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RESUMO

Foi utilizada espectroscopia de reflectancia difusa in vivo para comparar 0s tratamentos
com corticosteroide (COR), fotobiomodulagdo (FBM) e terapia fotodindmica (PDT) em liquen
escleroso vulvar (LEV). Quinze pacientes foram recrutadas no ambulatério do Hospital Pérola
Byington, divididas em trés grupos, de cinco pacientes cada,e. Espectros de reflectancia foram
obtidos a partir de duas regides de pele vulvar de cada paciente, uma com LEV e outra sem.
Também, foram determinados os espectros de absorbancia aparente a partir dos espectros de
reflectancia difusa. Os dados foram analisados com os softwares estatisticos Origin® Pro 8 e
Minitab® 18. Os espectros de reflectancia difusa foram suavizados com a técnica de Savitzky-
Golay e integrados. As areas sob as curvas foram submetidas ao teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov, ao teste Levene de homogeneidade de varidncias. A comparagdo entre
os grupos foi realizada por meio de Modelos Lineares Generalizados (GLM), tendo como
cofatores idade, tempo de prurido e escala Fitzpatrick. Em todos os testes estatisticos foi
considerada significancia o = 005 N&o houve diferencas significantes entre os tratamentos
antes e apds um més de tratamento. Por meio dos espectros de absorbancia aparente, observou-
se que ha pontos de méximo em duas bandas. A primeira tem ponto de maximoem A, = (4226 = 54
nm e asegunda, em 1, = (4926 = 31) nm, que podem estar relacionados com a banda de absorcao
Soret da oxihemoglobina (412 nm), da deoxihemoglobina (430 nm) ou da bilirrubina (460 nm).
Por intermédio do coeficiente linear da regresséo linear do logarit mo natural da razdo entre os
espectros de reflectancia difusa de regido com LEV pelo de regido sem LEV, verifica-se que a
paciente do grupo FBM apresentou a menor reducéo na concentracdo de melanina, na ordem de
28%, enquanto que a do grupo COR apresentou uma reducéo de 817%

e a do grupo PDT, 738% de reducéo na concentracdo de melanina apds um més de tratamento.

Palavras-chave: PDT, fotobiomodulagdo, reflectancia difusa, absorbancia aparente,

propriedades Opticas.



ABSTRACT

Diffuse reflectance spectroscopy was used in  vivo to compare treatments with
corticosteroid (COR), photobiomodulation (PBM) and photodynamic therapy (PDT) in vulvar
lichen sclerosus (VLS). Fifteen patients were recruited at the outpatient clinic of Pérola
Byington Hospital. They were divided into three groups of five patients each and treated for
one month. Reflectance spectra were collected from two regions of vulvar skin of each patient,
one with VLS and one without. Also, the absorbance spectra were determined from the diffuse
reflectance spectra. The data were analyzed using the statistical softwares Origin® Pro 8 and
Minitab® 18. The reflectance spectra were smoothed by Savitzky-Golay method and
integrated. The areas under the curves were submitted to the Kolmogorov-Smirnov normalit y
test and to the Levene test of homogeneity of variances. The comparison between the groups
was performed using Generalized Linear Models (GLM) test, having as cofactors age, time of
pruritus and Fitzpatrick scale. All statistical significance was a = 005. There were no
differences between treatments before and after one month of treatment. By means of the
apparent absorbance spectra, it has been observed that there are maximum points in two bands. The
first has a maximum point at 1, = (4226 == 54) nmand the second, at 1, = (4926 =
31) nm, which may be related to the Soret absorption band of oxyhemoglobin (412 nm),
deoxyhemoglobin (430 nm) or bilirubin (460 nm). By means of the linear regression coefficient of
the natural logarithm of the ratio between the diffuse reflectance spectra of the region with VLS
and that of the non-VLS region, it was verified that the patient of the FBM group had the lowest
reduction in the concentration of melanin, in the order of 28%, while that of the COR group had

a reduction of 817%and that of the PDT group, 738%, of reduction in the melanin concentration.

Keywords: PDT, photobiomodulation, diffuse reflectance, apparent absorbance, optical

properties.
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Figura 31 — Grupo COR, paciente CO1 de 53 anos, com tempo de prurido de 6 anos e FPS=lII,
regido com LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apoés, a direita. Espectros: (a)
Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apdés um més; (c) Reflectancia suavizada no
inicio; d) Reflectancia suavizada ap6s um més; e) Absorbancia aparente no inicio; f)
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Figura 32 — Grupo COR, paciente C02 de 75 anos, com tempo de prurido de 5 anos e FPS=V,
regido sem LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apds, a direita. Espectros: (a)
Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apdés um més; (c) Reflectancia suavizada no
inicio; d) Reflectancia suavizada apdés um més; e) Absorbancia aparente no inicio; f)

Absorbancia ap0s um més de tratamento. .........cccooeiiriiirieieee e 91



Figura 33 — Grupo COR, paciente C02 de 75 anos, com tempo de prurido de 5 anos e FPS=V,
regido com LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apos, a direita. Espectros: (a)
Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apdés um més; (c) Reflectancia suavizada no
inicio; d) Reflectancia suavizada ap6s um més; e) Absorbancia aparente no inicio; f)
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Figura 34 — Grupo COR, paciente C0O3 de 75 anos, com tempo de prurido de 2 anos e FPS=lII,
regido sem LEV, no inicio do tratamento, & esquerda, e um més apos, a direita. Espectros: (a)
Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apdés um més; (c) Reflectancia suavizada no
inicio; d) Reflectancia suavizada ap6s um més; e) Absorbancia aparente no inicio; f)
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Figura 35 — Grupo COR, paciente C0O3 de 75 anos, com tempo de prurido de 2 anos e FPS=III,
regido com LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apds, a direita. Espectros: (a)
Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apds um meés; (c) Reflectancia suavizada no
inicio; d) Reflectancia suavizada ap6s um més; e) Absorbancia aparente no inicio; f)
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Figura 36 — Grupo COR, paciente C04 de 44 anos, com tempo de prurido de 38 anos e FPS=lII,
regido sem LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apos, a direita. Espectros: (a)
Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectdncia apdés um més; (c) Reflectancia suavizada no
inicio; d) Reflectancia suavizada ap6s um més; e) Absorbancia aparente no inicio; f)
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Figura 37 — Grupo COR, paciente C04 de 44 anos, com tempo de prurido de 38 anos e FPS=III,
regido com LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apds, a direita. Espectros: (a)
Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apés um més; (c) Reflectancia suavizada no
inicio; d) Reflectancia suavizada ap6s um més; e) Absorbancia aparente no inicio; f)
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Figura 38 — Grupo COR, paciente C05 de 66 anos, com tempo de prurido de 10 anos e FPS=III,
regido sem LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apos, a direita. Espectros: (a)
Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia ap6s um més; (c) Reflectancia suavizada no
inicio; d) Reflectancia suavizada ap6s um més; e) Absorbancia aparente no inicio; f)
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Figura 39 — Grupo COR, paciente CO5 de 66 anos, com tempo de prurido de 10 anos e FPS=III,
regido com LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apds, a direita. Espectros: (a)

Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apos um més; (c) Reflectancia suavizada no



inicio; d) Reflectancia suavizada ap6s um més; e) Absorbancia aparente no inicio; f)
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Figura 40 — Grupo FBM, paciente FO6 de 60 anos, com tempo de prurido de 5 anos e FPS=lII,
regido sem LEV, no inicio do tratamento, & esquerda, e um més apos, a direita. Espectros: (a)
Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apdés um més; (c) Reflectancia suavizada no
inicio; d) Reflectancia suavizada ap6s um més; e) Absorbancia aparente no inicio; f)
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Figura 41 — Grupo FBM, paciente FO6 de 60 anos, com tempo de prurido de 5 anos e FPS=II],
regido com LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apds, a direita. Espectros: (a)
Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apdés um més; (c) Reflectancia suavizada no
inicio; d) Reflectancia suavizada ap6s um més; e) Absorbancia aparente no inicio; f)
Absorbancia apos um meés de tratamento. ............cceivveiierieieesie e 100
Figura 42 — Grupo FBM, paciente FO7 de 59 anos, com tempo de prurido de 2 anos e FPS=III,
regido sem LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apos, a direita. Espectros: (a)
Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia ap6s um més; (c) Reflectancia suavizada no
inicio; d) Reflectancia suavizada ap6s um més; e) Absorbancia aparente no inicio; f)
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Figura 43 — Grupo FBM, paciente FO7 de 59 anos, com tempo de prurido de 2 anos e FPS=lII,
regido com LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, € um més apés, a direita. Espectros: (a)
Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectncia apdés um més; (c) Reflectancia suavizada no
inicio; d) Reflectancia suavizada ap6s um més; e) Absorbancia aparente no inicio; f)
Absorbancia ap0s um meés de tratamento. ............cceevieiieiieiie s 102
Figura 44 — Grupo FBM, paciente FO8 de 72 anos, com tempo de prurido de 11 anos e FPS=II],
regido sem LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apos, a direita. Espectros: (a)
Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apds um més; (c) Reflectancia suavizada no
inicio; d) Reflectancia suavizada ap6s um més; e) Absorbancia aparente no inicio; f)
Absorbancia apds um mEs de tratamento. ..........ccvoeriiriieneere e 103
Figura 45 — Grupo FBM, paciente FO8 de 72 anos, com tempo de prurido de 11 anos e FPS=III,
regido com LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apds, a direita. Espectros: (a)
Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apds um més; (c) Reflectancia suavizada no
inicio; d) Reflectancia suavizada ap6s um més; e) Absorbancia aparente no inicio; f)
Absorbancia ap0s um més de tratamento. ..........ccooeririiinieiere e 104
Figura 46 — Grupo FBM, paciente FO9 de 55 anos, com tempo de prurido de 8 anos e FPS=lI|,
regido sem LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apos, a direita. Espectros: (a)



Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectdncia ap6s um més; (c) Reflectancia suavizada no
inicio; d) Reflectncia suavizada ap6s um més; e) Absorbéncia aparente no inicio; f)
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Figura 47 — Grupo FBM, paciente FO9 de 55 anos, com tempo de prurido de 8 anos e FPS=lII,
regido com LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apds, a direita. Espectros: (a)
Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apdés um més; (c) Reflectancia suavizada no
inicio; d) Reflectancia suavizada ap6s um més; e) Absorbancia aparente no inicio; f)
Absorbancia apos um meEs de tratamento. ............ccviveiiereiieesie e 106
Figura 48 — Grupo FBM, paciente F10 de 62 anos, com tempo de prurido de 20 anos e FPS=IV,
regido sem LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apés, a direita. Espectros: (a)
Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apds um meés; (c) Reflectancia suavizada no
inicio; d) Reflectancia suavizada apdés um més; e) Absorbancia aparente no inicio; f)
Absorbancia apds um MEs de tratamento. ..........ccuoereririieneere e 107
Figura 49 — Grupo FBM, paciente F10 de 62 anos, com tempo de prurido de 20 anos e FPS=IV,
regido com LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apds, a direita. Espectros: (a)
Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apdés um més; (c) Reflectancia suavizada no
inicio; d) Reflectancia suavizada ap6s um més; e) Absorbancia aparente no inicio; f)
Absorbancia apos um meés de tratamento. ............cceivveiierieiieese e 108
Figura 50 — Grupo PDT, paciente P11 de 60 anos, com tempo de prurido de 5 anos e FPS=III,
regido sem LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apo6s, a direita. Espectros: (a)
Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apdés um més; (c) Reflectancia suavizada no
inicio; d) Reflectancia suavizada ap6s um més; e) Absorbancia aparente no inicio; f)
Absorbancia apds um mEs de tratamento. ..........ccooereiriieneere e 109
Figura 51 — Grupo PDT, paciente P11 de 60 anos, com tempo de prurido de 5 anos e FPS=III,
regido com LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apds, a direita. Espectros: (a)
Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apds um més; (c) Reflectancia suavizada no
inicio; d) Reflectancia suavizada ap6s um més; e) Absorbancia aparente no inicio; f)
Absorbancia ap0s um més de tratamento. ..........ccooeririiinieiere e 110
Figura 52 — Grupo PDT, paciente P12 de 65 anos, com tempo de prurido de 6 anos e FPS=VI,
regido sem LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apos, a direita. Espectros: (a)
Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apds um més; (c) Reflectancia suavizada no
inicio; d) Reflectancia suavizada ap6s um més; e) Absorbancia aparente no inicio; f)

Absorbancia ap0s um meEs de tratamento. ............ccveiieiierieiie i 111



Figura 53 — Grupo PDT, paciente P12 de 65 anos, com tempo de prurido de 6 anos e FPS=VI,
regido com LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apds, a direita. Espectros: (a)
Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectanc ia ap6s um més; (c) Reflectancia suavizada no
inicio; d) Reflectancia suavizada ap6s um més; e) Absorbancia aparente no inicio; f)
Absorbancia apds um MEs de tratamento. ..........ccooereiiririneere e 112
Figura 54 — Grupo PDT, paciente P13 de 63 anos, com tempo de prurido de 7 anos e FPS=III,
regido sem LEV, no inicio do tratamento, & esquerda, e um més apos, a direita. Espectros: (a)
Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apdés um més; (c) Reflectancia suavizada no
inicio; d) Reflectancia suavizada ap6s um més; e) Absorbancia aparente no inicio; f)
Absorbancia apos um meés de tratamento. ...........cccevvieiierieiieese e 113
Figura 55 — Grupo PDT, paciente P13 de 63 anos, com tempo de prurido de 7 anos e FPS=III,
regido com LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apds, a direita. Espectros: (a)
Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apds um meés; (c) Reflectancia suavizada no
inicio; d) Reflectancia suavizada ap6s um més; e) Absorbancia aparente no inicio; f)
Absorbancia apds um MEs de tratameNnto. .........cccuoereririieieere e 114
Figura 56 — Grupo PDT, paciente P14 de 71 anos, com tempo de prurido de 3 anos e FPS=III,
regido sem LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apo6s, a direita. Espectros: (a)
Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectncia apdés um més; (c) Reflectancia suavizada no
inicio; d) Reflectancia suavizada ap6s um més; e) Absorbancia aparente no inicio; f)
Absorbancia ap0s um meés de tratamento. ............cceiveiierieiiese e e 115
Figura 57 — Grupo PDT, paciente P14 de 71 anos, com tempo de prurido de 3 anos e FPS=lII,
regido com LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apds, a direita. Espectros: (a)
Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apdés um més; (c) Reflectancia suavizada no
inicio; d) Reflectancia suavizada ap6s um més; e) Absorbancia aparente no inicio; f)
Absorbancia apds um mEs de tratamento. ..........ccooereiieiieneeee e 116
Figura 58 — Grupo PDT, paciente P15 de 60 anos, com tempo de prurido de 5 anos e FPS=III,
regido sem LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apds, a direita. Espectros: (a)
Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apds um més; (c) Reflectancia suavizada no
inicio; d) Reflectancia suavizada ap6s um més; e) Absorbancia aparente no inicio; f)
Absorbancia ap0s um més de tratamento. ..........ccooeririiinieiere e 117
Figura 59 — Grupo PDT paciente P15 de 71 anos, com tempo de prurido de 3 anos e FPS=lII,
regido com LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apos, a direita. Espectros: (a)

Reflectéancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apds um més; (c) Reflectancia suavizada no



inicio; d) Reflectncia suavizada apds um més; e) Absorbancia aparente no inicio; f)

Absorbancia apds um MEs de tratameNtO. ..........ccooereiiriieneere e 118
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1  CONTEXTUALIZACAO

O tratamento de doengas dermatolégicas com luz requer que fétons provenientes de uma
fonte externa sejam absorvidos por cromoforos enddgenos ou exdgenos presentes em células da
epiderme ou da derme. O aprimoramento da fototerapia s6 sera possivel se houver informacoes
suficientes quanto a fracdo da luz incidente capaz de chegar até o cromoforo alvo. Alem disso, €
necessario conhecer a capacidade que o cromdéforo tem de absorver a luz e qual sera a resposta
bioldgica a curto, médio e longo prazo.

De acordo com Van Gemet et al. 1, a pele ndo é um tecido homogéneo e tem forma
irregular, possui foliculos e glandulas capilares. Tem varias camadas e possui propriedades fisicas
anisotropicas. Esses fatores dificultam a elaboracdo de uma teoria que explique rigorosamente o
comportamento da luz ao incidir sobre a pele. Para facilitar essa andlise, pode-se considerar que a
pele seja um meio turbido, composto por camadas homogéneas e paralelas, com propriedades
fisicas isotropicas.

Considera-se que a absorcdo e o espalhamento da luz incidente ocorram devido a uma
distribuicdo aleat6ria, porém homogénea, de absorvedores e de dispersores dentro de um volume.
A dispersdo local pode ser anisotropica. Por conveniéncia, assume-se que O sangue esteja
distribuido homogeneamente dentro do volume dérmico 1.

Esse trabalho foi realizado em parceria com Renata Aparecida Belotto, médica
ginecologista do ambulatério do Hospital Pérola Byington, que estudava 2 o tratamento de liquen
escleroso vulvar com fototerapias. O objetivo este trabalho foi analisar a dptica de pele com liquen
escleroso vulvar, comparando espectros de reflectancia difusa, in vivo, e espectros de absorbancia
aparente em relacdo as propriedades dpticas de pele com liquen escleroso vulvar quando tratada

com corticosteroide, fotobiomodulagdo ou terapia fotodinadmica.

11 LUZ-PRINCIPIOS BASICOS
No final do século XIX, o fisico e matematico escocés, James Clerk Maxwell (1831-1879),

concluiu que a luz era uma onda eletromagnética composta por um campo elétrico (£ ) e por um

campo magnético (B ), perpendiculares entre si e se propagam no sentido de um eixo z ,
perpendicular aos dois campos (Figura 1) 3.

As equactes de Maxwell possibilitaram estudar a propagacdo dos campos elétrico e
magnético que compde uma radiagdo eletromagnética. Ao analisar a velocidade dessas ondas
por intermédio dessas equacgdes, foi possivel afirmar que elas viajam a uma alta velocidade

conhecida como velocidade da luz (c) 2.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Campo_el%C3%A9trico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Campo_magn%C3%A9tico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Onda
https://pt.wikipedia.org/wiki/Velocidade_da_luz
https://pt.wikipedia.org/wiki/Velocidade_da_luz

24

E = Campo Eletrico A = comprimento de onda
-3 ) ~ A
z = sentidode propagacao "
{ A >
)\ il |
s - 14 {A et | \ - V{
= e \ | /
B = Campo Magnético 7
v/ = T
%/ ¢ = velocidadeda luz

v = frequéncia
Figura 1 - Visdo esqueméatica de um campo eletromagnético de comprimento de onda A e

frequéncia v, formado pelos campos elétrico (E ) e magnético (B ), perpendiculares entre si,

gue se propagam na direcdo e no sentido do eixo de propagacéo z com velocidade c.

