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Resumo: Este trabatho apresenta uma série de resultados referentes a utilizagdo
da Microscopia de Forca Atémica (MFA) em aplicagbes na observagio de
materiais biologicos, comprovando sua eficacia como importante método para
investigagéo de variados fendmenos. A estrutura molecular do colageno do
tenddo de rato foi utilizado como modelo de reparaco tecidual. Utilizou-se
laser de HeNe (6 mW) como recurso no intuito de promover ou facilitar a
cicatrizagdo e se analisou por meio da MFA, Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) e Espectroscopia de Infravermetho por Transformada de
Fourier (FT-IR), estes ultimos com objetivos de dar um panorama de menor
ampliagdo do tecido em reparacio e avaliar os aspectos das possiveis
modificagbes bioquimicas na estrutura das moléculas de colageno,
respectivamente. A MEV mostrou evidéncias de melhor organizacio na
reparagfo do tenddo nos animais tratados com o laser de HeNe, acelerando-a
em relacdo aos animais controle, ndo tratados. Os animais tratados pelo laser
com diferentes doses, mostrou sinais de aceleragio do processo na
dependéncia da dose. As doses que foram mais eficientes foram 5 Jem?, 50
Jem® e 0,5 J/em® considerados em ordem decrescente. Tais resultados foram
corroborados com a MFA_ repetindo as caracteristicas de autoenrolamento,
mesmo quando observado em resolucdes maiores. Nio houve modifica¢Ges
dignas de nota quando comparados os resultados obtidos com FT-IR.
Provavelmente houve alguma falha na preparagdo das amostra para este
objetivo, uma vez que as amostras eram as mesmas preparadas para andlises
no MFA. Os fendmenos como melhor organizacdo das moléculas de
colageno, aumento do didmetro das fibras, formagdo de feixes mais €5pessos €
melhor direcionalidade azimutal foram algumas das evidéncias que apontam
para uma atuagio positiva do laser sobre o colageno. Aparentemente o laser
atua como um sinalizador na matriz extracelular para alteragdes da estrutura
fibrilar, que ocorre a partir da interacdo do campo eletromagnético coerente
com a molécula de coligeno. O aparecimento precoce da morfologia de
ondulagBes e enrugamentos € mais uma evidéncia de modificagiio morfoldgica
das fibras do tenddo que tem sabidamente uma repercussdo importante sobre
o desempenho funcional desta estrutura corporal. (PARIZOTTO, NIVALDO
A. - Aciio do Laser de Hélio-Nednio sobre o Processo de Reparo
Tecidual: Um Estudo do Coligeno por Microscopia Eletrénica de
Varredura, Microscopia de Forga Atdémica e Espectroscopia por
Infravermelho. - Tese de Doutorado)

Palavras chave: Microscopia de Forca Atdmica, Colageno, Microscopia Eletrénica de
Varredura, Laser de Baixa Intensidade, Reparo Tecidual, Nanoestruturas,
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Abstract: Some works were seeem results by use of Atomic Force Microscopy
(AFM) in biological applications. This method of investigation has been
aproved in some kinds of biological analysis. The collagen molecular
structure of rat tendon were used as a model of tissue repair. The HeNe laser
(CW power = 6 mW) were applied to promote or stimulate the wound repair.
We analised this phenomenon by Atomic Force Microscopy, Scanning
Electron Microscopy (SEM) and Infrared Spectroscopy (FT-IR). The SEM
has low amplification in the image and can show the repair tissue and the FT-
IR revealed the biochemical changes in the collagen molecule structure, The
SEM image show best tendon repair in HeNe laser treated animals than
controls, no treated, specially in the rate of organization. All treated groups
exhibited faster tendon repair than for the control groups, but the dose of
laser is very important in this way. The best doses were in decreasing order 5
Jem®, 50 Jem® and 0,5 J/em®. These results were confirmed with AFM,
which presents coiling format. In the results, FT-IR exhibits no differences in
the groups of animals. The phenomena of best collagen molecule order, raise
in fiber diameter, collagen bundle to grow thick and raise the azimutal axis are
several of evidence to support the idea of positive laser action in collagen
molecule. Probably the laser radiation play as a signal in extracellular matrix
for the fibrillar structural changes, that occur after the coherent
electromagnetic field interaction with collagen molecules. The early appearing
of crimped morphology represents a good evidence of structural changes in
the tendon fibers that have a significant influence in the finctional
performance of this body structure. { PARIZOTTO, NIVALDO A. - The
Helion Neon Laser Action on the Tissue Repair Process: A Collagen
Study by Scanning Electron Microscopy, Atomic Force Microscopy and
Infrared Spectrocopy. Doctoral Thesis)

