Surface. Materials. 10(1104):1-13, 2017.

Hamblin, M.R. Mechanisms and applications of the anti-inflammatory effects of
photobiomodulation. AIMS Biophysics. 4(3):337-361, 2017.

Huang, Y.Y.; Sharma, S.K.; Carroll, J.; Hamblin, M.R. Biphasic dose response
in low level light therapy - an update. Dose-Response. 9:602-618, 2011.

Jacques, S.L. Optical properties of biological tissues: a review. Phys Med Biol.
58:37-61, 2013.

Junqueira, L.C.; Carneiro, J. Histologia Basica: Texto e Atlas. Rio de Janeiro:
Guanabara Koogan, 122 ed., 2013. p. 353-365.

Kim, A.; Wilson, B.C. In: Welch, AJ.; van Gemert, M.J.C. (eds.) Optical-
Thermal Response of Laser-Irradiated Tissue. Toronto: Springer, 2011. p.
267-319.

Kollias, N.; Bager, A.H. Absorption mechanisms of human melanin in the
visible, 400-720 nm. J Invest Dermatol. 89(4):384-388, 1987.

Lee, K.; Lee, B.; Lee, M.H.; Kim, B.; Chinannai, K.S.; Ham, |.; Choi, H.Y. Effect
of Ampelopsis Radix on wound healing in scalded rats. BMC Complementary
and Alternative Medicine. 15(213):1-9, 2015.

Li, C.; Brost, V.; Benezeth, Y.; Marzani, F.; Yang, F. Design and evaluation of a
parallel and optimized light-tissue interaction-based method for fast skin lesion
assessment. J Real-Time Image Proc. 15:407-420, 2018.

Loder, S.; Peterson, J.R.; Agarwal, S.; Eboda, O.; Brownley, C.; DeLaRosa, S.;
Rangagathan, K.; Cederna, P.; Wang, S.C.; Levi, B. Wound Healing



54

Immediately Post-Thermal Injury Is Improved by Fat and Adipose Derived Stem
Cell Isografts. J Burn Care Res. 36(1):70-76, 2015.

Mosca, R.C.; Ong, A.A.; Albasha, O.; Bass, K.; Arany, P. Photobiomodulation
Therapy for Wound Care: A Potent, Noninvasive, Photoceutical Approach. Adv
Skin Wound Care. 32(4):157-167, 2019.

Moura, F.B.R.; Justino, A.B.; Ferreira, B.A.; Espindola, F.S.; Araujo, F.A.;
Tomiosso, T.C. Pro-Fibrogenic and Anti-Inflammatory Potential of a Polyphenol-
Enriched Fraction from Annona crassiflora in Skin Repair. Planta Med.
85(7):570-577, 20109.

Mussttaf, R.A.; Jenkins, D.F.L.; Jha, A.N. Assessing the impact of low level
laser therapy (LLLT) on biological systems: a review. Int J Radiat Biol.
92(2):120-143, 20109.

Ong, Y.H.; Zhu, Y.; Zhu, T.C. Validation of tissue optical properties
measurement using diffuse reflectance spectroscopy (DRS). Proc SPIE Int Soc
Opt Eng. 10860, 2019.

Pereira, D.S.T.; Lima-Ribeiro, M.H.; de Pontes-Filho, N.T.; Carneiro-Leao, A.M.;
Correia, M.T. Development of animal model for studying deep second-degree
thermal burns. J Biomed Biotechnol. 2012:1-7, 2012.

Richards-Kortum, R.; Sevick-Muraca, E. Quantitative Optical Spectroscopy For
Tissue Diagnosis. Annual Review of Physical Chemistry. 47:555-606, 1996.

Rittié, L. Cellular mechanisms of skin repair in humans and other mammals. J
Cell Commun Signal. 10:103-120, 2016.

Sabino, C.P.; Deana, A.M.; Yoshimura, T.M.; da Silva, D.F.T.; Franca, C.M.;
Hamblin, M.R.; Ribeiro, M.S. The optical properties of mouse skin in the visible
and near infrared spectral regions. J Photochem Photobiol B. 160:72-78,
2016.

SBQ - Sociedade Brasileira de Queimaduras. Cartilha para Tratamento de
Emergéncia das Queimaduras. Disponivel em
(http://sbqueimaduras.org.br/material/1300). Visualizado em 26/11/2019.

Shah, A.; Ali, B.M.; Arafa, E.A.; Hussain, |.; Li, L.; Murtaza, G. The wound
healing and antibacterial potential of triple-component nanocomposite (chitosan-
silver-sericin) films loaded with moxifloxacin. Int J Pharm. 564:22-38, 2019.

Stone, R.; Natesan, S.; Kowalczewski, C.J.; Mangum, L.H.; Clay, N.E.;
Clohessy, R.M.; Carlsson, A.H.; Tassin, D.H.; Chan, R.K.; Rizzo, J.A.; Christy,
R.J. Advancements in Regenerative Strategies Through the Continuum of Burn
Care. Front Pharmacol. 9:672, 2018.


http://sbqueimaduras.org.br/material/1300

55

Thennadil, S.N. Relationship between the Kubelka-Munk scattering and
radiative transfer coefficients. J Opt Soc Am A. 25:1480-1485, 2008.

Tsai, C.; Chen, J.; Wang, W. Near-infrared Absorption Property of Biological
Soft Tissue Constituents. J Med Biol Eng. 21(1):7-14, 2001.

Tuchina, D.K.; Shi, R.; Bashkatov, A.N.; Genina, E.A.; Zhu, D.; Luo, Q.; Tuchin,
V.V. Ex vivo optical measurements of glucose diffusion kinects in native and
diabetic mouse skin. J Biophotonics. 8(4):332-346, 2015.

Vela-Romera, A.; Carriel, V.; Martin-Piedra, M.A.; Aneiros-Fernandez, J.;
Campos, F.; Chato-Astrain, J.; Prados-Olleta, N.; Campos, A.; Alaminos, M.;
Garzon, |. Characterization of the human ridged and non-ridged skin: a
comprehensive histological, histochemical and immunohistochemical analysis.
Histochem Cell Biol. 151(1):57-73, 2019.