A velocidade, ¢, da luzem um meio, dada em m/s (metros por segundo), é o reciproco
da raiz quadrada do produto entre a permissividade elétrica e e a permeabilidade magnética u

do meio, entdo, c=1/ ___

Ver

No Vacuo, ¢ = 885x10-2(2/N.m? ey, = 4n x 107 N /A? e a velocidade da luz

N0 VACUO &: =1 /) =3x108M/g

Elog o

Considerando uma funcdo senoidal que descreva o campo elétrico ou magnético, entdo
define-se comprimento de onda (1) a distancia, em nm (nanometro = 10-° m), entre duas cristas

consecutivas da onda.

Frequéncia (v) indica, em Hz (hertz que equivale ao reciproco de segundo), a quantidade
de vezes que um pico se repete por unidade de tempo. A frequéncia da radiacéo, no vacuo, é dada

pela razdo entre a velocidade da luz e o comprimento de onda, dada por: v =¢/ 1
NUmero de onda (v, dado em cm, é o reciproco do comprimento de onda e representa
a quantidade de comprimentos de onda por unidade de distancia: v = 1//1.
Entdo, a frequéncia tambeém pode ser dada pelo produto entre a velocidade da luz pelo
namero de onda: v =c x .
A componente na direcdo x do campo elétrico E, perpendicular a direcdo de propagacédo
Z, é dada em uma funcdo da posicéo, x, e do tempo, t: E(xt) = Eysen(2nvx — w.t). Onde
Eo representa a amplitude do campo elétrico, v = 1 /€ 0 numero de onda e w € a frequéncia angular da

onda.



25

A componente do campo magnético B, na direcdo de um eixo X, perpendicular a direcéo
de propagacdo z em funcdo do tempo, t, € dada por: B(xf = B sen(2n¥.x — w.f). Ok
B, representa a amplitude do campo magnético.

Considerando que a luz se propague com uma velocidade (v) ao atravessar um meio
homogeéneo, define-se o indice de refracdo de um meio pela raz&o entre a velocidade da luz no vacuo

e a velocidade da luz no meio, dado por:n="‘/;=c/ep

Um féton de comprimento de onda A e frequéncia v terd uma energia quantizada
proporcional a constante de Planck, h = 6626 x 10-3 s, no Sl, dada por:¢ = hv

Em 1905, o fisico alemé&o, Albert Einstein (1879-1955), descreveu o efeito fotoelétr ico,
a partir do qual, a luz pode atuar como uma particula em alguns momentos, sendo uma
explicacdo para esse efeito. No entanto, ha ocasides em que a luz se comporta como uma onda,
por exemplo quando atravessa um prisma ou uma lente. De acordo com a dualidade particula-
onda da mecénica quantica, é natural que, de acordo com as circunstancias em que esteja, a luz
apresente comportamento de onda ou de particula.

Em 1926, o fisico e quimico americano, Gilbert Newton Lewis (1875-1946), introduzi u
o0 termo foton para designar o quantum de energia . Ele é a particula elementar intermediadora
da forca eletromagnética >. Fétons sdo bdsons que possuem spin igual a um.

Entdo, o que se entende por luz é composto uma grande quantidade de fétons, tendo
brilho ou intensidade (1), correspondente a essa quantidade que equivale ao quadrado do
mA&dulo do campo elétrico: I = E2

No inicio da década de 60, com a producdo do primeiro laser (acrénimo do inglés para
“light amplification by stimulated emission of radiation”) de rubi, pelo fisico americano
Theodore Harold Maiman (1927-2007) 6 e, principalmente, com a fabricacdo do primeiro laser
de Hélio-Nebnio (He-Ne), que a utilizacdo da luz em varias areas do conhecimento foi
impulsionada. O laser é uma radiacdo eletromagnética monocromatica, ou seja, com precisdo

espectral.

12 ESPECTRO ELETROMAGNETICO
Os gregos tinham a ideia de que a luz vigjava em linha reta. Com base nesse conceito,
eles estudaram as propriedades da luz e desenvolveram os conceitos da Optica geométrica. Nos
séculos XVI e XVII, o estudo de algumas propriedades da luz gerou hipGteses e teorias

conflitantes com relacéo a sua natureza, embora hoje saibamos de sua caracteristica dual.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Part%C3%ADcula
https://pt.wikipedia.org/wiki/Dualidade_onda-corp%C3%BAsculo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Dualidade_onda-corp%C3%BAsculo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Mec%C3%A2nica_qu%C3%A2ntica
https://pt.wikipedia.org/wiki/1875
https://pt.wikipedia.org/wiki/1946
https://pt.wikipedia.org/wiki/Part%C3%ADcula_elementar
https://pt.wikipedia.org/wiki/B%C3%B3sons
https://pt.wikipedia.org/wiki/Spin
https://pt.wikipedia.org/wiki/Intensidade_(f%C3%ADsica)
https://pt.wikipedia.org/wiki/Intensidade_de_radia%C3%A7%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Reta
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Em 1666, o fisico e matematico inglés, Sir Isaac Newton (1643-1727) decompoés a luz do
Sol utilizando um prisma 7. Em geral, o olho humano é sensivel a luz na regido visivel, com
comprimentos de onda entre 400 nm e 700 nm. H& individuos que s&o sensiveis a comprimentos
de onda mais curtos, na ordem de 380 nm e mais longos, na ordem de 780 nm?&,

Em 1800, o astronomo e compositor alemé&o, William Herschel (1738-1822), estudando a
temperatura da luz decomposta por um prisma, percebeu que, a0 medir a temperatura desde o
violeta até o vermelho, a temperatura aumentava e que, depois do vermelho, mesmo sem haver luz
visivel, a temperatura continuava aumentando. Assim, foi identificada a radiacéo infraverme lha
(Iv) °.

Em 1801, o fisico alemdo, Johann Wilhelm Ritter (1776-1810), ao estudar o outro
extremo do espectro visivel, percebeu a presenca do que ele chamou, na época de raios
quimicos, posteriormente denominada radiacéo ultravioleta (UV), ndo visivel 1°,

A luz foi relacionada com o eletromagnetismo pela primeira vez em 1845, pelo fisico e
quimico inglés, Michael Faraday (1791-1867). Ele descreveu o efeito Faraday ao observar que
a direcdo de polarizacdo de um feixe de luz respondia a um campo magnético ao atravessar um
material transparente 11.

Em 1886, o fisico alemdo, Heinrich Rudolf Hertz (1857-1894), construiu um aparelho
capaz de gerar e detectar radiacfes de baixa frequéncia, como previam as equacfes de Maxwell.
Assim, Hertz descobriu as ondas de radio. Ao medir seu comprimento de onda e sua frequéncia
inferiu que elas viajavam & velocidade da luz e que poderiam ser refletidas e refratadas como a
luz visivel 12.13,

Em 1895, o fisico alemdo, Wilhelm Conrad Réntgen (1845-1923) descobriu que um
tubo a vécuo sujeito a alta voltagem emitia um outro tipo de radiacdo. Ele percebeu que essa
radiacdo era capaz de atravessar estruturas moles do corpo humano, mas que eram refletidos ou
espalhados por estruturas densas, como 0s 0ssos. Ele chamou essa radiacdo de raios-X, que
passaram a ser muito utilizados na medicina 14,

Em 1900, fisico e quimico francés, Paul Ulrich Villard (1860-1934), estudava
elementos radioativos como o uranio e o radio. Um novo tipo de radiacdo foi identificado.
Inicialmente, Villard levantou a hipotese de que se tratavam de particulas semelhantes as
particulas alfa e beta, mas com a diferenca de serem muito mais penetrantes que ambas. Foi
completada a Ultima por¢éo do espectro eletromagnético com a descoberta dos raios gama *°.

Em 1910, o fisico inglés, Sir William Henry Bragg (1862-1942) comprovou que 0S raios

gama eram um tipo de radiacéo eletromagnética e que ndo era composto por particulas 16.
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Em 1914, o fisico e quimico neozelandés, Ernest Rutherford, 1° Bardo de Rutherford de
Nelson, e o fisico, escritor e poeta inglés, Edward Neville da Costa Andrade (1887-1971)
demonstraram que 0s raios gama eram semelhantes aos raios-x, porém com comprimento de

onda menor e frequéncia (energia) maior.

13 INTERACAO DA LUZ COM UM MEIO
Quando um feixe de luz atinge a interface entre dois meios de indices de refracdo

diferentes, n, e n,, sob um angulo de incidéncia 8,, podem ocorrer cinco fenémenos: reflexéo, refracéo,
absorcéo, espalhamento e transmissao.

131 Reflexdo e Refragao
Reflexdo e Refragdo sdo fendbmenos relacionadas pela lei de Fresnel *'.
Quando um feixe de luz incide, sob um angulo de incidéncia 6,, em uma interface de
separacao entre dois meios de indices de refracdo, n, e n,, parte podera ser refletida de volta para
o meio de origem sob um angulo de reflexdo 6 =9 , em relacdo a normal a superficie, e

parte podera atravessar a interface sob um angulo de refracéo 6, (Figura 2).
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Figura 2 - Esquema de um feixe de luz que incide a partir do meio 1, sob um angulo de
incidéncia 01 em relacdo a normal a superficie da interface. Parte do feixe pode ser
refletido, retornando ao meio 1 sob um angulo de reflexdo 6’1 em relacdo a normal e outra
parte da luz incidente atravessa a interface, passando para 0 meio 2 sob um angulo de
refracdo 02 em relacdo a normal.

De acordo com a Lei de Snell 18:n,sen 6, = n,.sen 6,

Como o indice de refracdo depende da frequéncia da radiagdo incidente, ou seja, de seu
comprimento de onda, o angulo de refracdo sera diferente para diferentes comprimentos de
onda.

Refletividade (r) de uma superficie é a medida da quantidade de radiacdo refletida, sendo

determinada pela razao entre as amplitudes dos campos elétricos refletido (E') e incidente (E):

r=E7, x100.
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Reflectéancia (R) corresponde ao quadrado da refletividade e representa a raz&o entre as
intensidades das radiacdes refletida (I’) e incidente (1): 2 E’ T

R=r =( /g = |
A reflectancia percentual (%R) € dada por: %R = [’/[ x 100
Quando uma radiacdo eletromagnética atravessa a interface entre duas superficies de
indices de refracdo diferentes, podem ocorrer, simultaneamente, trés fenémenos: absorcao,

espalhamento e transmisséo.

132 Absorcao

Absorcdo é a capacidade de um meio absorver radiacdo eletromagnética incidente. Ela
depende da constituicdo eletrbnica 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 absor¢do sO ocorrerd se a
frequéncia da luz incidente corresponder a frequéncia natural de vibracdo das particulas
absorvedoras do meio.

De acordo com a Lei de Lambert a intensidade da radiacdo diminui exponencialme nte,

ao atravessar um meio em relagdo a sua espessura z, entao:
I(z) = [ye#a” 1)

Sendo I(z) a intensidade da radiagdo a uma distancia z do ponto de incidéncia, (I;) a
intensidade da luz incidente em z=0, (z) o comprimento do caminho Optico e (u,) o coeficie nte de
absorcdo éptica do meio, dado em cm! (reciproco de centimetro).

A Lei de Beer relaciona a diminui¢do na intensidade da radiagdo ao atravessar um meio

em relacdo a concentracdo de absorvedores numa determinada espessura, entdo:
I{z) = ekt (2)

Sendo (k) um fator que depende de outros parametros que influenciam a absorcao e (C)
a concentracao de agentes absorvedores.
De acordo com a Lei de Beer-Lambert, o caminho éptico € proporcional ao inverso do

coeficiente de absor¢éo Optica do meio:
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7= o (3)

Define-se por profundidade de transmissdo a distancia para a qual 63% da luz incidente
seja absorvida e, por comprimento de extin¢do a distancia na qual 90% da luz incidente seja
absorvida pelo meio.

Quando particulas carregadas sdo expostas a ondas eletromagnéticas, elas reagem
devido a interagbes com o campo elétrico incidente. Se a frequéncia da onda incidente
corresponde a frequéncia natural de vibragdo das particulas livres, ocorrerd ressonancia,

acompanhada por uma consideravel absorcédo 19:20,

133 Espalhamento

O espalhamento, por sua vez, ocorre quando a frequéncia da radiacdo incidente nao
corresponde exatamente a frequéncia natural das particulas do meio. As oscilagBes resultantes
sdo determinadas por vibragoes forcadas com frequéncias diferentes da frequéncia natural.
Nesses casos, a amplitude da vibragdo sera, proporcionalmente, menor do que na absor¢do, pois
nao haressonancia.

A maneira como a energia do féton se comporta ao ser espalhada indicara o tipo de
espalhamento: elastico, quando a energia do féton incidente é igual a energia do foton
espalhado; inelastico, quando ha perda de energia da radiacdo ao penetrar em um meio denso.
O espalhamento esté relacionado com a origem bésica da dispersao.

Duas teorias que tentam explicar o fendbmeno de espalnamento. No espalhamento
Rayleigh, considera-se que as particulas responsaveis pelo espalhamento sejam menores do que
0 comprimento de onda da radiacdo incidente. Essa relacdo pode chegar a até um décimo do
comprimento de onda incidente (Figura 3a). No espalhamento Mie, por sua vez, as particulas
espalhadoras tém dimensdes na mesma ordem de grandeza que 0 comprimento de onda

incidente, assim, o espalhamento sera muito dependente delas (Figura 3b).

Direcdo e sentido da luz incidente Dire¢&o e sentido da luz incidente
(@) (b)

Figura 3 — (a) Espalhamento de Rayleigh. (b) Espalhamento de Mie
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O coeficiente de espalnamento u,, dado em cm-1, esta relacionado aos componentes do
meio responsaveis pelo espalhamento da radiagéo.

De fato, nem o espalhamento Rayleigh nem o Mie descrevem completamente o
espalhamento que ocorre quando uma radiacdo é refratada para um meio, sendo necessario
desenvolver outros modelos.

Um dos modelos utilizado para descrever o espalhamento considera o coeficiente de
anisotropia, g, do meio espalhador 2. Ele representa o valor médio do cosseno do angulo de
espalhamento (g).

Na Tabela 1 - Valores para a anisotropia e seu significado. sdo indicados valores

limite da anisotropia e seu significado quanto ao tipo de espalhamento.

Tabela 1 - Valores para a anisotropia e seu significado.

Anisotropia ]
Tipo de espalhamento
(g =cos ¢)
-1 Retroespalhamento
0 Espalhamento isotropico
1 Mesma direcdo e mesmo sentido da onda incidente
134 Transmissao

A transmissdo de luz por um meio ocorrerd quando uma radiacdo incidente atravessar
um meio ndo sendo nem absorvida nem espalhada por suas particulas.

O coeficiente de atenuacdo (i), dado em cmr?, indica a parcela da radiacdo incide nte
que ndo é nem absorvida nem espalhada pelo meio e é dado pela soma dos coeficientes de

absorgdo (y,) e de espalhamento (u):

Ur = .ua+ U (4)
Em meios tdrbidos, como tecidos bioldgicos, 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) (5)
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Transmitancia (T) é a razdo entre a poténcia transmitida (P) pelo meio em relacéo a

poténcia incidente (Po):
T=F/p (6)
Transmitancia percentual (%T) é dada por:

P
%T =__x100 (7)
Py

Absorbancia aparente. (A) é dada pelo logaritmo da reciproca da transmitancia:

P
A=log 0 P_O (8)
1
A=log 0 (9)
Entdo,
A=2-1ogy(T) (10)
14

15  PROPRIEDADES OPTICAS DE TECIDOS BIOLOGICOS

A interacdo da luz com sistemas bioldgicos é estudada ha tempos. De acordo com a
biofisica estoniana, Tiina Karu (1947) 2224, ha registros sobre os efeitos da radiagdo em
comprimentos de onda na regido do visivel (400 nm a 700 nm) sobre organismos e células desde
a segunda metade do século 19 23. No século 20, entre as décadas de 20 e 30, ha relatos sobre
os efeitos da luz com comprimentos de onda nos extremos do espectro visivel sobre varios
processos bioguimicos.

No inicio da década de 70, em Budapeste, Hungria, um trabalho pioneiro foi
desenvolvido na aplicagdo de laser de rubi in vitro e in vivo em ulceras crbnicas obtendo

resultados efetivos no processo de cicatrizagdo 2526,
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O laser de He-Ne, com emissdo em 632,8 nm, foi o primeiro laser disponive |
comercialmente, o que levou ao rapido e intenso desenvolvimento do estudo dos efeitos da luz
com este comprimento de onda em aplicaces médicas.

Atualmente, a luz é amplamente utilizada na &rea da salde para finalidades terapéuticas,
cirtrgicas e diagndsticas. O sucesso de terapias utilizando LEDs ou laser de baixa poténcia ou
operando em baixa intensidade depende de vérios fatores que englobam caracterist icas
individuais, como condi¢des clinicas a serem tratadas, caracteristicas do tecido alvo e

dosimetria 2’.

151 Cromoforos
Cromoforo é o termo geral dado a uma particula ou molécula que tem a propriedade de
absorver uma radiacdo eletromagnética em determinada regido do espectro eletromagnét ico.
Diferentes tipos de tecidos bioldgicos tém cromdéforos enddgenos especificos, além disso, nem
sempre sdo conhecidas suas concentra¢des e suas distribuigdes espaciais.
Na Tabela 2 abaixo, estdo indicados os principais cromoéforos em tecidos biologicos de

mamiferos e as respectivas faixas do comprimento de onda de absorcéo.