Key words: Atomic Force Microscopy, Collagen, Scanning Electron Microscopy. Low Level
Laser Therapy, Tissue Repair, Nanostructures.




Capitulo 1 - introducio 1

INTRODUCAQO

Uma enorme variedade de terapias tem surgido ao longo do tempo
na medida que ocorrem avangos nas areas de aplicacdes tecnologicas. Por
exemplo temos a area de aplicagdes da eletricidade com objetivos
terapéuticos e mais recentemente, as aplicagdes de laser. Estas terapias
tem tambeém sofrido grandes modificagdes em fungio da propria evolugdo

tecnologica.

LASER ¢ um apécrifo da versio em inglés de “amplificacdo de luz
por emissdo estimulada de radiagio” e designa atualmente uma enorme

série de dispositivos com emissdo de radiagdo eletromagnética em
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diversas faixas do espectro eletromagnético, indo dos raios X as
microondas. Algumas caracteristicas especiais tornam essa radiagdo laser
diferente da radiacdo eletromagnética natural, como por exemplo a alta

monocromaticidade, a coeréncia espacial e a polarizagéo.

Apos mais de 40 anos da concepgdo tedrica do efeito laser por
Einstein em 1917, somente em 1960 o primeiro laser foi construido por
Maiman. Pouco tempo depois foi introduzido nas ciéncias da saude.
Inicialmente como instrumento cirtirgico para execugdo de cortes ¢
evapora¢do de tecidos e posteriormente, apds a observagdo de alguns
efeitos ndo térmicos que estimulavam a cicatrizagdo de tecidos, se
iniciaram os estudos dos efeitos fotobiologicos ou ndo térmicos dos

laseres.

Algumas investigagdes foram realizadas com objetivo de estudar os
mecanismos que poderiam explicar como os laseres com baixa poténcia de
emissdo causam mudangas nas células, suficientes para alterar a atividade
metabolica e provocar modificagdes nas respostas do organismo como um

todo.

LASER

Os principios sobre os quais os laseres sio baseados foram
desenvolvidos no final do século passado por Planck e Einstein. Muitas
especulagdes foram feitas sobre os conceitos de Maxwell por considerar
as radiagbes eletromagnéticas como ondas. Baseado no concetto de
Planck da energia quéntica, Einsten publicou o artigo “Zur Quantum
Theori der Strahlung”, em 1917, que destacou o principio da emissio

estimulada de fotons. Entretanto, somente apos quarenta anos foi
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construido o primeiro instrumento de amoénia emitindo na faixa de

microondas, chamado Maser (Gordon, Zeiger e Townes, 1958).

O primeiro laser foi construido em 1960 por Maiman, produzido
com cristal de rubi, com um feixe intenso e visivel, com uma pura cor
vermetha (A=694 nm), por poucos milisegundos. As aplicacdes
comegaram a se desenvolver, especialmente ap6s a obtengdo de outros
comprimentos de onda. Em 1961 foram desenvolvidos os laseres de Hélio-
Neonio (HeNe) e o de Neodimio-Yttrium Aluminium Garnet (Nd:YAG),
em 1962 apareceu o laser de Argdnio (Ar) e posteriormente foram
desenvolvidos o laser de Dioxido de Carbono (1964) e as fontes de laseres
semicondutores, como o Arseneto de Galio (GaAs). O laser de HeNe
tomou-se o laser mais comumente empregado para realizacdo das
aplicagdes biomédicas com objetivos ndo térmicos, ou seja, laser de baixa

intensidade.