Tabela 2 - Principais croméforos e faixas espectrais de absor¢cdo em tecidos moles ou
mineralizados

Faixa de comprimento

Principais Cromoforos Forma de interacéo
de onda (nm)
200 a 400 Proteinas e DNA Absorvem fortemente
Oxihemoglobina, Absorve e espalha
400 a 600 ) )
hemoglobina e melanina Espalham pouco
Oxihemoglobina, Altamente espalhadora
600 a 1500 _ _
hemoglobina e melanina Fracamente espalhadores
Acima de 1500 Agua e hidroxiapatita Absorcéo pela &gua

UV do espectro, ,28Na faixa entre 200 nm e 400 nm (UV) os principais cromoforos sao
proteinas e DNA. Esta € uma regido nao visivel do espectro, altamente energética e ioniza nte.
Radiacdo nessa faixa do espectro é fortemente absorvida por tecidos biologicos, tanto moles
quanto mineralizados. Nessa faixa, o espalhamento é relativamente pequeno e a radiacdo nédo

penetra profundamente no tecido biol6gico (28).
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Em parte da regido visivel do espectro eletromagnético, entre 400 nm e 600 nm, 0s
principais croméforos (Figura 4) sdo a oxihemoglobina, com picos de absor¢do em 412 nm
(banda Soret), 541 nm e 577 nm (bandas q), a deoxihemoglobina, com picos de absorgédo em
430 nm (banda Soret) e 555 nm, bilirrubina, com picos de absor¢do em 460 nm (banda Soret)
e 550 nm, e a melanina, com absorcdo decrescente em relagdo ao aumento do comprimento de
onda. Nessa faixa héd tanto absor¢do quanto espalhamento. A profundidade de penetracdo da
radiacdo estd na faixa entre 0,5 mm e 2,5 mm. Os tecidos moles podem ser tanto absorvedores

quanto espalhadores e os tecidos duros s&o pouco absorvedores 28-3°,

10° -

Oxihemoglobina
Deoxihemoglobina
Agua
Melanina

10"}

10"k

400 600 800 1000

Comprimento de Onda (nm)

Figura 4 - Coeficientes de absorcdo molar de tipicos cromdforos em tecidos:

Coeficiente de absorcdo molar (cm-Y/(moles/L)

oxihemoglobina, deoxihemoglobina, agua e melanina. Adaptado de Sandell e Zhu 31,

Entre 600 nm e 1500 nm, final da regido visivel e inicio do infravermelho préximo, os
principais cromoforos continuam sendo a oxihemoglobina, a hemoglobina e a melanina. No
entanto, predomina o espalhamento em compara¢do com a absorcdo. A profundidade de
penetracdo aumenta, ficando entre 8 mm e 10 mm. Os tecidos moles sdo altamente espalhadores
e 0s duros continuam fracamente absorvedores 20-32,

Acima 1500 nm, na regido do 1V, os principais cromoforos sdo a agua e a hidroxiapat ita.
Os tecidos moles sdo muito pouco absorvedores e 0s tecidos duros séo fortemente absorvedores
a partir de 2000 nm 20,

Denomina-se janela terapéutica Optica a faixa de comprimentos de onda entre 650 nm e

1100 nm 33, pois nela ndo ha grandes picos de absor¢édo devido as macromoléculas ou as
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moléculas de agua. Portanto, nessa faixa do espectro eletromagnético, a radiacdo penetra mais
profundamente em tecidos biologicos, aumentado a probabilidade de ocorrer biomodulacéo.

A Lei de Grotthus-Draper, ou primeira lei da fotoquimica, diz que um efeito fotoquimico
sO ocorrera ap6s a absor¢do da luz pela molécula receptora. Portanto, se uma amostra n&o
absorve luz, ndo havera efeito fotoquimico 34.

De acordo com a Lei de Stark-Einstein, ou a segunda lei da fotoquimica, o efeito
fotoquimico nem sempre ocorrerd quando uma molécula absorver radiacdo -eletromagnet ica,
mas se ela o fizer, serd necessaria apenas a absor¢do de um Unico féton para cada molécu la

absorvedora 34.

16 ESPECTROSCOPIA

Entre 1666, o fisico inglés Isaac Newton demonstrou que a luz branca, como a do Sol,
se decompOe em diferentes cores ao passar por um prisma.

Em 1802, o médico, quimico e fisico inglés William Hyde Wollaston (1766-1828),
utilizava a refracdo luz para testar a pureza de 6leos e de outras substancias. Durante suas
observacoes ele notou que, ao fazer com que a luz do sol passasse por uma fenda e, depois, por
um prisma, surgiam linhas escuras no espectro. Em 1804, ele inventou o prisma de Wollaston
35 com dois prismas de calcita ortogonais, que separavam luz polarizada em dois feixes com
polarizacBes ortogonais, usado em polarimetria. Atualmente, sabe-se que essas linhas
sdo imagens da fenda do espectrégrafo em diferentes comprimentos de onda.

Até 1820, o fabricante alemdo de instrumentos de vidro e inventor do espectroscopio,
Joseph Ritter von Fraunhofer (1787-1826), ja havia contado 574 linhas escuras no espectro
solar. Algum tempo depois, elas foram denominadas linhas de Fraunhofer 36:37,

Em 1856, o quimico alemdo, Robert Wilhelm Eberhard Biinsen (1811-1899) invento u
0 bico de gés, cuja vantagem era fornecer uma chama incolor ao ser aceso. Quando uma
substancia era exposta a chama do bico de Binsen, as cores emitidas por ela estavam
relacionadas aos elementos que compunham a substancia.

Em 1856, o fisico Gustav Robert Kirchhoff (1824-1887) sugeriu que as cores poderiam
ser melhor distinguidas se passassem através de um prisma. Foi colocado um prisma na frente
de um conjunto de lentes e, assim, foi possivel identificar linhas espectrais com os elementos
quimicos. Os gases quentes observados por Kirchhoff e Bunsen ndo emitiam um espectro
continuo. Cada elemento quimico gerava um conjunto diferente de linhas. Desta forma, o gas

nobre nednio apresenta um conjunto de linhas na regido do vermelho, o sédio, um conjunto de
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linhas na regido do amarelo e o mercdrio conjuntos de linhas nas regides do amarelo e do verde.
Diferente das linhas de Fraunhofer que eram escuras, essas se tornaram todas brilhantes.

A partir de suas experiéncias, Kirchhoff formulou as trés leis empiricas da
espectroscopia 38, para determinar a composicéo de uma mistura de elementos:

- Um corpo opaco, quando aquecido, emite um espectro continuo, independenteme nte
de seu estado fisico.

-Um gés transparente, quando aquecido, produzird um conjunto de linhas brilhantes. A
quantidade e as posi¢des dessas linhas dependerdo dos elementos quimicos presentes no gés.

- Quando um espectro continuo passar por um gas a uma temperatura mais baixa, serd
formado um espectro de absorcdo devido a presenca de linhas escuras referentes ao gas frio. A
quantidade e a posicdo das linhas do espectro de absorcdo dependerdo dos elementos
quimicos do gas.

Em 1883, o quimico suico Jacques-Louis Soret (1827-1890) descreveu que havia um
pico intenso de absorcdo na regido azul do espectro, posteriormente denominado pico Soret ou
banda Soret. Atualmente, a banda Soret é muito utilizada em espectroscopia de absorbancia e
corresponde a um comprimento de onda de maxima absorcdo em torno de 400 nm.

Com o passar do tempo, a andlise de espectros foi sendo ampliada. No inicio, foi
desenvolvida para estudar a luz do Sol. Depois, para estudar as estrelas. Atualmente, o termo
espectroscopia é utilizado em Fisica e em Quimica para designar as técnicas de levantame nto
de dados fisico-quimicos através de espectros de transmitancia, absorbancia ou reflectanc ia,
resultantes da incidéncia de uma energia radiante sobre uma amostra. Espectroscopia de massa
¢ uma técnica para detectar e identificar moléculas por meio da medicdo de sua massa,
permitindo caracterizar sua estrutura quimica.

Espectro ou espectrograma é o nome dado ao gréafico resultante de uma técnica
espectroscopica em funcdo do comprimento de onda, do nimero de onda ou da frequéncia.

No inicio, 0 termo espectroscopia era 0 nome dado ao estudo da interacdo de uma
radiacdo eletromagnética com a matéria em funcdo do comprimento de onda. Atualmente, esse
conceito foi ampliado, pois engloba qualquer medida de uma grandeza em funcdo do
comprimento de onda ou da frequéncia.

Com a  espectroscopia, tornou-se  possivel  analisar elementos  simples,
estruturas quimicas de compostos inorganicos ou grupos funcionais de uma amostra
orgénica utilizando radiacdo eletromagnética. O ensaio pode ser destrutivo ou ndo destrutivo.

Os néo destrutivos sdo mais indicados por preservar as caracteristicas da amostra apds o ensaio.
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Quando uma amostra é excitada por uma fonte de energia, ela pode reagir, absorvendo
a radiacdo em determinado nivel energético, ou comprimento de onda e, posteriormente, emitir
radiacdo ao retornar ao seu estado fundamental. Assim, pode-se analisar 0 comportamento da
amostra ou de seus elementos. A analise espectroscdpica pode fornecer informacdes sobre a
estrutura do analito, como a geometria de suas ligacfes, a natureza quimica de seus ligantes etc.
A natureza ondulatoria das radiacoes eletromagnéticas constitui a base da espectroscopia.

O tipo de grandeza fisica que se deseja analisar indicard qual deverd ser a técnica
espectroscopica a ser utilizada. Em geral, a grandeza que se mede € a intensidade da energia,
seja ela absorvida, transmitida, espalhada ou refletida. A espectroscopia podeser:

a Eletromagnética € aquela que relacionada as interagBes da matéria com radiacdo
eletromagnética.

b. De elétrons, indicada quando se deseja analisar interacdes com raios catodicos;

C. De efeito Auger, é aquela que envolve a medi¢do da energia cinética do elétron
como variavel;

d Acustica, quando envolver frequéncias sonoras;

e Dielétrica, que relaciona a interacdo da amostra com a frequéncia de um campo
elétrico externo;

f. Mecénica, quando se deseja analisar a relacdo da frequéncia de
um stress mecanico externo, como uma torcdo, uma tracdo ou uma compressdo aplicada sobre
uma.

Apesar de sua natureza ser diferente, pode-se citar a espectrometria de massa, que
consiste em uma técnica analitica para detectar e identificar moléculas por meio da medicdo de
sua massa.

Os trés principais tipos de processo pelos quais uma radiacdo eletromagnética interage
com umaamostra S&o:

a Espectroscopia de absorbancia ou de absorbancia aparente, na qual se
correlaciona a quantidade de energia absorvida por uma amostra em relacdo aos comprime ntos
de onda da radiacéo incidente.

b. Espectroscopia de emissdo consiste na analise da quantidade de energia emitida
por uma amostra em funcdo do comprimento de onda absorvido. A absor¢do pode ser tanto da
radiacdo incidente quanto da reemitida ou espalhada dentro da propria amostra.

C Espectroscopia de reflectancia, de espalhamento ou de dispersdo, consiste na

anélise da quantidade de energia refletida ou espalhada dentro da amostra em funcéo de
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parametros tais como o comprimento de onda, o angulo de incidéncia e a polarizacdo da
radiacdo incidente.

Ha diversas técnicas de analise espectroscopica, tais como: a espectroscopia
rotacional ou de  micro-ondas; de infravermelho;  Raman; UV isivel; de
fluorescéncia ou fluorometria; de raios-X; de plasma ICP; fotoacUstica; de absorcéo atdmica;
de absorcdo molecular; de ressonancia magnético nuclear; de ressonancia magnét ica
eletrnica ou de ressonancia paramagnética eletronica; de Mossbauer e de massa.

Em geral, os equipamentos destinados a analise de radiacdo eletromagnética sdo os
denominados espectrdmetros ou espectroscopios. Eles permitem que seja realizada uma analise
fisico-quimica de uma amostra a partir dos espectros. Espectrdbmetros sdo compostos por uma
fonte de energia radiante, um sistema colimador, um local destinado a amostra, um
sistema monocromador e um sistema detector. Espectrofotdbmetro é um tipo de espectrémetro
que utiliza radiagcdo eletromagnética na regido visivel do espectro, podendo contemplar as
regides UV e 1V proximos.

A espectroscopia de reflectancia difusa de pele in vivo pode fornecer informaco es
morfoldgicas relacionadas a lesdes cutaneas como as dimensdes e a distribuicdo de dispersores.
Uma vez que o sinal referente a reflectancia difusa detectada é uma superposicdo da dispersdo
e da absorcdo de pigmentos do tecido, o espectro resultante pode revelar informagdes a respeito
dos principais absorvedores de tecidos biolégicos como a melanina e a hemoglobina. A partir
da reflectancia difusa in vivo também pode ser utilizada para detectar informagGes indiretas a
respeito de pigmentos de tecidos biolégicos como a bilirrubina e a melanina que estdo inter-
relacionados com condi¢Bes patoldgicas. A absorcdo causada por esses pigmentos ocasiona
distor¢des significantes nos sinais da reflectancia difusa que tém alto valor diagndstico e podem
ser aplicadas na avaliacdo de disturbios da pele.

Técnicas como a espectroscopia de reflectancia difusa surgiram devido a necessidade
de haver métodos ndo invasivos e em tempo real que pudessem auxiliar os médicos a

diagnosticar, monitorar e acompanhar o tratamento de lesdes cutaneas .

161 Método de Suavizacdo de Savitzky e Golay
Em 1964, Savitzky e Golay publicaram um algoritmo de filtragem para suavizar dados
ruidosos de espectros por convolucdo “°. Eles foram pioneiros na abordagem de minimos
quadrados locais (probabilidade local) ao processo de suavizagdo. As vantagens do método de
suavizagao de Savitzky-Golay (SGS - Savitzky-Golay Smoother) 41, em compara¢do com os filtros

tradicionais, sdo que ele ndo apresenta atrasos de modo que os picos e vales dos sinais ndo se
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deslocam, além disso, ele é capaz de interpolar pequenos trechos de dados faltantes com relativa
acuracia. O principio do SGS é o ajuste de um polindmio de baixa ordem por um intervalo de
dados, ou janela da amostragem, mantendo o valor ajustado no meio do intervalo. Ao se mudar o
intervalo para a direita, 0 processo se repete, até que todos os valores a serem suavizados tenham
sido computados. E importante prestar atencéo especial em regies com valores faltantes e com 0s
célculos nos limites do dominio de dados 2.

A ideia central da suavizagdo polinomial por minimos quadrados consiste em considerar
uma amostra de x(n) pontos experimentais e uma janela amostralde 2M + 1 amostras centradas em n

= 0. Entdo, podem ser obtidos os coeficientes a;, de um polinbmio da forma:

N

p(n) =232 a.nk (11)

k=0

Que minimiza o erro de aproximacdo do quadrado meédio para 0 grupo de amostras centradas em

n=0:
M M N 2
ey = 25 o) -2 = 5 (32 o) x(n) (12)
n=-M n=-M k=0

Pode-se referira M como sendo a “meia largura” do intervalo de aproximacéo. A

condicdo inicial, y(0), sera o valor de saida em n =10, e sera:

y(0)=p(0) = q, (13)

Entéo, o valor de saida seré igual ao coeficiente a, do polindmio. Em geral, a aproximacéo
nao precisa ser simétricaem relacéo ao ponto de avaliacdo. Isso permite a utilizacdo de filtros ndo

lineares que podem ser Uteis para suavizar as extremidades de sequéncias de entrada. O valor de
saida, na proxima janela de amostragem, serd obtido ao se deslocar o intervalo para a direita e
redefinindo a posi¢do média do novo bloco de amostra, 2M + 1, e repetindo o ajuste polinomial e a
avaliacdo central. Esse processo deve ser repetido em cada janela amostral de entrada, produzindo,
a cada vez, um novo polindmio de saida y(n).

O artigo original de Savitzky e Golay*® mostrou que, em cada posicao, o valor de saida

suavizado obtido por amostragem do polindmio ajustado é idéntico a uma combinacéo linear fixa
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do conjunto local de amostras de entrada 2M + 1, dentro do intervalo de aproximacdo e é,
efetivamente, uma combinacdo de um conjunto fixo de coeficientes de ponderagdo que podem ser
calculados um vez definida a ordem polinomial N e o comprimento do intervalo de aproximagédo 2M
+ 1. Entdo, os valores de saida das amostras podem ser calculados por uma convolugdo discreta da

forma;

ym = 33 h(m)xn-m)= > hln-mjxm) (14)

Para demonstrar que é possivel determinar uma Unica resposta de impulso de duracdo
finita que seja equivalente a suavizacdo polinomial pelo método dos minimos quadrados para
todos os intervalos de amostragem 2M + 1, deve-se determinar os coeficientes 6timos do
polinbmio na equacdo (11), diferenciando ¢(N), na equacdo (12), em relacdo a cada um dos

(N + 1) coeficientes e definindo a derivada igual a zero. Entdo, parai=012-- N:

ey M | N
Wi: > DS ank- xg(n)] =0 (15)
m=-M k=0

Que, trocando a ordem dos somatorios, torna-se um conjunto de N + 1 equagdes com

N + 1 incognitas:

SIS )= 3 waf) =12 N (16)
k=0 n=-M n=-M

Essas equagOes sdo conhecidas como as equagdes normais para o problema de
aproximacdo pelo método dos minimos quadrados. E importante notar que a obtencdo de uma
Unica solucéo requer que se tenha uma quantidade de dados experimentais na ordem de
grandeza da quantidade de coeficientes na aproximacéo polinomial. Ou seja, é necessario que
N <2M.

17 ESPECTROSCOPIA DE TECIDOS
Kollias e Bager “3 realizaram um trabalho no qual sdo apresentadas as caracteristicas de

absorcéo da melanina humana com comprimentos de onda na faixa entre 620 nm e 720 nm a partir
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de espectroscopia de reflectancia. Foi estudada a espectroscopia da melanina medindo-se 0s
espectros de pele normal e de pele acometida com vitiligo de voluntérios. A hipétese era a de que
as diferengas espectrais entre &reas adjacentes de pele normalmente pigmentada e de pele
amelandtica s6 poderiam ser devido a variagdes do filtro de melanina. Para tanto, foi utilizada uma
técnica de uso de um espectrometro de reflectancia. As andlises foram realizadas filtrando os
espectros em relacdo a hemoglobina e & melanina. Eles determinaram que, parapele de voluntérios
com vitiligo, o coeficiente de absor¢do multiplicado pela concentracdo de melanina pode ser

descrito por:

allc=C + G 17)

Onde o coeficiente angular, C,, € proporcional ao coeficiente linear, C,, e a concentracao de

melanina, c, fator relacionado a pigmentacéo da pele, pode ser descrita como sendo:

c=C, (18)

Van Gemert et al ! realizaram uma revisdo bibliografica relacionada com a dosimetria para
fototerapias com laser em pele. Foi analisada a Optica tecidual, distinguindo entre os casos de
absorcdo predominante, dispersdo dominante e dispersdo, aproximadamente, igual a absorcao.
Foram descritos trabalhos publicados que continham dados sobre o estrato corneo, a epiderme e a
derme. Esses dados foram analisados em termos dos coeficientes de absor¢édo, de dispersdo e o do
fator de dispersdo anisotropica. A partir dos observa-se que as camadas de pele individ uais
apresentaram uma dispersdo fortemente progressiva, com fatores de anisotropia entre 0,7 e 0,9. Os
dados de absorcdo e de espalhamento mostram que, para todos os comprimentos de onda, a
disperséo é muito mais importante do que a absorcdo. Eles assumiram que tanto epiderme quanto
a derme teriam indices de refragdo na faixaentre 1,37 e 1,50.

Cheong et. Al 44, apresentaram uma compilacdo de trabalhos publicados sobre as
propriedades Opticas como absor¢éo, dispersao, atenuacéo total, atenuacdo efetiva, e coeficiente
de anisotropia, de varios tecidos bioldgicos, in vitro, para diferentes comprimentos de onda. A
maior parte dos trabalhos apresentam as relagdes entre os parametros de Kubelka-Munk e os
coeficientes de transporte. ParaA = 694 nm, o coeficiente de absorcéo da dermi é de 6,8 cm™, e
para a epiderme, de 25,7 cm-1,

Wilson e Jacques #° apresentam uma discussao sobre medicOes Opticas diagndsticas e

dosimétricas em medicina e biologia, abrangendo as propriedades Opticas dos tecidos, as condi¢des
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dos contornos dos tecidos e as medidas invasivas em relacdo as nao invasivas. Tambeém se discute
as aplicacdes clinicas de dosimetria terapéutica e diagndstica. Além disso, sdo apresentados 0s
principios da reflectancia difusa e das medidas de transmitancia. Eles sugerem que, para estudar a
hemoglobina, bastaria analisar o espectro de espalhamento difuso na faixa entre 577 nm e 805 nm,
na qual estdo os picos de absorcdo da hemoglobina e daoxihemoglobina.

Em 1993, Prahl et al 46 descrevem um método para determinar propriedades Opticas de
meios tdrbidos como espalhamento, absorcdo e dispersdo anisotrdpica, utilizando reflexdo total a
partir de uma esfera integradora, estudaram a transmissdo ndo difundida e transmissdo total. Esse
método se aplica a propagacéo de luz por camadas homogéneas de meios turbidos. Neste trabalho,
o coeficiente e absorcdo para a pele foi dado por (115 == 02) x 10-2cm-1.

Em 1997, Tuchin 1947 realizou uma revisao sistematica sobre a dptica de tecidos. Foram
discutidas as propriedades dpticas de tecidos espalhadores como a pele, tecidos cerebrais, paredes
de vasos sanguineos e tecidos de alta transparéncia. Foram encontradas analises a partir da teoria
do transporte de radiacdo e a simulacdo de Monte Carlo para descrever a propagacéo da luz, em
especial, o laser. Também sdo discutidos métodos para determinar parametros opticos de tecidos
bioldgicos.

Em 2001, Zonios et al 2° apresentam uma técnica para examinar a pele humana, com base
na medicdo, in vivo, dos espectros de reflectancia difusa nas faixas visiveis e do infraverme Iho
proximo do espectro eletromagnético. Foram realizadas avaliagbes quantitativas da pele em
relacdo a concentracdo de hemoglobina e de melanina, assim como das propriedades de dispersdo
de luz. Os espectros foram obtidos por intermédio de uma sonda de fibra dptica e foram analisados
utilizando um modelo analitico de difuséo de luz na pele.

Em 2005, Bashkatov et al 2048 descrevem as propriedades Opticas de pele humana, tecido
adiposo subcutaneo e mucosa humana medidas no intervalo entre 400nm e 2000 nm. Medidas por
intermédio de espectrofotdbmetro com uma esfera integradora. Foram determinados os coeficientes
de absorcdo e de espalhamento reduzido, utilizando o método inverso de duplicacdo de adicéo.

Em 2006, Zonios e Dimou #° descrevem a utilizacdo de espectroscopia de reflectancia
difusa, na faixa espectral entre o visivel e o IV proximo como sendo uma técnica eficaz e
extensivamente utilizada para o estudo ndo invasivo e caracterizacdo de varios tecidos bioldgicos.
Apresenta-se uma revisdo sobre as técnicas de modelagem disponiveis para analisar a reflectancia
difusa a partir de espectro obtidos a partir de um meio turbido semi-infinito.

Em 2009, Wilson et al 50 e Brown 5! descrevem um modelo empirico desenvolvido para
interpretar as diferencas entre as tecnicas de reflectincia mediada e espectroscopia de

fluorescéncia de tecidos pancreaticos humanos. O modelo forneceu as primeiras ligacoes
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quantitativas entre medicOes espectroscopicas e caracteristicas histologicas no  péancreas
humano. O modelo de reflectancia propiciou a obtencdo dos coeficientes de absorcdo e de
espalhamento reduzido para tecidos humanos normais e doentes. O método desenvolvido €
simples, intuitivo e potencialmente Util para uma variedade de aplicagbes no diagnostico de
tecido Optico. Esta abordagem é potencialmente aplicavel a estudos in vivo, pois pode explicar
os efeitos absorventes do sangue nos tecidos.

Em 2010, Jacques 52 descreve como as Opticas de tecidos podem afetar a dosimetria da
fototerapia com luz entre o vermelho e o IV préximo durante a PDT.

Em 2011, Sandell e Zhu 3! afirmam que se faz necessaria uma compreensdo completa
das propriedades Opticas dos tecidos biolégicos para que o planejamento de fototerapias seja
efetivo. Novas tecnologias como, por exemplo, a espectroscopia difusa de banda larga, foram
desenvolvidas para obter dados, in vivo, em seres humanos. Determinou-se que o coeficiente
de absorcdo varia na faixa entre 0,03 cmte 1,6 cm, e que o coeficiente de espalhame nto
reduzido varia no intervalo entre 1,2 cm e 40 cm, apesar de que se deve considerar que 0
alcance real depende do tipo de tecido. Também foram analisadas as relagdes entre a tendéncia
geral do espectro de absorcdo (para pa e p’s) como funcdo do comprimento de onda, em um
intervalo de confianga de 95% para varios tecidos in vivo.

Em 2011, Bashkatov et al 32 apresentam uma revisdo sistematica com umavisdo geral
das propriedades de absorcéo e dispersdo da pele e tecidos subcutaneos publicadas, medidos
em ampla faixa de comprimento de onda. S&o delineados os principios basicos das medidas das

propriedades Opticas teciduais e as técnicas utilizadas para o processamento dos dados medidos.

Em 2011, Lister et al >3 realizaram uma pesquisa da literatura relacionada com a andlise
das propriedades dpticas da pele humana, com especial atencéo as suas aplicacfes em medicina.
Foi incluida uma descricdo das interaces primarias da luz com a pele e como estas séo
comumente estimadas usando a teoria da transferéncia radiativa. S&o listados os coeficientes de
absorcdo e de espalhamento reduzido publicados. As causas para essas discrepancias sao
discutidas em detalhes, incluindo contrastes entre dados adquiridos in vitro e in vivo.

Em 2013, Jacques °* realizou uma revisdo sistemética sobre as propriedades dpticas de
tecido e apresenta um resumo sobre o comportamento da onda de espalnamento e de absorcao.
As formulas séo apresentadas para gerar as propriedades Opticas de um tecido genérico com
quantidades variaveis de cromdforos absorventes como sangue, agua, melanina, gordura e
pigmentos amarelos.

Em 2015, Jacques 5° apresenta um novo artigo em gue avalia a quantidade de melanina

e o0 conteido sanguineo da pele a partir de espectros de reflectancia difusa total, R (1), onde A
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€ o comprimento de onda. Uma analise espectral rapida usando apenas trés comprimentos de
onda (585 nm, 700 nm e 800 nm) € apresentada, com base em um trabalho de 1985 de Kollias
e Bager %3 que documentou a melanina epidérmica da pele usando a densidade &ptica (OD)
entre 620 nm e 720 nm. O artigo descreve o carater ndo retilineo de uma andlise tdo rapida e
mostra que quase qualquer escolha de dois comprimentos de onda na faixa de 600 hm a 900 nm
pode caracterizar quantidade de melanina.

Em 2016, Fukutomi et al 56 descreveram que o fator de anisotropia g, uma das
propriedades opticas dos tecidos bioldgicos, tem uma forte influéncia no célculo do coeficiente
de espalhamento ps em simulagdes inversas de Monte Carlo. Eles relataram que g depende do
comprimento de onda e da absorcdo. No entanto, foram realizadas poucas tentativas para
calcular ps usando valores g, levando em conta 0 comprimento de onda e a dependéncia da
absorcéo. Neste estudo, as distribuicdes angulares de luz espalhadas para modelos fantasma de
tecido biolégico contendo hemoglobina como absorvente de luz foram medidas por uma
configuracéo optica de goniometria, com comprimento de onda fortemente absorventes em 405
nm e fraca em 664 nm, para obter o fator de anisotropia.

Em 2016, Wright et al 57 analisaram os efeitos da melanina com relagdo ao excesso de
exposicao a radiacdo ultravioleta solar (UV) e seus efeitos adversos relacionados a saude. Foi
utilizada a espectroscopia de reflectancia difusa (DRS) para calcular a quantidade de melanina
cutinea e eritema, mas isso € complexo e tem sido usado principalmente para a pele com
pigmentacdo de leve a média. Também foi utilizado um espectrofotdbmetro de reflectancia de
mao. Foram comparados os valores obtidos tanto para melanina quanto para eritema calculados
a partir da DRS com os do espectrofotdmetro manual. Dos quinhentos e trés participantes, havia
68,5% de negros-africanos auto identificados, 9,9% de indianos ou asiaticos, 18,4% brancos e
2,9% coloridos. Os niveis de melanina medida aumentaram com a cor da pele autorrelatada
mais escura. Os resultados de ambos instrumentos mostraram que os valores do eritema estavam
fortemente correlacionados com seus préprios valores de melanina. Este achado é considerado
espurio e pode resultar da complexidade de separar o pigmento marrom e vermelho ao usar
técnicas de reflectncia de banda estreita.

Em 2016, Petruk et al 5859 descreveram uma configuragdo experimental baseada em
duas esferas integradoras, que permitiu medir rapidamente os espectros de reflectancia Optica
difusa, (coeficiente de refluxo difuso em funcdo do comprimento de onda) da pele humana em
condicdes clinicas in vivo. Para a faixa de comprimento de onda entre 520 nm e 1100 nm, foram
determinados os valores do coeficiente de reflexdo difusa para tecido saudavel, pele com nevo

benigno e pele com melanoma maligno para uma amostra grande de individuos. Foi
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estabelecida, experimentalmente, uma série de comprimentos de onda na regido do espectro
que pode ser usada para o diagndstico precoce diferencial de nevos e melanomas na triagem de
cancer de pacientes.

Em 2017, Cortés et al ®° descreveram seu trabalho no qual a espectroscopia visivel e de
infravermelho proximo foi utilizada como técnica ndo invasiva e de avaliagdo rapida para o
controle de qualidade dos produtos agricolas. Neste estudo, 325 amostras de nectarinas foram
analisadas por espectroscopia de reflectancia difusa do visivel e do infravermelho proximo. Os
dados espectros foram tratados previamente e analisados para prever a qualidade interna das
amostras e discriminar entre as duas variedades. Os espectros brutos de cada um dos trés
dispositivos de medigdo foram normalizados dividindo cada variavel pelo seu desvio padrdo.
Desta forma, as intensidades espectrais foram redimensionadas para uma faixa comum,
permitindo comparar os espectros adquiridos usando diferentes equipamentos com diferentes

resolucdes. Entdo, os espectros foram transformados em valores de absorbancia aparente:

A= logm(l/R] (19)

Desta forma é possivel linearizar a correlagdo com a concentracdo dos constituintes 2.
Além disso, foram aplicadas duas técnicas de pré-processamento: 0 método SGS com uma
lacuna de trés pontos de dados combinado com correcdo de dispersdao multiplicativa estendida
(EMSC) 6263,

18 FOTOTERAPIAS

A fototerapia com luz em baixa intensidade (LLLT, acrénimo do inglés para Low Level
Light Therapy), em tecidos bioldgicos, pode ser dividida em dois tipos: fotobiomodulacdo
(FBM, acrénimo do inglés para “photobiomodulation”) e terapia fotodindmica (PDT -
acronimo do inglés: “photodynamics therapy”).

Denomina-se dosimetria ao conjunto de parametros fisicos associados a radiagdo. Ela €
a medida da energia ou da poténcia de radiacdo fornecida a um sistema ou da dose absorvida
por ele. A questdo que norteia a dosimetria, quando da aplicagdo de uma fototerapia, €
justamente determinar quanto da dose aplicada e efetivamente absorvido pelo tecido biologico
alvo. Deve-se considerar que grande parte dos tecidos biologicos sdo heterogéneos e compostos
por diferentes absorvedores de luz que dependem do comprimento de onda da radiacéo

incidente.
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Dentre os parametros fisicos envolvidos na dosimetria considera-se:

a Comprimento de onda (em nanometro, nm = 10~ m);
b Energia (em joule, ));
c Exposi¢ao radiante efetiva (quantidade de energia por unidade de area irradiada, em

joule por centimetro quadrado, J/cm?);

d Poténcia efetiva (quantidade de energia por unidade de tempo, em watt, W);

e Irradiancia efetiva (quantidade de poténcia por unidade de &rea, em watt por
centimetro quadrado, W /om?); e

f Tempo de exposi¢do (em segundos, s).

No caso de lasers pulsados, também devem ser considerados a taxa de repeticdo, a
largura de pulso, o ciclo Util, a poténcia média e o0 modo de aplicacdo. A frequéncia e a duragédo
do tratamento também devem ser consideradas.

O sucesso de uma fototerapia dependerd de quanto da energia entregue ao tecido esteja
com a irradiancia adequada para que seja obtido o tempo ideal de aplicacdo. A dosimetria, ou
seja, a definicdo desses parametros ndo € uma tarefa simples. Quantificar quanto da energia
aplicada sera absorvida por um determinado tecido leva a outro obstaculo: como quantificar a
energia necessaria para desencadear o efeito esperado.

A compreensdo do comportamento da luz incidente sobre tecidos bioldgicos é muito
importante, pois os coeficientes de absorcdo e de espalhamento de um tecido sinalizam para
uma série de efeitos da interacdo radiacdo-tecido. Assim, a efetividade de uma fototerapia
dependerd da quantidade e da distribuicdo da luz no tecido alvo. A absor¢do da radiacdo
dependeré, principalmente, da constituicdo do tecido 64-69,

Os principios que indicam a probabilidade de que um efeito fotobioldgico ocorra séo °:

- A radiacdo incidente deve ser absorvida pelo sistema bioldgico para que se produza
uma alteracéo fisica e/ou quimica, que ocasione em uma resposta bioldgica;

- Deve-se conhecer o0 espectro de absorcdo de um sistema biolégico, ou seja, quais sdo
0s niveis energéticos de suas particulas para que se possa irradiar 0 sistema com comprime ntos
de onda que tenham chances de ser absorvidos pelo sistema e que possam gerar um efeito

bioldgico.

181 Fotobiomodulacdo (FBM)
Fotobiomodulagdo € a técnica que se utiliza LLLT em tecidos bioldgicos de modo que

a radiacdo interaja com cromaéforos endogenos 7. Os principais cromoforos na regido da janela
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Optica terapéutica sdo a hemoglobina, em suas formas oxi e deoxihemoglobina, e a melanina
324853 A FBM pode fotoestimular ou fotoinibir a funcdo celular, reduzir a morte celular e de
tecidos, auxiliar no processo de cicatrizagdo, aumentar o processo de reparo de dano a tecido
mole, nervos, 0sso e cartilagem. Além disso, a FBM tem efeito anti-inflamatdrio e analgés ico,
aliviando dores agudas e cronicas 7273,

O primeiro marco no uso terapéutico da luz ocorreu em 1895, quando o médico
dinamarqués, Niels Ryberg Finsen (1860-1904), utilizou luz para tratar vérias doencas
humanas, especialmente lupus vulgaris 74. Ele recebeu o Prémio Nobel em medicina e fisiolo gia
em 1903 por sua demonstracdo pioneira de que os raios concentrados da luz solar poderiam ser
bactericidas e estimular o tecido circundante.

O segundo maior marco no uso terapéutico da luz foi a invencdo da tecnologia laser, no
inicio de 1960. Em 1967, o médico hangaro, Endre Mester (1903-1984), foi pioneiro ao estudar
os efeitos do laser em baixas doses. Ele observou que havia aumento no crescimento de pelos
em ratos a uma taxa acelerada, além de promover cicatrizagao de feridas 2°:7.

Com o passar do tempo, muito tem sido aprendido sobre a base desta terapia, inclui ndo
um fato fundamental de que a aplicacéo de luz em tecidos e 6rgdos pode provocar respostas
tanto estimuladoras como inibidoras, dependendo dos parametros de luz utilizados e dos
cromaforos envolvidos.

Apesar de ndo existir um consenso geral sobre a ocorréncia da fotobioestimulacéo, ainda
esta por ser esclarecida a forma como a interacdo entre a radiacdo e um tecido biol6gico pode
ocasionar fotobioestimulacdo. Atualmente, ha duas hipdteses sendo consideradas e estudadas.

Na primeira, proposta por Karu 2376 em 1988, considera que a fotoexcitacdo induz
mudancas na atividade do citocromo ¢ oxidase, a principal molécula fotorreceptora, localizada
nas mitocondrias.

Na segunda hipétese, outras moléculas ndo fotossensiveis, mas que também estdo
presentes nas mitocondrias, sejam alvo da radiacdo. Sugere-se que sejam provaveis mediadores
de uma variedade de modificagbes na bioquimica celular, incluindo enzimas, acidos nucleicos,
nucledtidos de adenina e alguns metabolitos.

Apesar de ainda ndo haver comprovacdo de como realmente  ocorre a
fotobioestimulacdo, pode-se afirmar que a interacdo de radiagdo em baixa intensidade com
cromoforos endogenos é capaz de desencadear modificagdes na bioguimica de tecidos, em
células intactas, componentes celulares e biomoléculas, o que permite a aplicacdo de FBM em

fotomedicina, bem como em uma variedade de aplicacOes biotecnoldgicas.
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Atualmente, a FBM € realizada com laser ou LED em baixa intensidade, operando
dentro na regido da janela terapéutica dptica, entre 650 nm e 1100 nm 33, para tratar de forma

nao destrutiva e ndo térmica uma variedade de alvos biologicos.

182 Terapia Fotodinamica (PDT)

Ha mais de 4000 anos, 0s egipcios usavam uma combinagdo de uma planta de Amni
Majus ingerida oralmente com a luz solar para tratar o vitiligo, um distirbio de pele de uma
causa desconhecida. O ingrediente ativo da Amni Majus é o psoraleno, atualmente empregado
COm sucesso no tratamento da psoriase.

Os primeiros relatos de utilizacdo da Terapia fotodindmica contemporanea remontam a
pesquisas realizadas no final do século XIX 77. O médico dinamarqués, Niels Ryberg
Finsen (1860-1904), realizou, com sucesso, uma fototerapia utilizando a luz filtrada de uma
ldmpada de arco de carbono, a l&mpada Finsen, no tratamento de uma tuberculose de pele
conhecida como lupus vulgaris.

No inicio do século XX, a equipe do médico e farmacologista alemdo, Hermann Anton
Joseph Franz Xaver Tappeiner (1847-1927), relatou os primeiros casos de utilizacdo da PDT
para o tratamento de pacientes com cancer com tumores solidos.

Em 1913, outro cientista alemédo, Meyer Betz, descreveu o principal obstaculo da PDT.
Depois de injetar-se com o fotossensibilizador (FS) hematoporfirina (Hp), ele experime ntou
rapidamente uma sensibilidade geral na pele apds exposicdo a luz solar - um problema ainda
persistente com muitos dos FS de hoje (2, 3, 7, 18). Mais estudos, investigando o acimulo de
hematoporfirina e o derivado de hematoporfirina purificado (HpD) em tumores, culminaram no
final dos anos 80 com o FS Photofrin.