Os primeiros trabalhos empregando laseres de baixa intensidade
foram executados por Mester (1968), que utilizou o termo
“bioestimulagdo” para aqueles efeitos ndo térmicos, descritos
anteriormente por Tomberg (1964). Ele fez alguns experimentos in vitro
observando o comportamento celular apos a irradiagdo com poténcias
reduzidas. Posteriormente, em experimentos conduzidos em animais in
vivo, Mester (1969), conseguiu a observagio de aceleragio da
cicatrizagdo de tlceras torpidas ou aquelas com dificuldade de
cicatrizagdo, as quais se achavam resistentes aos tratamentos

convencionais.

Até bem pouco tempo, a literatura sobre tratamentos com laser de
baixa intensidade era escassa ¢ muitos dos artigos que foram publicados

ndo continham dados suficientes, especialmente sobre os parimetros
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fisicos como densidade de poténcia, densidade de energia e outros, 0 que
impossibilitava a reprodugdo das pesquisas destes mvestigadores. Por
esse motivo, muitas informagdes ficaram dispersas, criando-se um

ceticismo a respeito dos efeitos terapéuticos do laser.

Basford (1986, 1989) identificou varios trabalhos realizados com
objetivos de investigar os efeitos atérmicos do laser, cujas especificagdes
dos pardmetros de tratamento estavam inadequadas ou havia
comprometimento do planejamento experimental, geralmente com a
auséneia de grupos de controle. Qutra questio que se observou,
notadamente nos trabalhos clinicos - ¢ que os autores utilizaram estudos
cego-simples - isto ¢, foram realizados simulagdes da irradiagdo-e os
investigadores podiam distinguir entre os dados do grupo placebo e dos
grupos tratados. O correto seria fazer estudos duplo-cego, onde o
investigador que analisa os dados ndo sabe se sio dos grupos tratados ou
do placebo. Um editorial criticando esse tipo de abordagem foi publicado
na revista Pain (Devor, 1990), no qual foi colocado em divida a
eficiéncia em produzir analgesia com esse tipo de equipamento (laseres
frios). Além disso, Gam, Thorsen e Lonnberg (1993) publicaram na
mesma revista artigo contendo uma meta-analise sobre o efeito analgésico
da terapia com laser de baixa intensidade sobre a dor musculo-esquelética,
por meio de interpretagdo das escalas analogo-visuais de dor, sobre cujos
resultados sdo expedidas conclusGes desfavoraveis ao efeito de reducio da
dor. Entretanto, um aumento no nimero de artigos com melhor
planejamento estrutural dos experimentos tem sido encontrados apods estas
discussdes. Nos trabathos sobre agdo dos laseres em células, em modelos
animais e até nas investigagdes clinicas tem sido observados os cuidados

metodologicos para que se possa dar sustentacdo aos resultados, e
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atualmente ja ¢ possivel justificar as aplicagées terapéuticas para algumas

situagdes clinicas definidas.

Helioterapia

Parece importante fazer um pequeno exercicio de revisio historica
para justificar com maior propriedade a utilizagio dos laseres para a
terapia. A idéia vem dos tempos mais antigos, quando os Fenicios e os
Hebreus adoravam o “deus sol” ¢ pediam a cura de diversas enfermidades,
Se conseguiu verificar, ja nesta época, a relagio da luz do sol com os
processos de cicatrizagdo (Licht, 1967). Apos o inicio do cristianismo nos
tempos do grande império romano, com a modificagio dos costumes para
uma crenga monoteista, 0 emprego da Helioterapia tomou outros rumos.
Os grandes médicos gregos e romanos como Celsus ¢ Galeno
conseguiram demonstrar que os banhos de sol tinham uma grande
importincia para a prevengdo de doengas. Herédoto percebeu a
importancia do sol no crescimento e desenvolvimento dos 0ssos Ja no

seculo VID.C.