Os FS mais utilizados séo das classes das porfirinas, clorinas e ftalocianinas 872,
Quando comparado em termos de facilidade de acesso e ao baixo custo em relacdo aos outros
fotossensibilizadores, o cloreto de metiltioninio (Cis6H1sCIN3S) ou azul de metileno é um dos
FS mais utilizados na PDT. O azul de metileno € um medicamento e um corante derivado da
fenotiazina °. Quando em solugdo aquosa, apresenta-se em diferentes concentracfes na forma
de mondmeros e dimeros. O espectro de absorcdo do azul de metileno apresenta dois picos em
665 nm, referente aos mondmeros, e em 580 nm, relativo aos dimeros 81.

A PDT é um tratamento envolvendo luz e uma substancia quimica fotossensivel que, na
presenca do oxigénio molecular provoca citotoxidade, podendo levar a apoptose. A PDT é um
tipo de tratamento seletivo que visa a destruicdo local de células ou de tecidos doentes. A

seletividade baseia-se na iluminagdo localizada e na capacidade do FS para se acumular,
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preferencialmente, no tecido doente e gerar eficientemente oxigénio singlete ou outras espécies
altamente reativas, como os radicais, que induzem a citotoxidade.

Ao ser exposto a luz, (Figura 5), e na presenca de oxigénio, a molécula de FS passa do
estado fundamental para um primeiro estado singlete excitado, em um processo répido entre 10-
’s e 105s. Esse, por sua vez, pode retornar para o estado fundamental ou pode passar por um
relaxamento para um estado triplete de energia ligeiramente menor, mas em um processo lento
entre 10s e 10s. O estado triplete reage por intermédio de caminhos fotoquimicos de tipo |,
produzindo espécies reativas de oxigénio (ROS, acronimo do inglés para ‘reative OXigen
species”), como 0 radical superoxido (- 03), com meia vida na ordem de 2 a 4 milissegundos, o
perdxido de hidrogénio (H,0,) com meia vida na ordem de um milissegundo e o radical
hidroxila (- OH-), com meia vida na ordem de nanossegundos; ou de tipo Il, para produzir

oxigénio singlete (*O2), com meia vida na ordem de centenas de nanossegundos, levando a
citotoxicidade 8.

Estado exdtado oA 10
singletedo FS "‘

- FS Tlpoz
&l LLRelaxamento \_ __/j

Luz Est;cib;c';adb
Mickdenis Fluorescéncia triplete doFS V'
Tipo 1
Fosforescéncia
l m(w)

— +OH~-
Estado fundamental . "103
singlete do FS e

Figura 5 — Visdo esquematica do Diagrama de Jablonski simplificado. Adaptado a partir de
Dai et al. (55).

A PDT € um processo constituido por varios estagios. No primeiro, administra-se um
FS com toxicidade desprezivel no tecido, seja de forma sistémica ou topica, na auséncia de luz.
Quando a proporcao 6tima de FS é alcangada no tecido doente, ele é ativado ao ser exposto a
uma energia controlada de luz que incide diretamente na regido do tecido doente, por um

periodo de tempo especificado. Os parametros da luz sdo regulados para permitir que uma
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quantidade suficiente de energia seja entregue para ativar o FS. O intervalo de tempo da
exposicdo deve ser pequeno o suficiente para minimizar os danos infligidos ao tecido saudavel
vizinho. A forma ativada do FS ocasiona uma resposta toxica no tecido, ocasionando apoptose,
necrose ou autofagia. O sucesso da PDT esta relacionado a composicdo entre a fonte luminosa
e a concentragdo de FS no tecido doente 8283,

A PDT ¢ utilizada no tratamento de doencas como, por exemplo, diversos tipos de
cancer, incluindo os presentes na cabeca, no pescoco, nos pulmdes, na bexiga e na pele. Ela
também foi utilizada com sucesso no tratamento de condi¢bes ndo cancerosas, como a
degeneracdo macular relacionada a idade, a psoriase, a aterosclerose, além de demonstrar certa

eficacia em tratamentos antivirais, incluindo herpes 31.82.83,

19 PELE

Pele ou ctis é o maior 6rgdo do corpo humano. Ela é responsavel pela protecéo dos tecidos
subjacentes, pela manutencdo da temperatura corporal e da humidade e pela reserva de nutrientes.
Em linhas gerais, a pele humana é idéntica em todos os grupos étnicos, na qual a quantidade de
melandcitos é praticamente a mesma em todos o0s individuos, porém eles produzem
mais melanina em individuos de pele mais escura, do que naqueles de pele clara.

A pele é composta por trés camadas: epiderme, derme e tecido subcutaneo ou hipoderme
(Figura 6) 8485,

/ : /——— Cabelo
/ /
/ 4 Glandula sebacea

Epiderme

Derme

Tecido
Subcutinco

Vaso linfitico
Veia &0 Nervo
10 " \
Artéria \ Foliculo Piloso
- Melanina Tecido Adiposo
- Célula Basal Glindula
Membrana Basal Sudoripara

Melanocito

Figura 6 — Imagem esquematica de pele humana com suas trés camadas: epiderme, derme
e tecido subcutaneo e suas principais estruturas. Imagem obtida do site

https://www.teresewinslow.com/skin/rrw12kvgo9r3oxymwgoSabtywltxnb , acessado em
09/03/2018.
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191 Epiderme

Epiderme é a camada mais superficial da pele. Ela esta em contato direto com o meio

externo, constituida por epitélio pavimentoso estratificado e queratinizado, de origem ectodérmica,

ela se renova continuamente. Sua espessura varia entre 0,04 mm e 1,5 mm, dependendo da regido

e da topografia. Ela é avascular e sua nutricao deriva de capilares dérmicos.

A epiderme é constituida por tecido epitelial estratificado pavimentoso queratinizado com

varias camadas sobrepostas, resultante da proliferacdo basal de diversos queratinécitos suprabasais

86, Queratindcitos sdo células diferenciadas do tecido epitelial. A epiderme é subdividida em cinco

estratos ou camadas, que sdo:

a

Estrato basal ou germinativa € o mais profundo. Ele apresenta atividade mit6tica e
¢ constituido por uma Unica camada de células cubicas que estdo localizadas entre a
derme e a epiderme. Os queratindcitos resultantes da divisdo celular nessa camada,
sofrem diferenciacdo ao serem empurrados para 0s estratos superiores, sintetiza ndo
quantidade crescente de queratina no seu citoplasma. O tempo de vida médio de uma
célula do estrato basal é de, aproximadamente 26 dias, até atingir o estrato corneo.
Melanécitos sdo células localizadas no estrato basal. De origem ectodérmica eles
sintetizam pigmento melanico. Seus dendritos se estendem por longas distancias na
epiderme, estando em contato com muitos queratindcitos para os quais transfere
melanina.

Estrato espinhoso ou capa de Malpighi esta localizado acima da camada basal. Ele
¢ constituido por maltiplas fileiras de  queratindcitos que  apresentam
prolongamentos citoplasmaticos, aplanados e unidos entre si por tonofilamento s.
Constitui o0 estrato mais desenvolvido da epiderme por conter varias camadas de
células.

Estrato granuloso é constituido por até cinco camadas de células achatadas com o
nlcleo alongado que s@o os granulos de queratina. A intensa basofilia citoplasmét ica
é causada pelos inimeros granulos de querato hialina contidos nestas células;

Estrato licido é caracterizado por ser muito delgado identificado por forte acidofilia,
situado entre o granuloso e o0 cdrneo. A maior parte de suas células ndo possui
nucleo.

Estrato corneo (EC) ou camada cérnea € composto por células mortas delgadas que
perderam o nucleo formando a queratina. Existem duas formas de queratina. A
queratina liquida que cobre a superficie cutanea e que constitui a maior parte do

estrato corneo. A queratina dura forma os pelos e as unhas. Estruturalmente, o EC é
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uma camada heterogénea fina (~ 15 um) e compreende camadas de células
epidérmicas terminalizadas, diferenciadas e queratinizadas separadas por um

dominio lipidico intercelular.

192 Derme

Derme ¢é a regido mais profunda da pele. Ela é composta por tecido conjuntivo fibroelastico
altamente vascularizado que serve de apoio para extensas redes vasculares e nervosas e anexos
cutaneos que derivam da epiderme. Seus principais componentes sdo o colageno, para resisténcia,
a elastina, para elasticidade, e os proteoglicanos, substancias amorfas em torno das fibras de
colageno e das elastinas. A derme apresenta duas camadas, 0 estrato reticular e o estrato papilar
87.88 que sdo:

a Estrato reticular € a regido mais profunda da derme. Ele é composto por fibrécito s,
formando tecido conjuntivo denso ndo modelado e € responsavel por preencher e
sustentar os estratos superiores da pele. O estrato reticular é rico em fibras colagenas
espessas que se apresentam de forma dispersa, irregularmente, entremeadas por
capilares sanguineos.

b. Estrato papilar esta localizado abaixo da epiderme e € constituido por tecido
conjuntivo frouxo, ricamente vascularizado que, em alguns locais, projeta-se ha
epiderme e forma as papilas dérmicas. As fibras elasticas sdo delicadas e néo podem
ser identificadas por HE assim como os macrofagos ai presentes. Podem ser
encontrados todos os tipos celulares encontrados no tecido conjuntivo.

A derme contém diversos tipos de células, incluindo fibroblastos, fibrocitos, macréfagos
teciduais, melan6fagos, mastécitos e leucdcitos sanguineos como neutrofilos, eosindfilos,
linfocitos, mondcitos e plasmacitos 8°.

O suprimento vascular da pele é limitado a derme e é subdividido em plexo profundo e
plexo superficial. Estes plexos correm paralelamente a superficie cutanea e estdo interligados por

umarede de vasos comunicantes dispostos perpendicularmente.

193 Espessura da pele
Oria et al 9 descrevem um processo em que foram medidas as espessuras da epiderme e
da derme de pele da regido abdominal, ex-vivo, de pessoas de ambos 0s sexos, divididas por grupos

de idades: até 20 anos; entre 20 e 60 anos e acima de 60 anos, apresentadas na Tabela3.
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Com o tempo, a espessura da pele tende a se reduzir. Na derme, as alteragdes de espessura
sdo mais pronunciadas do que na epiderme.

Na epiderme, a espessura do estrato corneo praticamente ndo se altera com a idade. Ha
estudos que demonstram que o estrato espinhoso de rugas é mais fino na base do que nas bordas
pois poucos granulos de querato-hialina estariam presentes na base do enrugamento em
comparagdo com as bordas. Na pele envelhecida, o estrato basal apresenta-se achatado com uma
area de conexdo da derme com a epiderme diminuida. Tal perda de &rea de superficie de conexéao
pode contribuir para 0 aumento da fragilidade da pele associada a idade e, também, pode levar a
reducdo da transferéncia de nutrientes entre as duas camadas. Outras mudangas importantes
relacionadas a idade ocorrem na camada epidérmica. Entre a terceira e a oitava décadas de vida, a
taxa de rotatividade epidérmica diminui de até 50%. O tempo de transito do estrato corneo passa
de 20 dias, em adultos jovens, para até 30 dias ou mais, em adultos mais velhos. Esse aumento no
ciclo celular em adultos mais velhos coincide com uma taxa prolongada de substituicdo do estrato

cdrneo, atrofia epidérmica, cicatrizacdo mais lenta e descamacdo menos efetiva 1.

Tabela 3 - Espessuras médias de epiderme e de derme de pele de abdome humano °1.
Espessura (média + DP) mm
Idade )
Epiderme Derme
Até 20 anos 0,094 + 0,003 2,716 £ 0,217
Entre 20 e 60 anos 0,080 + 0,006 2,687 £ 0,112

Acima de 60 anos 0,059 + 0,006 1,798 + 0,306

A espessura da derme pode reduzir em até 20% com o passar do tempo. Ocorrem alteracdes
na producdo de colageno e no desenvolvimento de fibras. Ao envelhecer, a derme apresenta fibrilas
de colageno desorganizadas e acumulo de material contendo elastina anormal.

Componente estrutural primario da derme e proteina mais abundante encontrada em seres
humanos, o colageno é responsavel por conferir forca e suporte a pele humana. Ao longo do tempo,
as proteinas estruturais e 0s principais componentes da pele deterioram-se, resultando nos sinais
cutaneos do envelhecimento. Na pele jovem, o colageno | compreende 80% e o colageno Il
compreende cerca de 15% do colageno total da pele. Na pele mais envelhecida, a proporc¢do de
colageno tipo 11 para tipo | aumenta significantemente devido a perda de colégeno .

Fibras elasticas envelhecidas da pele apresentam diminuicdo na elasticidade e na
resiliéncia. Com o tempo, a pele apresenta reacdo degenerativa caracterizada por mudangas no

padrdo normal de fibras elésticas imaturas localizadas na derme papilar °2.
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194 Escala de Fitzpatrick

A escala Fitzpatrick (FPS, acronimo do inglés para Fitzpatrick Scale), (

Tabela 4), é uma escala semiquantitativa que descreve a cor da pele em relagdo ao nivel

de melanina, a resposta inflamatéria aos raios UV e ao risco de cancer 92-%4,

Tabela 4 — Escala Fitzpatrick e suas caracteristicas com relacédo a aparéncia da pele e

reacao aos raios UV.
FPS Aparéncia Origem Reacéo aos raios UV

Pele muito branca, podendo . .
Norte da Europa ou Grd-  Queima sempre; descasca; nunca

| apresentar sardas; olhos azuis ]
Bretanha bronzeia

ou verdes.
Pele branca; olhos azuis ou

) o Queima facilmente; descasca;
I castanhos; cabelos ruivos, Europa ou Escandinavia

] bronzeia minimamente
loiros ou castanhos

Pele clara; olhos castanhos e Regides central ou sul da Queima moderadamente;
' cabelos escuros Europa bronzeamento moderado

Pele marrom claro (morena); Mediterraneo, Asia ou Raramente queima; bronzeamento
v olhos e cabelos escuros latina facil

Pele marrom escuro; olhos e  Leste da india, Africa ou Raramente queima; bronzeamento
v cabelos escuros nativos das Américas rapido e substancial

Pele negra; olhos e cabelos ; Quase nunca gueima;
VI Africa ou aborigene
escuros bronzeamento rapido e profuso

1.10 LIQUEN ESCLEROSO VULVAR
Em 1887, o médico dermatologista francés, Francois Henri Hallopeau (1842-1919),
descreveu o quadro clinico de uma doente que apresentava papulas pruriginosas em antebraco e
tronco, além de areas de liquenificacdo e esbranquicamento em wulva (Figura 7), que ele

classificou como liquen plano atréfico, variante do liquen plano 9:%.
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Figura 7 — Fotos de pacientes com LEV.

Em 1889, o médico hingaro, Ferdinand-Jean Darier (1856-1938), descreveu o quadro
definido por Hallopeau, do ponto de vista histologico, quando observou areas de esclerose e atrofia
aonde deveria haver o infiltrado subepidérmico caracteristico do liquen plano. O termo escleroso
o fez sugerir que seria 0 aspecto histoldgico da doenca, enquanto a atrofia referia-se ao aspecto
clinico do mesmo quadro.

Casos similares, definidos por Hallopeau, foram descritos com diferentes denominacoes
por varios autores, sendo que a maioria deles os incluiam no grupo da esclerodermia. Em verdade,
Hallopeau foi quem melhor descreveu clinicamente a doenga, que passaria a ser conhecida como
liquen escleroso, que significa condicdo de pele seca, enrugada e descamativa.

Em 1987, a Sociedade Internacional para Estudos da Vulva e Vagina (ISSVD) modificou
a classificacdo de doencas de wvulva, sugerindo a retirada do termo distrofia hiperplastica,
substituindo por hiperplasia de células escamosas. Desde entdo, o termo distrofia mista foi
abandonado e passou a ser reconhecido como liquen escleroso. Os casos que evidenciavam atipia
foram caracterizados como neoplasia intraepitelial de vulva, levando a definir que a vulvectomia
deveria ser abandonada como terapéutica convencional para doencas benignas da wvulva e o
tratamento clinico e topico deveria ser instituido °7:98,

Atualmente, o liquen escleroso vulvar (LEV) é considerado uma dermatose cronica
autoimune linfécito mediada que afeta a pele genital causando prurido intenso, escoriacoes,
esbranquicamento, hiperqueratose e atrofia, sendo que esta pode causar estenose, resultando em
vulvodinia, dor as micgOes e evacuaces 95:97:99-102,

Ele configura a segunda causa de doenca ndo neoplasica vulvar, sendo considerada a causa
mais comum de doenca cronica vulvar com prevaléncia estimada de 1:300 - 1:1000 2,

A forma genital é de 5 a 10 vezes mais frequente em mulheres (10:1) acima de 50 anos e

0 acometimento anogenital é de 85% e o extragenital de 15% 103.104,


https://pt.wikipedia.org/wiki/1856
https://pt.wikipedia.org/wiki/1938
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A doenca pode acometer criancas em 15% das vezes e o0 aspecto clinico € similar ao do
adulto, necessitando assim um acompanhamento por longo prazo.

O LEV tem potencial de malignizagéo ao redor de 4% e, por essa razdo, é considerado
como via de carcinogénese vulvar, sendo possivel observar incidéncia de 32% a 76% de carcinoma

escamoso de vulvaem adjacéncia a area afetada pelo liquen.

1101 Tratamento do LEV

O tratamento convencional do LEV é realizado com corticosteroide como, por exemplo, o
propionato de clobetasol. Seus efeitos positivos sdo a imunossupressdo, a diminuicdo da
mobilidade dos neutréfilos e dos macrdfagos, das citocinas, da acdo linfocitaria, na producéo de
anticorpos e de secregdo de mediadores inflamatérios e da proliferacdo fibroblastica e a
vasoconstri¢ao, diminuindo eritema e edema.

No entanto, existem efeitos adversos como a atrofia da pele, a ocorréncia de estrias
permanentes e irreversiveis em areas de dobra, alteragdes da imunidade, glaucoma, rosacea e
efeitos raros como o hipercortisolismo (Sd Cushing), HAS, diabetes, hirsutismo, hipertricose,
sindrome hipocalémica, hipopigmentagdo, miliaria rubra, laceragdo e maceracdo epidérmica e
alopecia.

Por tantos possiveis efeitos colaterais, as fototerapias como a PDT e a FBM tém sido

utilizadas como terapias alternativas ou coadjuvantes no tratamento do LE\ 2105106,

111 JUSTIFICATIVAS

Consultando a literatura, verifica-se que, até esse momento, ndo ha estudos relacionados
a caracterizacdo das propriedades Opticas de pele acometida com liquen escleroso vulvar. Essa
auséncia de informacdes dificulta a caracterizacdo da pele com LEV e a defini¢do de protocolos
para fototerapias.

Este estudo podera fornecer subsidios para que se desenvolva métodos para estudar outros
tipos de lesGes em tecidos relacionados com propriedades dpticas, elucidando fatores importantes
relacionados a aplicagdo da luz para fins terapéuticos.

Ao estudar as propriedades dpticas da pele acometida com LEV, busca-se conhecer a
interacdo predominante da luz ao atingir e penetrar na pele afetada para saber quanto da luz
incidente é absorvida e quanto é refletida para diferentes comprimentos de onda aplicados. A

hipdtese € que alguma propriedade Optica dos tecidos analisados seja alterada durante otratamento.
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2 OBJETIVOS

21 OBJETIVO GERAL
Comparar os espectros de reflectancia difusa in vivo de pele acometida com LEV em dois
momentos: antes e apos um més quando tratada com corticosteroide, fotobiomodulacdo ou terapia

fotodindmica.

22 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar a relacdo entre as areas sob as curvas dos espectros de reflectancia difusa a partir
da comparacao entre trés tipos de tratamento em funcéo de cofatores idade das pacientes, tempo
de prurido e escala de Fitzpatrick;

Obter o espectro de absorbancia aparente de pele acometida com LEV, a partir do espectro
de reflectancia difusa, em dois momentos: antes e ap6s um més de tratamento com corticosteroide,
FBM ou PDT. Analisar os picos de absorbancia na faixa entre 400 nm e 600 nm.

Analisar a concentracdo de melanina a partir dos espectros de absorbéncia aparente, na
faixa entre 620 nm e 720 nm, em relacéo ao tipo e momento de tratamento.
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3 METODOLOGIA

Esse estudo foi realizado com 15 pacientes do ambulatorio do Hospital Pérola Byingto n,
em S&o Paulo, Brasil. Apo6s ciéncia e assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido elas participaram desse estudo, aprovado pelo Comité de Etica sob nimero (CAAE
34715314.6.3001.0069) e contou com apoio financeiro da FAPESP, Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de S&o Paulo, processo n° 2015/05259-8.

Como critérios de inclusdo, deveriam ser mulheres com idade maior ou igual a 18 anos,
diagnosticadas com liquen escleroso vulvar por método histolégico e com nivel normal de
cortisol confirmado por exame de sangue.

Foram excluidas do estudo mulheres com idade inferior a 18 anos, que estivesse m
gravidas ou amamentando; HIV positivo ou manifestando a doenca; que estivessem utiliza ndo
corticosteroides ou anticoagulantes; que tivessem insuficiéncia renal, hepatica, pulmonar ou
cardiovascular e pacientes que tivessem recebido transplante de érgdos nos Ultimos trés anos
antes do inicio do estudo.

Ao recrutar as pacientes para este estudo, foram coletadas informacfes sobre idade,
tempo de prurido e tipo de pele de acordo com a escalade Fitzpatrick.

Foi utilizado o software Minitab® 18, da Minitab, Inc, USA, para separar as pacientes

randomicamente em trés grupos de cinco pacientes cada (Figura 8).

-
{

1 vis/més/ Exames +

Espectro. Analisar espectros
Tratamento diario

-

5-COR

A €111 CasSa

Recrutadas
15 pacientes
com LEV

Randomizado
em 3 grupos

5-PBM T |

P
@ ) 1 vis/sem/4 sem @
‘ LAna]isa.r espectros

/ Espectro + PBEM

P
W 1 vis/sem/4 sem e

Exames + | Analisar espectros
Espectro + PDT L

[ 5-PDT

Figura 8 - Organograma das 15 pacientes diagnosticadas com LEV, recrutadas no

Hospital Pérola Byngton e divididas em trés grupos randomicamente.
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O primeiro grupo, COR, recebeu tratamento convencional com corticosteroide topico.
Cada paciente foi orientada a utilizar, uma vez por dia, a noite, durante um més, o conteldo de
um saché contendo pomada com 1g de propionato de clobetasol 0,05%, na regido da vulva.

O segundo grupo, FBM, foi tratado com fotobiomodulagdo durante um més, com
aplicacOes ocorrendo uma vez por semana. Em cada segédo de tratamento foram irradiados oito
pontos (Figura 9) da vulva com Photon Lase® Ill, DMC, BR, laser de diodo de InGaAIP, com
comprimento deondade (660 + 10) nm (Figura 10). Em cada ponto foram aplicados (100 =
5 mW de poténcia efetiva, com irradiancia efetiva de 510 mW/cm?, 4 J de energia, com
exposicao radiante efetiva de 20 J/cm2 e por um intervalo de tempo de exposicédo de 50s.

Figura 9 - Localizacao dos oito pontos, em azul, de aplicacdo do laser tanto na FBM

guanto na PDT.

Figura 10 - Photon Lase® Ill. Imagem retirada do site da empresa:

http://www.dmcaroup.com.br/en/detalhe-produto/dental/equipments/laser-
therapy/photon-lase-iii/392 , link acessado em 05/11/2017.

A poténcia efetiva do laser foi aferida antes de cada aplicacdo nos grupos FBM e PDT,
com um medidor de poténcia Field Max® Il — TOP, acoplado a um sensor de termopilha de
alto pico PM10V1®, da Coherent Inc., USA, conforme Figura 11. Neste processo, verifico u- se
que a poténcia nominal apresentava pequenas varia¢cbes quando comparada com a poténcia

medida na extremidade da ponteira.


http://www.dmcgroup.com.br/en/detalhe-produto/dental/equipments/laser-therapy/photon-lase-iii/392
http://www.dmcgroup.com.br/en/detalhe-produto/dental/equipments/laser-therapy/photon-lase-iii/392
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Figura 11 - (a) Medidor de poténcia; (b) Sensor de termopilha; e (c) Calibracéo prévia da
poténcia do laser na ponteira da fibra Optica. Imagens obtidas no site da empresa:

https://www.coherent.com/measurement-control/measurement/laser-power-and-enerqy-

meters/fieldmaxii-to, e https://www.coherent.com/measurement-control/measurement/sensors-

laser-power/high-peak-power-thermopile-sensors-rohs, links acessados em 05/11/2017.

O terceiro grupo, PDT, foi tratado com terapia fotodindmica. O tratamento ocorreu uma
vez por semana, durante um més. Foram determinados oito pontos da vulva (Figura 9) a serem
tratados. Em cada ponto foi injetado 0,1 mL uma solugdo de azul de metileno a 0,01%
intralesional + lidocaina 2% 2. Depois, cada ponto foi irradiado com laser seguindo as mesmas
caracteristicas do grupo FBM.

Para a realizagdo da espectroscopia de reflectdncia difusa, foi utilizado um
espectrofotdmetro da Ocean Optics, Inc, USA, constituido por:

a Uma fonte de luz modelo HD-2000-BAL® (Figura 12), com duas lampadas, sendo

uma de deutério e outra halégena de tungsténio, permitindo um intervalo de emisséo

de comprimentos de onda entre 230 nm e 2500 nm;

Figura 12 - Fonte de luz HD-2000-BAL®. Imagem retirada do site da empresa:
https://oceanoptics.com/product/dh-2000-bal/, link acessado em 05/11/2017.


https://www.coherent.com/measurement-control/measurement/laser-power-and-energy-meters/fieldmaxii-to
https://www.coherent.com/measurement-control/measurement/laser-power-and-energy-meters/fieldmaxii-to
https://www.coherent.com/measurement-control/measurement/sensors-laser-power/high-peak-power-thermopile-sensors-rohs
https://www.coherent.com/measurement-control/measurement/sensors-laser-power/high-peak-power-thermopile-sensors-rohs
https://oceanoptics.com/product/dh-2000-bal/
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b.  Um espectrofotometro modelo USB 2000+® (Figura 13);

Figura 13 - Espectrofotdbmetro modelo USB 2000+®. Imagem retirada do site da empresa:

https://oceanoptics.com/product/usb2000-custom/ , link acessado em 05/11/2017.

¢ Um software Spectra Suite®; e

d Uma fibra dptica bifurcada, Premium-grade Reflection Probe®, de 2,0 m de
comprimento, modelo QR200-7-UV-VIS (Figura 14), com ponteira de a¢o inox de
76,2 mm de comprimento e 6,35 mm de didmetro, contendo um feixe de 7 fibras
Opticas de 200 um de didmetro cada, sendo 6 para iluminagdo e uma, central, para

leitura.

¢
'

\\~®

Figura 14 — Imagem da fibra optica bifurcada utilizada para a obtencéo dos espectros de

reflectancia. No detalhe, abaixo, a extremidade da ponteira, contendo sete fibras opticas.

Imagem retirada do site da empresa: https://oceanoptics.com/product/premium-grade-

reflection-probes/, link acessado em 05/11/2017.


https://oceanoptics.com/product/usb2000-custom/
https://oceanoptics.com/product/premium-grade-reflection-probes/
https://oceanoptics.com/product/premium-grade-reflection-probes/
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A extremidade da ponteira foi adaptada a um dispositivo que permitia que ela
permanecesse a uma distancia de 1 mm da pele durante as medidas. Ela foi protegida com filme

finode PVC (Figura 15), trocada a cada paciente.

Figura 15 - Dispositivo na extremidade da fibra optica protegida com filme fino de PVC.

A do espectrofotdmetro foi realizadae um (Figura 16)®

Figura 16 - Imagem do Spectralon® utilizado paraa calibracdo do branco do

espectrofémetro.

Os espectros de reflectancia difusa foram obtidos a partir de um média de 4 varreduras,
com largura de banda de 4 nm, no intervalo desde 300 nm até 1040 nm, com tempo de
integracdo de 120 ms.

Foram coletados espectros de reflectancia difusa de duas regiGes de tecido de cada
paciente sendo uma com LEV e outra visualmente livre de LEV (Figura 17). As medicdes foram

realizadas em dois momentos: no inicio e um més apds o inicio do tratamento.

Figura 17 - Método de medicéo da reflectancia das regides com (a esquerda) e sem (a

direita) LEV.
FOs espectros foram analisados com o software ORIGIN PRO-8 da Origin Lab

Corporation, USA.
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oi aplicada a técnica de suavizacdo de Savitzky-Golay (SGS) nos espectros de
reflectancia difusa, com s espectros de reflexdo foram estatisticoORIGIN®, para a reduzir o
ruido do sinal medido. No Origin® foi aberta a planilha de dados referentes a um dos espectros
de reflectancia difusa. Foi marcada a coluna de dados a ser suavizada. No menu principal foram
escolhidos os itens: “Analysis” > “Signal Processing” > “Smoothing” > “Open Dialog”

(Andlise > Processamento de Sinal > Suavizacao > Abrir Campo de Opc¢des), Figura 18.

@I OriginPro 8 - C:A\Users\ guelt\Documents\Origin User Files\UNTITLED - /Folder1/

File Edit View Plot Column Worksheet | Analysis Statistics Image Tools Format Window Help
D K—r— B”‘E Mathematics pg :58.-1. _u% ¢E
Data Manipulation ‘
‘ — v|o ~|CJ

»
»
T Default A |0 3
PR W
EE Spectroscopy ‘| FFTFites | 0 Dislog..
& | @unTmLeD e 1 Smoothing.. Ry '
ool
/3 Folder! | 2Smoothing: <Last used> Wavelet '

Figura 18 — Imagem da tela do Origin® Pro-8, em que se realiza a suavizacdo de espectros.

Abre-se uma nova janela, Figura 19, na qual no campo “Input” (Entrada) fica indicada
a coluna de dados a ser suavizada; em ‘“Method” (Método), foi escolhido o método
“Savitzky Golay”; no campo “Points of Windows” (Pontos por Janela), foi digitado 150,
correspondente a quantidade de pontos em cada janela de varredura do método de convolucao ;
em “Boundary Condition” (Condi¢Ges de Contorno) foi mantida a opgao “None” (nenhuma das
opcOes sugeridas); Em “Polynomial Order” (Ordem do Polindmio), foi mantido o grau 2 para
0 polindmio. Clicando em “Preview” (Visualizacdo prévia), pode-se observar, a direita, 0
espectro original e sua suavizagdo de acordo com as opg¢des escolhidas. Em testes prévios,
foram escolhidas as opc¢des que apresentaram melhores resultados no processo de suavizagéo,
ou seja, quando se observou a manutencdo das regides de picos e de vales, com reducdo

significativa no ruido de fundo sem perda de informacdes essenciais.

B Signal Processing: smooth T X
Dialog Theme | actory dofaults | | | Preview
Description  |Perform smoathing to imegular and noisy data 1
Input [[Book2ILF34RL 160608 300/fw avelengh Compri | S #]
Method Savitzky-Golay ~
Points of Window  [[T50 =

Boundary Condition | Mone ~

Polynomial Order

Output [[<rew> <news) B D

Cormprmart da Orc ()

Recalculate Manual  ~

Figura 19 — Imagem da tela do Origin® Pro-8, em que se escolhe o tipo de suavizacéo de
espectros e as opcoes relativas ao tratamento de dados. No canto superior direito, observa-

se a pre-visualizagdo do espectro original, em preto, e sua suavizagdo, em vermelho.
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O ruido observado em um exemplo de espectro de reflectancia (Figura 20a) referente a
paciente FO6, do grupo tratado com fotobiomodulacéo, antes do inicio do tratamento, de regido
com liquen, na Figura 20b, pode-se observar a reducdo no ruido de fundo e a preservacdo das

posicdes de maximos e de minimos locais.
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a) b)
Figura 20 — a) Exemplo de um espectro de reflectancia obtido a partir de uma regido com
LEV; b) O espectro foi suavizado com a técnica de SGS. Acima, a direita, esta indicada a

area da regido hachurada em unidades arbitrarias (u.a.).

Octanciasuavizados . Os valores daso de (KS) de variancias de

Observou-se que alguns espectros de reflectancia difusa obtidos apresentaram regifes
em que a reflectancia foi maior do que os 100%, apesar de ter sido realizada a calibragdo do
sistema antes do inicio de cada espectroscopia. Entdo, os espectros dessas pacientes foram
excluidos da analise.

As variancias foram comparadas com o Minitab® 18, por intermédio do teste de
modelos lineares generalizados (GLM, acronimo do inglés para General Linear Model), de
Bonferroni, para comparar as diferencas entre as areas das regibes com LEV antes e depois de
um més de tratamento, considerando como cofatores a idade, o tempo de prurido, a escala FPS
e o tipo de tratamento, com .

Posteriormente, foi utilizado o Origin® Pro 8 para transformar os espectros de
reflectancia difusa suavizados (Figura 22b) em espectros de absorbancia aparente (Figura 22b),
de acordo com Cortés et al 8, utilizando a equacéo ((19)). Pode-se observar que os pontos de
maximo e de minimo do espectro de reflectancia suavizado foram invertidos no espectro de

absorbancia aparente.



65

F06_60/05_IIl |Area = 21.884,50 u.a. [Fo6_e0/05_1nl
100 : : 1,0
80 -

0,8

0,6 -|

Reflectancia (%)

0,4

Absorbancia Aparente

02

0,0

T 7 ; T T T T
300 400 500 600 700 800 900 1000
Comprimento de Onda (nm) Comprimento de Onda (nm)

a) b)
Figura 21 — a) Exemplo de espectro de refletancia suavizado de uma regido com LEV; b)

O espectro de absorbancia aparente.

Os espectros de reflectdncia e de absorbancia aparente de cada paciente foram
comparados individualmente com os espectros de pele sadia (Figura 22a eb).
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Figura 22 — a) Exemplo de espectro de reflectancia de pele sadia; b) O espectro de
absorbancia aparente de pele sadia.

Para cada paciente, 0 espectro de reflectancia referentes a regidgo com LEV foi divid ido
pelo espectro de regido sem LEV. Com o objetivo de analisar a concentragdo de melanina na
pele, foi considerado o intervalo entre 620 nm e 720 nm e foi calculado o In (logaritmo natural)
dos espectros relativos 43. Foi realizada regressdo linear e foram obtidos os valores do
coeficiente de determinacdo (R?), linear e angular.

Foi calculada a razéo entre os espectros de reflectancia de regido com LEV por espectros
de regido sem LEV. A Figura 23a mostra o grafico da razdo entre os espectros de reflectanc ia
difusa de regido com liquen em relagcéo a regido sem liquen, da paciente FO7, antes do inicio do

tratamento. Posteriormente, foi calculado o logaritmo natural da raz&o entre os espectros de
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reflectancia difusa, apenas na faixa entre 620 nm e 720 nm. A Figura 23b mostra o grafico do

logaritmo natural da mesma paciente antes do inicio do tratamento.

—— F07_59/02_1II_|
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Figura 23 — Espectros da paciente FO7. (a) Razéo, L/F, entre os espectros de reflectancia
difusa de regido com LEV pelo espectro de regido sem LEV. (b) Logaritmo natural, In
(L/F), da razéo L/F do espectro relativo entre 620 e 720 nm e a respectiva regressao linear.



67

4 RESULTADOS

O grupo de 15 pacientes tinha idade igual a (627 == 94) anos. O tempo de prurido era de
(87 == 93) anos. ApOs separacdo randdmica em trés grupos de tratamento, a distribuicao das
pacientes ficou de acordo com tabelas abaixo, correspondentes aos grupos COR (Tabela 5), FBM
(Tabela 6) e PDT (Tabela 7), respectivamente. No apéndice 2 sdo apresentados os resultados dos

testes de normalidade e de homogeneidade de variancias.

Tabela 5 - Caracteristicas das pacientes do grupo COR.

Tempo de
Paciente FPS Idade (anos) Prurido
(anos)
Cco1 i 53 6
C02 \% 75 5
Co03 i 75 2
C04 i 44 38
C05 i 66 10
Média £ DP 626 += 138 122 =147
Tabela 6 — Caracteristicas das pacientes do grupo FBM.
Tempo de
Paciente FPS Idade (anos) Prurido
(anos)
F06 Il 50 5
FO7 i 59 2
F08 i 72 11
F09 i 55 8
F10 1\ 62 20
Média £ DP 596 = 83 92 =69
Tabela 7 — Caracteristicas das pacientes do grupo PDT.
Tempo de
Paciente FPS Idade (anos) Prurido
(anos)
P11 i 60 5
P12 VI 65 6
P13 i 63 7
P14 i 71 3
P15 i 71 3
Média £ DP 660 =49 48 =18

Na Figura 24 sdo apresentados os espectros de reflectancia difusa referentes aos trés

tipos de tratamento com corticosteroide, fotobiomodulagdo e PDT, no inicio e apds um més de
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tratamento, por tipo de tratamento, de regides visualmente livres de LEV. S&o apresentados

apenas 0s espectros de pacientes que nao apresentaram regides em que a reflexao foi maxima.
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Figura 24 — Espectros de reflectancia difusa de regido livre de LEV. Referentes a pacientes

dos grupos: COR a) Antes do inicio do tratamento e b) Um més ap6s o inicio do

tratamento; FBM ¢) Antes do inicio do tratamento e d) Um més apds o inicio do

tratamento; e PDT e) Antes do inicio do tratamento e f) Um més apds o inicio do

tratamento.
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Na Figura 25 séo apresentados os espectros de reflectancia difusa referentes aos trés

tipos de tratamento com corticosteroide, fotobiomodulacdo e PDT, no inicio e apds um més de

tratamento, por tipo de tratamento, de regibes com LEV. S&o apresentados apenas 0s espectros

de pacientes que ndo apresentaram regides em que a reflexdo foi maxima.