Apo6s este periodo inicial, muitas idéias sobre as possibilidades
terapéuticas da luz, nos seus diversos comprimentos de onda, foram
propostas e testadas, algumas das quais s3o utilizadas até hoje como
tratamento de rotina nos hospitais e clinicas do mundo todo. Dentre as
principais, podemos destacar as seguintes: (i ) o efeito bactericida do
Ultra-violeta, (ii) o tratamento do “lupus vulgaris™ por actinoterapia e (iii)
o estabelecimento de diferentes doses para Ultra-violeta. Mais
recentemente, a utilizagdo da terapia PUVA, ou seja, a ingestdo oral de

psoralen e a irradiagdo com ultra-violeta tipo A, tem se mostrado eficiente
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em produzir reagdes citotéxicas nas lesdes psoriasicas, e portanto, com
boa eficacia no tratamento (Baxter, 1994). Ndo podemos nos esquecer
dos efeitos nocivos da luz solar em algumas condigdes, especialmente
como principal agente causal no céncer de pele, principalmente quando se
abusa na exposigdo, ja que parte da protegdo exercida pela camada de

ozonio na atmosfera para a penetragéo da luz, esta reduzindo.

Desenvolvimento das Aplicacdes Biomédicas dos Laseres.

Os oftalmologistas foram os primeiros da 4drea de sande a se
utilizarem dos laseres. As primeiras aplicagdes foram em cirurgias de
descolamento de retina, por mecanismo de fotocoagulagdo. Outra area que
passou a utilizar os laseres para tratamento foi a oncologia. Pulsos de laser
foram utilizados em tumores malignos para destrui-los. Resultados
variados foram obtidos com este tipo de terapia nos tumores. Operando em
modo continuo, o laser de CO, provou ser um dos mais adequados para
cirurgias ablativas nas areas de neurocirurgia, dermatologia e cirurgia

plastica.

Atualmente, véarias enfermidades tem sido tratadas rotineiramente
com bons resultados nas areas de oftalmologia (tumores, retinopatia
diabética, glaucoma e descolamento de retina), dermatologia e cirurgia
plastica (angioma cavernoso, sarcoma de Kaposi, tumores vasculares
malignos, condiloma acuminata, remogdo de tatuagem, angiomas de face).
Os laseres mais empregados atualmente sdo os de CO2, Nd-YAG e o de

Argénio. A ativagdo de um corante por intermédio de um outro laser tem




Capitule 1 - Introducio 7

sido empregada como método para ajustar o comprimento de onda do laser
para as condig¢des do tecido a ser irradiado. Na area de ginecologia, o laser
de CO; tem sido usado para tratar cancer pré-invasivo de vulva, da vagina
e CETViX.

Muitas aplicagdes diagnosticas com laser tem surgido, como
fluximetro doppler a laser, a espectroscopia a laser e a holografia. Uma
dessas aplicages se refere a possibilidade do estudo de potenciais
evocados somatossensoriais produzidos por estimulos com laser de CO,,
operando em regime pulsado, com poténcia média de 100 mW e larguras
de pulso entre 1 e 10 ms (freqiiéncia entre 1 ¢ 10 Hz). Os pulsos de laser
foram sincronizados com o disparo de um osciloscopio, onde foram
registrados os sinais, apds sua amplificagdo e filtragem. A vantagem desta
técnica se refere ao fato de ser ndo invasiva, simples e ndo causar qualquer

dor ou desconforto ao paciente (Bastos et al., 1994 e Pagan et al., 1994).

Uma forma bastante importante de manipulagdo das condigoes
bioldgicas sdo as micromanipulagdes de Cromossomos, possivels gragas ao
uso de microfeixes de laser, com cujos movimentos podem ser cortados
pequenos pedacos de cromossomos sob microscopia ¢ transladado para

outras células (Kasuya e Tsukakoshi, 1988).

Um dos tratamentos mais interessantes que surgiu com o advento do
laser fol a terapia foto-dindmica ou terapia fotorreativa (do inglés, PDT).
Esta terapia consiste em injetar derivados da hematoporfirina D e estimular
sua introdugdo nas células, substincia esta que penetra com intensidade
muito maior nas células neoplasicas (cancerigenas). E com a agfio do laser
de baixa intensidade, muitas vezes com poténcias menores que 1 W, se
consegue estimular reagdes fototoxicas intra-celulares e proporcionar a

liberagdo de grande quantidade de O, na sua forma simples, o que destréi
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as celulas. O interessante ¢ que destrdi apenas as células neoplasicas cujos
citoplasmas estavam cheios de hematoporfirina D (Marcus e Dugan,

1992; Stern et al., 1993).

TERMINOLOGIA

A introdugdo do laser na pratica clinica e cirirgica teve um
paralelismo com o desenvolvimento da tecnologia do laser. Porém o maior
numero de aplicagdes foram com os laseres de alta energia, especialmente
para aplicagbes cirlrgicas. Os efeitos biologicos dos laseres de baixa
poténcia ndo foram estudados nos momentos iniciais, porque eles foram
utilizados apenas como “miras” para os laseres cirtrgicos que trabalham
na faixa do infravermelho, portanto invisiveis. Desta forma, os efeitos
ficaram “escondidos™ nas observagdes apos as cirurgias. Este tipo de laser
ndo teve um tratamento especifico e isolado dos dados, tendo sido
relegado a um segundo plano. Posteriormente, alguns autores comecaram a
perceber a possibilidade de observar efeitos fotobiologicos provocados por
esses laseres de baixa poténcia. Em seguida, houveram tentativas de
utilizagdo do feixe de laser de HeNe para substituir as agulhas de
acupuntura, com sucesso, ¢ atualmente, com vantagens sobre as
tradicionais agulhas devido a possibilidade de transmiss3o do virus HIV e

da hepatite B (Kroetlinger, 1980).

E muito comum a utilizagdo de diversos termos para designar os
laseres de baixa poténcia. Os mais utilizados sdo “soft-laser”, laser frio, de
baixa energia, “mid-laser”, laser biolégico, laser terapéutico, laser ndo-
cirirgico. Muitos destes termos sfo inadequados por se referirem a saida

de poténcia do equipamento. O que deve definir a nomenclatura ¢ o
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mecanismo de interacdo com os tecidos. A interagdo pode ser foto-térmica
ou foto-quimica. No caso do laser utilizado neste trabalho, as reagdes

esperadas sdo do tipo foto-quimicas.

O termo que atualmente mais tem sido utilizado foi proposto por
Ohshiro e Calderhead (1988) - “low (reactive) level laser therapy”
(LLLT), levando em consideragdo a reacfio entre o laser ¢ o tecido
biologico irradiado. Assim, também € correto se usar o termo “laserterapia

de baixa intensidade” (LTBI).

Para um dado comprimento de onda, a densidade de energia é o
fator mais importante na determina¢do da reagdio tecidual. Portanto,
denominagdo como “terapia por laser de baixa energia” pode ndo ser o
termo mais adequado, uma vez que para uma energia incidente de 4 J,
pode-se considerar baixa energia, mas se for focalizada numa drea como
0,02 cm’ com lentes, podera resultar uma densidade de energia de 200

J/em?, que pode ser considerada fora da faixa terapéutica.

E freqiiente a utilizagdo do termo bioestimulacido, derivado do efeito
de aceleragdo da cicatrizagdo de feridas. Como observado mais
recentemente, ¢ importante ter cautela para utilizagdo deste termo, uma
vez que alguns processos sofrem inibigio por agdo do laser. Portanto o
termo foto-biomodulagao nos parece mais adequado por definir com maior

clareza os efeitos nos tecidos.

CONCEITOS FISICOS BASICOS SOBRE LASER

Ao nos referirmos ao termo “radiagdo eletromagnética”, uma série
de conceitos devem ser colocados em evidéncia. O espectro

eletromagnético contém comprimentos de onda cada vez menores a
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medida que aumentamos a freqiiéneia. A relacdo entre a freqiiéncia e o

comprimento de onda pode ser sumarizada no espago livre pela equagdo

r=clf (1)
onde A ¢ o comprimento de onda (em metros), C € a velocidade da luz (em
metros por segundo) e ¢ a freqiiéncia (em Hertz).