€)

Figura 25 — Espectros de reflectancia difusa de regido com LEV. Referentes a pacientes
dos grupos
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No apéndice 1, sdo apresentados todos os espectros de reflectancia difusa origina is,

depois suavizados e 0s respectivos espectros de absorbancia aparente de cada uma das 15

pacientes do estudo, antes e ap6s um més de tratamento, de regides sem e com LEV.

Foram calculadas as &reas sob as curvas de cada espectro de reflectancia difusa

suavizado, no inicio e ap6s um més de tratamento, referentes as regibes sem e com LEV. Na

Tabela 8 sdo apresentados os valores das areas sob as curvas dos espectros de reflectanc ia

difusa.

Tabela 8 - Areas espectros de reflectancia das pacientes, em (x 1000 ua ).

. Idade Prurido Sem LEV Com LEV
Paciente (anos)  (anos) FPS Inicio Final Inicio Final
C02 75 5 \% 14,4 46,1 22,8 52,3
Co4 44 38 " 55,4 39,7 27,1 37,7
F06 60 5 i 29,7 25,1 21,9 43,2
FO7 59 2 i 18,7 49,2 26 29,5
FO08 72 11 Il 14,1 28,3 51 34,7
P11 60 5 " 42,5 42,4 39,2 29,4
P12 65 6 VI 24,2 18,8 26,9 19,6
P13 63 7 " 32,9 69,3 32,9 17,8
P14 71 3 "I 32,5 31,9 30,8 15,4
P15 71 3 i 18 30,1 12,3 22,3

A Tabela 9 apresenta os resultados do teste GLM ao comparar 0s valores das areas sob

as curvas por grupo de tratamento, em relagdo aos momentos inicial e final, para regibes sem e

com LEV, tendo como cofatores a idade, o tempo de prurido e a escala FPS, com post hoc de

Bonferroni. Ndo houve diferenca significante entre os tratamentos em relacdo a nenhum dos

cofatores na regido sem LEV antes ou depois dos tratamentos, pois p > 005.

Tabela 9 - Resultados das significancias, p, do teste GLM, na comparacéo entre os valores

das &reas dos espectros de reflectancia, por grupo em relagdo ao momento do tratamento,

considerando como cofatores a idade, o tempo de prurido e a escala FPS.

Sem LEV Com LEV
Cofator ) _
Antes Depois Antes Depois
Idade (anos) 0,073 0,523 0,440 0,878
Prurido (anos) 0,700 0,372 0,333 0,407
FPS 0,345 0,324 0,992 0,995
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Na Tabela 10, sdo apresentados os valores das significancias, p, para o teste GLM, ao
se comparar as areas dos espectros de reflectncia dos tratamentos, em relagdo aos momentos
inicial e final, e as regiGes sem e com LEV, tendo como cofatores a idade, o tempo de prurido e o

FPS. N&o houve diferengas significantes entre os grupos de tratamento, pois p > 005.

Tabela 10 - Valores de p para o teste GLM, na comparacgéao entre os tratamentos, em
relacdo aos momentos inicial e final, para regifes sem e com LEV.

Sem LEV Com LEV
Inicio Final Inicio Final
COR FBM 1,000 0,815 1,000 0,591
1,000 1,000 1,000 0,085
——— PDT
FBM 0,206 1,000 1,000 0,171

Tratamentos

Os espectros de reflectancia difusa suavizados foram transformados nos espectros de
absorbancia aparente, utilizando a equacdo (10). Os espectros de absorbancia aparente de todas
as pacientes sdo apresentados no apéndice 1.

Ao se observar os espectros de absorbéncia aparente, tanto das regides sem LEV, Figura
26, quanto com LEV, no inicio ou um més ap6s o inicio dos tratamentos, apenas referentes aos
espectros de reflectancia difusa que ndo apresentaram problemas de escala, nota-se que entre
400 nm e 500 nm ha duas bandas bem definidas. H& dois pontos de maximo em duas bandas

observadas. A primeira banda esta centrada em 1, = (4226 == 54) nm e a segunda banda em

1, = (4926 == 31) nm.
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Figura 26 — Espectros de absorbancia aparente de regido sem LEV, antes (esquerda) a
apos (direita) um més de tratamento. No canto superior direito de cada grafico hd uma
legenda identificando as pacientes de cada grupo de tratamento. Gréaficos a) e b) Grupo
COR; Gréficos ¢) e d) Grupo FBM; Gréficos e) e f) Grupo PDT.
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Figura 27 — Espectros de absorbancia aparente de regido com LEV, antes (esquerda) a

apos (direita) um més de tratamento. No canto superior direito de cada gréafico h4 uma

legenda identificando as pacientes de cada grupo de tratamento. Gréaficos a) e b) Grupo
COR; Gréficos ¢) e d) Grupo FBM; Gréficos e) e f) Grupo PDT.

Os graficos da Figura 28 representam 0s espectros relativos, obtidos a partir da razéo

entre 0 espectro de reflectancia difusa de regido com LEV (L) pelo espectro de reflectanc ia

difusa de regido sem LEV (F), por tipo e por periodo de tratamento. Nas legendas dos gréficos,

no canto superior direito, cada cor representa uma paciente por tipo de tratamento, numero da

paciente, idade, tempo de prurido e classificacdo de acordo com a escala FPS, nesta ordem.
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Figura 28 - Espectros relativos a razdo (L/F) entre o espectro de reflectancia difusa de
regido com LEV pelo espectro de regido sem LEV, antes (esquerda) a apds (direita) um
més de tratamento. No canto superior direito de cada grafico ha uma legenda
identificando as pacientes de cada grupo de tratamento. Graficos a) e b) Grupo COR;
Gréficos ¢) e d) Grupo FBM; Gréficos e) e f) Grupo PDT.

Considerando os espectros relativos, no intervalo de comprimentos de onda entre 620
nm e 720 nm, para o qual a influéncia de cromdforos como deoxihemoglobina e
oxihemoglobina se torna muito pequena, quando comparada a melanina 2943, foi calculado o
logaritmo natural do espectro relativo e, posteriormente, foi realizada regressdo linear. Tendo
como critério o valor de R2 mais proximo de 1, foram tracados os graficos (Figura 29) de uma

paciente de cada grupo de tratamento.
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Figura 29 - Graficos referentes a regresséo linear. O eixo vertical representa o In (L/F),
logaritmo natural da razéo entre os espectros de reflectancia de regido com LEV (L) pelo
espectro de regido sem LEV (F) das pacientes: do grupo COR, (a) antes (I) e (b) apds um
més (F) de tratamento; do grupo FBM, (c) antes e (d) apds um més de tratamento; e do

grupo PDT, (e) antes e (f) ap6s um més de tratamento.

Os valores dos coeficientes da regressao linear séo apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11 - Valores dos coeficientes R?, linear e angular referentes a regressao linear

realizada com os graficos

de In (L/F) por tratamento, paciente e momento dos

tratamentos.
Coeficientes
R? Linear (u.a.) Angular

Inicio 0,9885 2477 == 0021 — (446 == 003) x 10-3

C04_44/38 111
Apb6s 1 més | 0,77849 0453 == 0002 —(205 == 003) x 10~
Inicio 0,97145 1003 == 0008 —(112 2= 001) x 10-3

FO7_59/02_111I
Apbés 1 més | 0,95464 0975 == 0019 (206 == 003) x 10-3
Inicio 0,99083 0439 == 0003 —(683 == 004) x 10-*

P14 71/03_III
Apo6s 1 més | 0,86614 0115 == 0019 —(111 2= 003) x 10-3

De acordo com a equagdo (18), o coeficiente linear esta relacionado a concentracdo de

melanina. No inicio dos tratamentos, a paciente C04, do grupo COR, apresentava maior

coeficiente linear, ou seja, tinha maior concentracdo de melanina em sua pele, por outro lado, a

paciente P14, do grupo PDT, apresentou menor concentracdo de melanina.

Ao comparar 0s coeficientes lineares no inicio e apds um més de tratamento, verifica-

se que todas as pacientes apresentaram reducdo na concentracdo de pigmento. A paciente do

grupo COR, CO04, teve a maior reducdo, relativo a 81,7%, enquanto que a paciente do grupo

FBM, F07, teve menor reducao, na ordem de 2,79%.
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5  DISCUSSAO

De acordo com as areas obtidas por meio dos espectros de reflectancia difusa in vivo,
ap6s um més de tratamento, ao realizar comparaces intra e intergrupos ndo houve diferenca
estatistica significante entre os tratamentos.

Embora seja mais comum afetar a vulva, o liquen escleroso pode ser encontrado em
outras partes da pele, acometendo homens e criangas, inclusive 1°7. Nao é uma lesdo pré-
maligna, mas o liquen escleroso sintomatico pode aumentar as chances do desenvolvimento de
carcinoma celular escamoso 18, Dessa forma, o tratamento dessa doenga visa aliviar 0s
sintomas, sendo a corticoterapia o padrdo ouro 1%°. No entanto, outras modalidades terapéuticas
tém sido estudadas, como as terapias fotonicas 119, onde ndo somente a reacdo fisiologica da
pele deve ser compreendida, mas também a reacao Optica do tecido frente aos fétons.

A espectroscopia de reflectancia difusa in vivo permite a determinagdo nédo invasiva
das propriedades de reflexdo, absorcdo e espalhamento da pele, as quais podem oferecer
informacdo importante a respeito de seus constituintes, fisiologia e morfologia 1. O espectro
de reflectancia pode ser analisado por meio da intensidade do sinal detectado, o qual €
diretamente relacionado a éarea sob sua curva 112, Recentemente, Henricson e colaboradores
desenvolveram um sistema Optico usando espectroscopia de reflectancia difusa para quantificar
e descrever a resposta vascular de capilares sanguineos, onde a area sob a curva foi quantificada
pelo algoritmo criado 113,

O liquen escleroso é uma desordem epitelial ndo neoplésica de etiologia desconhecida,
caracterizada por afinamento da epiderme, hiperqueratose superficial e infiltrado inflamato r io
dérmico 114, A doenca confere a pele uma aparéncia branco-leitosa, cujos mecanis mos
responsaveis pela leucodermia (deficiéncia de pigmentacdo nos tecidos) podem ser a
diminuicdo da producdo de melanina, transferéncia reduzida de melanossomas em
queratindcitos e/ou perda de melandcitos 11°.

Dessa maneira, com 0 proposito de associar a intensidade da reflectancia com a
pigmentacdo da pele, o espectro de absorbéncia aparente também foi estudado. A denominagéo
“aparente” € necessaria para distinguir a absorbéncia quando medida indiretamente, isto ¢,
quando obtida por meio de um modelo analitico da reflectancia difusa 28.

As duas principais camadas da pele, epiderme e derme, tém indices de refracdo 1,5 e
1,8, respectivamente 16, Ou seja, além da reflexdo difusa causada pela diferenca entre os indices
de refracdo do ar e da epiderme, ha também reflexGes internas da radiacdo difusa e
retroespalhada, causadas entre a epiderme e a derme. No total, entre 4 e 7% dos fétons sdo

refletidos ao atingirem a pele 117, Ja em 1981 pesquisadores reportavam a importancia clinica
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da reflectancia da pele, pois enquanto na pele normal hd uma interface continua entre ar e
epiderme, 0 mesmo nao ocorre quando ha desordens dermatoldgicas, como a psoriase 117. Sendo
0 liquen escleroso uma leucodermia tal qual a psoriase, a utilizacdo da espectroscopia por
reflectancia difusa para verificacdo da resposta da pele frente as diferentes abordagens de
tratamento do liquen escleroso vulvar é promissora, ainda mais quando os resultados séo
complementados com os dados de absorbancia aparente 118,

Em situacdo fisioldgica normal, a pele ndo é homogénea, pois tem pelos, glandulas,
camadas e propriedades fisicas anisotropicas. Suas duas principais camadas sdo a epiderme e a
derme, sendo o estrato corneo a camada mais externa da epiderme, composto por células mortas
depositadas numa matriz lipidica 11°. Queratinécitos, Langerhans e melanécitos séo as células
que compBdem o restante da epiderme, sendo estes Ultimos os sintetizadores da melanina. As
organelas que contém a melanina sdo os melanossomos, 0s quais também estdo restritos a
epiderme 28, As fibras colagenas sdo as principais estruturas da derme, assim como 0S Nervos,
capilares e vasos sanguineos, mas também estdo presentes elastina, fibroblastos, células
endoteliais e de Schwann 120, Qs eritrécitos sdo as células sanguineas, compostos
principalmente por hemoglobina, tanto na sua forma oxihemoglobina ou deoxihemoglob ina.
Portanto, na faixa visivel do espectro eletromagnético, os principais croméforos da pele sdo a
hemoglobina (formas oxi e deoxi) e a melanina L.

De fato, ao observar nossos espectros de absorbancia aparente, tanto das regides sem
LEV quanto com LEV, no inicio ou um més apds os tratamentos, nota-se que entre 400 nm e 500
nm hé duas bandas bem definidas, cujos picos estdo centrados em 1, = (4226 == 54) nm
e 1, = (4926 == 31) nm. Segundo a literatura, a oxihemoglobina tem absorcdo maxima em
412 nm (banda Soret) e em 542 e 577 nm (bandas q), a deoxihemoglobina, tem banda Soret em
430 nm e uma banda g em 555 nm e a bilirrubina tem banda Soret em 460 nm e banda g em
550 nm. Na regido vermelha do espectro (acima de 600 nm) a absorbancia da bilirrubina, da
oxi e da deoxihemoglobina diminuem, embora a absorbancia da deoxihemoglobina ultrapasse
aquela da oxihemoglobina 1?1, Assim, é razodvel admitir que estas duas bandas correspondam
a bilirrubina e as formas oxi e deoxi dahemoglobina.

O fato importante a ser exposto é que a melanina ndo apresenta picos na regido visive |
e sua absorbancia é decrescente com o aumento do comprimento de onda 21, Nossos resultados
corroboram com isso. Embora a melanina, assim como a oxi e deoxihemoglobina tenham
absorcdo na faixa vermelha do espectro eletromagnético, a absorcéo relativa da melanina é mais
alta. Por esse motivo 0s espectros de absor¢do aparente foram investigados entre 620 e 720 nm,

para ressaltar, majoritariamente, a influéncia da pigmentacéo da melanina.



79

O método para obtencdo da concentracdo da pigmentacdo de melanina por meio da
absorbancia aparente foi descrito pela primeira vez em 1985, por Kollias e Bager “3e até entdo
tem se mostrado um método adequado, conforme publicacdo recente do mesmo grupo de
pesquisadores 111, Sendo assim, optou-se por determinar a concentracdo da melanina usando-se
este mesmo método validado.

De acordo com nossos resultados, apds um més, o grupo PDT apresentou a menor
concentragdo de melanina, proporcional a (0115 = 0019). J& as pacientes tratadas com FBM
apresentaram concentracdo cerca de 8 vezes maior, proporcional a (0975 = 0019) Ao se
comparar as concentragdes de pigmento no inicio e um més apos os tratamentos, observa-se que a
paciente do grupo FBM apresentou a menor reducdo na concentracdo de melanina, na ordem de
2,8%, enquanto que a do grupo COR apresentou uma reducéo de 81,7% e a do grupo PDT, 73,8%
de reducdo na concentracdo de melanina. Entdo, enquanto o grupo PDT foi aquele com menor
reflectancia, 0 grupo FBM foi o tratamento que manteve o nivel de pigmentagdo da pele. E preciso
ressaltar que a pele é um meio cuja caracterizacao das propriedades Opticas ainda é um desafio,
principalmente em medi¢des in vivo, cuja fibra de deteccdo da reflectncia tem didmetro limitado
(200 um no dispositivo usado em nossa metodologia). Dessa forma, embora as medi¢es tenham
sido realizadas no mesmo local anatémico, ndo é possivel garantir que todas foram submetidas as
mesmas condicdes, devido ao fluxo sanguineo, respiracdo e até instabilidade das pacientes,
conforme relatado por Karsten 122,

Para uma incidéncia perpendicular de fétons em relagdo a superficie da pele, cerca de
4% da luz é refletida. Os 96% restantes dos fotons sdo atenuados devido absorcdo ou
espalhamento. No entanto, essa € uma descricdo genérica do comportamento Optico da pele. Os
tratamentos fotonicos aqui descritos foram realizados com comprimento de onda (660 =+
10) nm que, de acordo com Mustafa e colaboradores, peles muito claras transmitem 93% dos
fotons incidentes e peles negras transmitem 29% em um caminho éptico de 80 pum 16, Ou seja,
para que compreendamos a resposta fotobiolégica da pele apOs os tratamentos, tanto para a
variavel reflectdncia quanto para absorbéncia, é necessario considerarmos a escala Fitzpatrick
e a interacdo da luz vermelha com a pele.

Embora a espessura das camadas da pele varie com a regido anatbmica, idade e estado
de salde, pode-se representar a espessura da epiderme com valores entre 20 e 150 um, tendo o
estrato corneo cerca de 10 um. Ja a derme possui espessura entre 2 e 4 mm 117, De acordo com
a literatura, a hemoglobina situa-se tipicamente entre 50 e 500 um abaixo da superficie da pele,

enguanto a melanina, conforme ja mencionado, encontra-se na epiderme 2%, Entéo, pode-se



80

estimar que os fotons vermelhos foram capazes de atingir os principias cromoforos da pele, o
que é fundamental para o sucesso da fotobiomodulacéo 123. No entanto, apesar da hemoglob ina
e melanina determinarem a absor¢do em comprimentos de onda maiores que 400 nm na pele, o
espalhamento provocado pelas fibras colagenas também influencia o sinal da reflectanc ia
detectado e, logo, da absorbancia 7.

Em estudo prévio realizado por nosso grupo (dados submetidos para publicagdo), os
grupos FBM e PDT apresentaram fibras colagenas mais organizadas do que o grupo
corticosteroide. No entanto, o grupo tratado com FBM mostrou-se promissor quanto a
congestdo vascular (maior que a PDT) e hialinizacdo (menor que a PDT). A fotobiomodulacao
também tem sua utilizacdo em doencas crénicas de pele, tais como eczemas, dermatite atdpica
e psoriase, devido a sua acdo anti-inflamatoria e regeneracdo tecidual, estimulando a
proliferacdo de fibroblastos, sintese do colageno e neovascularizacdo de tecidos lesados, além
da imunomodulacdo 124, Portanto, pode-se hipotetizar que a maior concentracao de pigmentacao
detectada no grupo FBM teve também influéncia do colageno, o qual absorve na faixa vermelha
do espectro eletromagnético 125. Embora a PDT também tenha sido realizada com fétons
vermelhos, é preciso considerar que devido a presenca do azul de metileno a profundidade de
penetracdo dos fétons ndo tenha sido tdo eficiente quanto aquela do grupo FBM. A utilizacdo
da fotobiomodulacdo no liquen escleroso vulvar é inédita e, por essa razdo, nao foram
encontrados trabalhos para corroborar com nossos achados.