A porgdo do espectro eletromagnético na qual opera a grande
maioria dos laseres € bastante pequena e estd na faixa do Raios X,
ultravioleta, visivel, infravermelho e microondas. A luz tem duas teorias
aceitas, a ondulatéria (Maxwell) e a quantica (Planck). A combinagio
das flutuagdes dos campos elétrico e magnético ocorrem de forma
perpendicular a propagacdo da radiagdo. Planck e Einstein propuseram a
idéia de que a onda transporta “quanta” de energia, ou seja, pacotes
chamados fotons. Os fotons de um determinado comprimento de onda
particular da luz tem uma energia quantal discreta e mnvaridvel, que pode
ser calculada pela freqiiéncia inerente (f )e a constante de Planck (h). A

formula para isto é

E-hf @)

onde £ ¢ a energia do féton (em Joule).

Dado que o comprimento de onda e a fregiiéncia sdo relacionados
no espago livre, como descrito na equagdo (1), uma simples substituigdo

resulta no seguinte:
E=hc/A (3)

onde E = energia do foton (J)

h = constante de Planck
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¢ = velocidade da luz (m/s)

A = comprimento de onda (m).

Analisando estas equagbes podemos observar que associado aos
menores comprimentos de onda da luz estdo fotons carreando maiores
quantidades de energia. E importante notar que os laseres empregados em
fotobiomodulagdo carregam relativamente pouca quantidade de energia,
em geral na faixa de 1-3 eletronvolts/foton.

Um sistema de produgdo de laser deve conter um meio que permita
ser ativado, aumentando sua energia a niveis elevados por excitagdo
externa {(uma fonte de tensdo). No caso do laser de HeNe, a mistura gasosa
¢ ativada por elevacdo na tensdo nos eletrodos e por estar numa cavidade
ressonante optica, com espelthos ajustados para refletirem a maior parte
dos fotons, eles sdo amplificados e saem por wma janela espectral como
um feixe bastante fino e muito direcional, com as ondas em fase e
coerentes no tempo e espaco. Inicialmente os atomos de nednio sdo
excitados (¢ o meio ativo da mustura)[Figura 1a]. O hélio funciona como
um gas tampéo, assistindo a excitagdo dos atomos de nednio e resfriando o
processo. A emissdo espontinea de radiacdo dos atomos de nednio
aparece por um estado de instabilidade inerente.

Entretanto, o ritmo de suprimento de energia para os atomos de
nednio dentro do meio ¢ maior do que aquilo que ¢é dissipado pelo
processo de emissdo espontinea. Apbs um curto periodo, a maioria dos
atomos de nednio estara em elevado estado energético. Esta condigdo €
conhecida como inver¢do de populacdo, onde a maioria dos dtomos de
nednio esta voltando ao seu estado de repouso e poucos estdo com altos
niveis de energia.

A maioria dos fétons produzidos pelos atomos de nednio durante os

estagios Iniciais (predominantemente) da emissdo espontdnea como oOs
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fétons mostrados em pl e p3 [Figura 1b] sdo perdidos. Entretanto, alguns
fotons que batem nas superficies reflexivas (espelhos) refletirdo de acordo
com os principios fisicos, no qual o angulo de reflexdo é igual ao dngulo
de incidéncia (como os fotons p2, p4 e p5). Porém, apenas os fétons como
p5 que conseguem se alinhar aos espelhos conseguem sair na forma

amplificada, ou seja, como laser [Figura Ic].

Aporte de Energia

I Hélio + Nednio I

+———— Superficies Reflexivas—

(a)

(b)

Intensa ressondncia dos fotons

LASER ()

YYvyey

Figura 1 - Desenho mostrando a seqiiéncia de eventos para produgio de laser de Hélio-Nebnio. a.
Ativagio inicial do meio por fonte de energia externa. b. Emissio espontinca de fotons.
¢. Emisso estimulada com intensa ressondncia.
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A luz que sai do tubo onde havia a mistura de hélio-nednio tem cor
vermelha intensa e alta direcionalidade, e ainda conta com algumas
caracteristicas proprias dos laseres como coeréncia temporal e espacial,
monocromaticidade, colimagdo e polarizagdo [Figura 1c].