Ao tratar desordens da pele com fotobiomodulagdo ou terapia fotodinamica,
croméforos enddgenos ou exdgenos presentes nas células da derme ou epiderme devem
absorver os fotons. O emprego assertivo das terapias fotonicas, portanto, requer o conhecime nto
Optico do tecido alvo para que sejam discutidas qual porcdo da luz incidente efetivamente atinge
tais cromoforos e como a interagdo luz-tecido impacta na resposta bioldgica. Sendo assim, espera-
se que o presente estudo contribua para a otimizagdo das terapias fotnicas no liquen escleroso

vulvar, por meio da melhor compreenséo da reflectincia e absorbancia desse tecido.
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6  CONCLUSOES

Foi utilizado 0 método GLM (modelos lineares generalizados) para comparar as areas sob
as curvas dos espectros de reflectancia difusa, in vivo, na faixa espectral de 300 nm até 1040 nm,
em duas regides de pele, uma acometida com LEV e outra visualmente sem LEV. Os espectros
foram obtidos em dois momentos, um antes e outro ap6s um més apds do inicio de tratamentos
com corticosteroide, fotobiomodulagdo ou terapia fotodinamica. Nao houve diferenca estatistica
significante entre os tratamentos, considerando como cofatores a idade, o tempo de prurido e a
escala de Fitzpatrick.

Os espectros de absorbéncia aparente foram determinados a partir dos espectros de
reflectancia difusa. A partir de sua analise, observou-se que ha pontos de maximo em duas bandas.
A primeira tem ponto de madximo em 1, = (4226 == 54) nm e a segunda, em 1, = (4926 = 31) nm
gue podem estar relacionadas as bandas de absorcdo Soret de trés cromdforos: a
oxihemoglobina (413 nm), a deoxihemoglobina (430 nm) ou a bilirrubina (460 nm).

Foi considerada uma paciente de cada grupo de tratamento e, para elas, foi calculada a
razdo entre os espectros de reflectancia difusa de regido com LEV e de regido sem LEV, antes e
apos os tratamentos. Posteriormente, foi calculado o logaritmo natural dessa razao, na regido entre
620 nm e 720 nm e foi realizada regressdo linear. De acordo com Kollias e Bager %3, a
concentracdo de melanina esta relacionada ao coeficiente linear dessa regressao. Desta forma,
verificou-se que a paciente do grupo FBM apresentou a menor redugdo na concentracdo de
melanina, de 2,8%, enquanto que a do grupo COR apresentou a maior reducéo, de 81,7% e a do
grupo PDT, 73,8% de reducdo quando comparados 0s momentos inicial e final dos tratamentos.

De acordo com os resultados, ap6s um més de tratamento, as pacientes tratadas com
terapia fotodindmica apresentaram a regido da pele com liquen escleroso menos refletora.
Enquanto as pacientes tratadas com fotobiomodulacdo apresentaram a menor reducdo na
pigmentacao.

Com relacdo aos tratamentos, A técnica mostrou que houve alteracdes dpticas diferentes
para tipos diferentes de tratamento. No entanto, existe a necessidade de se aprofundar mais na
anélise espectroscopica e se realizar exames histologicos complementares afim de se conhecer
maiores detalhes sobre a potencialidade da técnica no estudo de dermatoses.

Os resultados mostram que a técnica de espectroscopia de reflectancia difusa in vivo foi
sensivel a pequenas alteracGes Opticas que ocorreram na pele com e sem LEV em um més de
tratamento. Portanto a técnica configura mais uma ferramenta para estudar e detectar alteragtes

em pele com dermatoses.
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7 CONSIDERAQC)ES FINAIS

A espectroscopia de reflectancia difusa in vivo demonstrou ser uma técnica sensivel a
pequenas alteragdes em tecidos como a pele. Portanto, pode ser utilizada e aprimorada no estudo
de dermatoses, mas ainda requer estudos complementares para determinar sua potencialidade na
deteccéo de alteracdes Opticas sultis.

Com relacdo ao LEV, ainda ha muito o que se conhecer e a se fazer com relacdo a
espectroscopia de reflectéancia difusa e de absorbancia aparente. Os resultados sdo bastante

promissores e ainda devem ser comprovados por intermédio de outras técnicas histoldgicas.
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APENDICE 1 - ESPECTROS DE TODAS AS PACIENTES

Espectros de reflectancia difusa originais, ap0s suavizagdo pela técnica SGS e de

absorbancia aparente de cada paciente antes e depois de um més de tratamento, de regides sem
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Figura 30 — Grupo COR, paciente C01 de 53 anos, com tempo de prurido de 6 anos e

FPS=I11, regido sem LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apds, a direita.

Espectros: (a) Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apds um més; (c) Reflectancia

suavizada no inicio; d) Reflecténcia suavizada apds um més; e) Absorbancia aparente no

inicio; f) Absorbancia apds um més de tratamento.
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Figura 31 — Grupo COR, paciente C01 de 53 anos, com tempo de prurido de 6 anos e

FPS=I11, regido com LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apds, a direita.

Espectros: (a) Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apds um més; (c) Reflectancia

suavizada no inicio; d) Reflecténcia suavizada apds um més; e) Absorbancia aparente no

inicio; f) Absorbancia apds um més de tratamento.
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Figura 32 — Grupo COR, paciente C02 de 75 anos, com tempo de prurido de 5 anos e
FPS=V, regido sem LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apos, a direita.
Espectros: (a) Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apds um més; (c) Reflectancia
suavizada no inicio; d) Reflectancia suavizada apos um més; e) Absorbancia aparente no

inicio; f) Absorbancia apds um més de tratamento.
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Figura 33 — Grupo COR, paciente C02 de 75 anos, com tempo de prurido de 5 anos e

FPS=V, regido com LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apds, a direita.

Espectros: (a) Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apds um més; (c) Reflectancia

suavizada no inicio; d) Reflecténcia suavizada apds um més; e) Absorbancia aparente no

inicio; f) Absorbancia ap6s um més de tratamento.
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Figura 34 — Grupo COR, paciente C03 de 75 anos, com tempo de prurido de 2 anos e
FPS=III, regido sem LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apos, a direita.
Espectros: (a) Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apds um més; (c) Reflectancia
suavizada no inicio; d) Reflecténcia suavizada apds um més; e) Absorbancia aparente no

inicio; f) Absorbancia apds um més de tratamento.
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Figura 35 — Grupo COR, paciente C03 de 75 anos, com tempo de prurido de 2 anos e

FPS=III, regido com LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apos, a direita.

Espectros: (a) Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apds um més; (c) Reflectancia

suavizada no inicio; d) Reflecténcia suavizada apds um més; e) Absorbancia aparente no

inicio; f) Absorbancia apds um més de tratamento.
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Figura 36 — Grupo COR, paciente C04 de 44 anos, com tempo de prurido de 38 anos e
FPS=III, regido sem LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apos, a direita.
Espectros: (a) Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apds um més; (c) Reflectancia
suavizada no inicio; d) Reflectancia suavizada apds um més; e) Absorbancia aparente no

inicio; f) Absorbancia apds um més de tratamento.
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Figura 37 — Grupo COR, paciente C04 de 44 anos, com tempo de prurido de 38 anos e
FPS=III, regido com LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apos, a direita.
Espectros: (a) Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apds um més; (c) Reflectancia
suavizada no inicio; d) Reflecténcia suavizada apds um més; e) Absorbancia aparente no

inicio; f) Absorbancia apds um més de tratamento.
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Figura 38 — Grupo COR, paciente C05 de 66 anos, com tempo de prurido de 10 anos e
FPS=III, regido sem LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apos, a direita.
Espectros: (a) Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apds um més; (c) Reflectancia
suavizada no inicio; d) Reflecténcia suavizada apds um més; e) Absorbancia aparente no
inicio; f) Absorbancia apds um més de tratamento.
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Figura 39 — Grupo COR, paciente C05 de 66 anos, com tempo de prurido de 10 anos e

FPS=III, regido com LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apos, a direita.

Espectros: (a) Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apds um més; (c) Reflectancia

suavizada no inicio; d) Reflecténcia suavizada apds um més; e) Absorbancia aparente no

inicio; f) Absorbancia apds um més de tratamento.
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Figura 40 — Grupo FBM, paciente FO6 de 60 anos, com tempo de prurido de 5 anos e
FPS=III, regido sem LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apos, a direita.
Espectros: (a) Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apds um més; (c) Reflectancia
suavizada no inicio; d) Reflecténcia suavizada apds um més; e) Absorbancia aparente no

inicio; f) Absorbancia apds um més de tratamento.
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Figura 41 — Grupo FBM, paciente FO6 de 60 anos, com tempo de prurido de 5 anos e
FPS=III, regido com LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apos, a direita.
Espectros: (a) Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apds um més; (c) Reflectancia
suavizada no inicio; d) Reflecténcia suavizada apds um més; e) Absorbancia aparente no

inicio; f) Absorbancia apds um més de tratamento.
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Figura 42 — Grupo FBM, paciente FO7 de 59 anos, com tempo de prurido de 2 anos e

FPS=III, regido sem LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apos, a direita.

Espectros: (a) Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apds um més; (c) Reflectancia

suavizada no inicio; d) Reflecténcia suavizada apds um més; e) Absorbancia aparente no

inicio; f) Absorbancia apds um més de tratamento.
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Figura 43 — Grupo FBM, paciente FO7 de 59 anos, com tempo de prurido de 2 anos e
FPS=III, regido com LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apos, a direita.
Espectros: (a) Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apds um més; (c) Reflectancia
suavizada no inicio; d) Reflecténcia suavizada apds um més; e) Absorbancia aparente no

inicio; f) Absorbancia apds um més de tratamento.
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Figura 44 — Grupo FBM, paciente FO8 de 72 anos, com tempo de prurido de 11 anos e
FPS=III, regido sem LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apos, a direita.
Espectros: (a) Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apds um més; (c) Reflectancia
suavizada no inicio; d) Reflecténcia suavizada apds um més; e) Absorbancia aparente no

inicio; f) Absorbancia apds um més de tratamento.



C04_a4/38_llI|

Reflectancia (%)

T T T T T T T
300 400 500 600 700 800 900 1000
Comprimento de Onda (nm)

F08_72/11_lll|

|Area = 5.099,23 u.a/|

100
80—

60

Reflectancia (nm)

40 +

o 4 T T f T -
300 400 500 600 700 800 900 1000
Wavelengh (nm)

FO8_72/11_lll

Absorbancia Aparente

T T T T T T T
300 400 500 600 700 800 900 1000

Wavelengh (nm)

e) f)

Reflectancia (%)

Reflectancia (%)

Absorbancia Aparente

C04_44/38_l|

T T T T T T T
300 400 500 600 700 800 900 1000
Comprimento de Onda (nm)

F08_72M1_lIl |Area = 34.665,21 u.a.|

100

= T T T f T -
300 400 500 600 700 800 900 1000
Comprimento de Onda (nm)

FO8_72/11_lIl

0,0

T T T T T T T
300 400 500 600 700 800 900 1000
Comprimento de Onda (nm)

104

Figura 45 — Grupo FBM, paciente FO8 de 72 anos, com tempo de prurido de 11 anos e

FPS=III, regido com LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apos, a direita.

Espectros: (a) Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apds um més; (c) Reflectancia

suavizada no inicio; d) Reflectancia suavizada ap6s um més; e) Absorbancia aparente no

inicio; f) Absorbancia apds um més de tratamento.
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Figura 46 — Grupo FBM, paciente FO9 de 55 anos, com tempo de prurido de 8 anos e
FPS=III, regido sem LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apos, a direita.
Espectros: (a) Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apds um més; (c) Reflectancia
suavizada no inicio; d) Reflecténcia suavizada apds um més; e) Absorbancia aparente no

inicio; f) Absorbancia apds um més de tratamento.
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Figura 47 — Grupo FBM, paciente FO9 de 55 anos, com tempo de prurido de 8 anos e
FPS=III, regido com LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apos, a direita.
Espectros: (a) Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apds um més; (c) Reflectancia
suavizada no inicio; d) Reflecténcia suavizada apds um més; e) Absorbancia aparente no

inicio; f) Absorbancia apds um més de tratamento.
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Figura 48 — Grupo FBM, paciente F10 de 62 anos, com tempo de prurido de 20 anos e

FPS=1V, regido sem LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apos, a direita.

Espectros: (a) Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apds um més; (c) Reflectancia

suavizada no inicio; d) Reflectancia suavizada apds um més; e) Absorbancia aparente no

inicio; f) Absorbancia apds um més de tratamento.
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Figura 49 — Grupo FBM, paciente F10 de 62 anos, com tempo de prurido de 20 anos e

FPS=1V, regido com LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apos, a direita.

Espectros: (a) Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apds um més; (c) Reflectancia

suavizada no inicio; d) Reflectancia suavizada ap6s um més; e) Absorbancia aparente no

inicio; f) Absorbancia apds um més de tratamento.
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Figura 50 — Grupo PDT, paciente P11 de 60 anos, com tempo de prurido de 5 anos e
FPS=III, regido sem LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apos, a direita.
Espectros: (a) Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apds um més; (c) Reflectancia
suavizada no inicio; d) Reflecténcia suavizada apds um més; e) Absorbancia aparente no

inicio; f) Absorbancia apds um més de tratamento.
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Figura 51 — Grupo PDT, paciente P11 de 60 anos, com tempo de prurido de 5 anos e

FPS=III, regido com LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apos, a direita.

Espectros: (a) Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apds um més; (c) Reflectancia

suavizada no inicio; d) Reflecténcia suavizada apds um més; e) Absorbancia aparente no

inicio; f) Absorbancia apds um més de tratamento.
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Figura 52 — Grupo PDT, paciente P12 de 65 anos, com tempo de prurido de 6 anos e

T T T T T T T
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FPS=VI, regido sem LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apds, a direita.
Espectros: (a) Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apds um més; (c) Reflectancia
suavizada no inicio; d) Reflecténcia suavizada apds um més; e) Absorbancia aparente no

inicio; f) Absorbancia apds um més de tratamento.
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Figura 53 — Grupo PDT, paciente P12 de 65 anos, com tempo de prurido de 6 anos e

FPS=VI, regido com LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apds, a direita.

Espectros: (a) Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apds um més; (c) Reflectancia

suavizada no inicio; d) Reflectancia suavizada apos um més; e) Absorbancia aparente no

inicio; f) Absorbancia apds um més de tratamento.
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Figura 54 — Grupo PDT, paciente P13 de 63 anos, com tempo de prurido de 7 anos e

FPS=III, regido sem LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apos, a direita.

Espectros: (a) Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apds um més; (c) Reflectancia

suavizada no inicio; d) Reflecténcia suavizada apds um més; e) Absorbancia aparente no

inicio; f) Absorbancia apds um més de tratamento.
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Figura 55 — Grupo PDT, paciente P13 de 63 anos, com tempo de prurido de 7 anos e

FPS=III, regido com LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apos, a direita.

Espectros: (a) Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apds um més; (c) Reflectancia

suavizada no inicio; d) Reflecténcia suavizada apds um més; e) Absorbancia aparente no

inicio; f) Absorbancia apds um més de tratamento.
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Figura 56 — Grupo PDT, paciente P14 de 71 anos, com tempo de prurido de 3 anos e

Comprimento de Onda (nm)

FPS=III, regido sem LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apos, a direita.
Espectros: (a) Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apds um més; (c) Reflectancia
suavizada no inicio; d) Reflecténcia suavizada apds um més; e) Absorbancia aparente no
inicio; f) Absorbancia apds um més de tratamento.
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Figura 57 — Grupo PDT, paciente P14 de 71 anos, com tempo de prurido de 3 anos e
FPS=III, regido com LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apos, a direita.
Espectros: (a) Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apds um més; (c) Reflectancia
suavizada no inicio; d) Reflecténcia suavizada apds um més; e) Absorbancia aparente no

inicio; f) Absorbancia apds um més de tratamento.
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Figura 58 — Grupo PDT, paciente P15 de 60 anos, com tempo de prurido de 5 anos e
FPS=I11, regido sem LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apds, a direita.
Espectros: (a) Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apds um més; (c) Reflectancia
suavizada no inicio; d) Reflecténcia suavizada apds um més; e) Absorbancia aparente no

inicio; f) Absorbancia apds um més de tratamento.
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Figura 59 — Grupo PDT paciente P15 de 71 anos, com tempo de prurido de 3 anos e

FPS=I11, regido com LEV, no inicio do tratamento, a esquerda, e um més apds, a direita.

Espectros: (a) Reflectancia difusa no inicio; (b) Reflectancia apds um més; (c) Reflectéancia

suavizada no inicio; d) Reflecténcia suavizada apds um més; e) Absorbancia aparente no

inicio; f) Absorbancia apds um més de tratamento.
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APENDICE 2 - TESTES DE NORMALIDADE E DE HOMOGENEIDADE
Resultados dos testes das significancias de normalidade de Kolmogorov-Smirnov (KS)

para as idades das pacientes e o tempo de prurido e de homogeneidade de variancias de Levene.

Tabela 12 - Valores da significancia, p, para o teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov
para os fatores idade e tempo de prurido das pacientes deste estudo, divididos por grupo

de tratamento.

Fator | cor FBM PDT Total
Idade 0,3415 0,8996 0,3557 0,9772
Tempo de Prurido 0,4379 1,0000 0,9591 0,1857

A Tabela 13 apresenta os resultados do teste de normalidade de Kolmogorov-Smir nov
para os valores de todas as areas sob as curvas dos espectros de reflectancia difusa para as

regides sem e com liquen escleroso vulvar (LEV) antes e ap6s um més de tratamento.

Tabela 13 - Valores de significancia, p, para o teste de normalidade de Kolmogorov-
Smirnov ao analisar as areas sob as curvas dos espectros de reflectancia difusa apds

suavizacgdo com a técnica de SGS.

Fator COR  FBM PDT  Total
Area de regizo Inicio 1,0000  1,0000  1,0000
sem LEV Final 09384 09669  1,0000
Area de reqiao Inicio 0,9449 1,000  0,9705
com LEV Final 1,0000  1,0000  1,0000

Os valores das significancias para o teste de homogeneidade de variancias de Levene

em relacdo as areas sob as curvas dos espectros de reflectancia sao indicados na Tabela 14.

Tabela 14 - Valores de significancia de homogeneidade de variancias, p, para o teste de

Levene.
COR FBM PDT
p 0,1933 0,6502 0,3326

Como p > 005 em todos os testes logo todos os dados s&o normais e serdo indicados por

media e desvio padrdo (DP), e homogéneos.