A seguir, uma breve explanagio sobre as caracteristicas que
diferenciam a luz comum, ordinaria, da luz que se consegue com uma
cdmara ressonante Optica, ou seja, o laser e sua importincia para as

aplicagdes biologicas.

Monocromaticidade

A monocromaticidade ¢ a caracteristica fisica que confere a cor
especifica para cada tipo de laser, ou melhor, para cada material excitado,
para que 0 mesmo entre em estado laser e emita um comprimento de onda
definido. No caso do HeNe este comprimento de onda é 632,8 nm, e se
¢ncontra na cor vermelha. OQutra fonte muito utilizada para fazer
tratamentos fotoinduzidos com baixa energia ¢ o laser de Arseneto de
Galio (GaAs) com comprimento de onda que varia dependendo do dopante

empregado entre 770 a 904 nm.

Colimacio

A caracteristica de colimacfio se d4 de forma diferente para cada tipo
de laser empregado e é bastante intensa no caso do laser de HeNe e pouco
mntensa no laser de GaAs, no qual pode variar de 3 a 30° sem o uso de
acessorios Opticos. No laser de HeNe esse valor raramente ultrapassa de 1
a 2° caso ndo esteja se utilizando de fibra optica ou sistema de lentes

divergentes ou convergentes.
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Coeréncia

A coeréncia da radiagdo se refere a sincronia inerente das ondas no
tempo € espago. Uma lampada comum nfo exibe o fendmeno de
coeréncia, uma vez que ao produzir emissio espontinea de luz, esses raios
deixam a fonte de maneira desordenada, com direcdes e sentidos diversos,
caminhando cada raio para um local diferente. A coeréncia proporciona a
radiagdo um nico cammho para o qual todas as ondas caminham de forma
ordenada e em fase, quando analisada do ponto de vista ondulatério, ou
seja, a medida que estamos na regido da crista de uma onda qualquer,
estaremos no mesmo ponto de todas as ondas vizinhas. Isto implica que os
fotons estdo em fase e que as ondas se encontram de forma unidirecional,
sem abertura do feixe. O significado biologico da coeréncia nio &
completamente esclarecido. Trabalhos como de Karu (1987) ¢ Young et
al. (1989) sugerem ndo haver efeitos especiais relativos a coeréncia da
radiagdo quando usados em culturas celulares, bactérias ¢ macrofagos,
células tipo fibroblasto, respectivamente. Por outro lado, Paschoal (1991)
tenta demonstrar a importincia da coeréncia da luz no processo de
cicatrizagdo. Com um sistema experimental desenvolvido anteriormente no
mesmo laboratério (Cotta, 1987), o autor faz irradiacdo de pele de ratos
anteriormente lesadas com Nitrogénio liquido, e avalia, em diferentes
tempos, por microscopia optica, a qualidade da cicatrizagdo nos animais
tratados com laser diretamente ou com redu¢do da coeréncia. Pelos
resultados apresentados, houve influéncia do fator coeréncia da radiagio
na qualidade da cicatrizagdo produzida, tendo obtido os melhores

resultados os animais tratados com laser com elevado grau de coeréncia.
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Polarizacio

O termo polarizagdo freqilentemente ¢ associado a coeréneia e
atualmente ndio se sabe o seu grau de significado biologico. A luz
polarizada tem seu campo elétrico orientado no plano numa direcio
preferencial. Existem recursos que fazem ocorrer modificagdes nos planos
de polariza¢do da luz e provocam formas complexas de polarizagdo como
circulares ou elipticas. Outras caracteristicas fisicas parecem ser
importantes quando se utiliza laser para atividades terap€uticas. Uma das
mais importantes é a poténcia da fonte de luz e sua respectiva densidade
de poténcia. A poténcia em termos radiométricos, significa a saida de luz
do tubo medido em Watts (W). Os laseres mais usados estdo na faixa de
poténcia entre 1 ¢ até 100 mW. A densidade de poténcia ¢ também
chamada de irradidncia. Significa a poténcia de saida distribuida numa
certa area ¢ geralmente ¢ dado em W/m’ ou mesmo mW/cm?, mais
usualmente. Os laseres podem ser emitidos de forma continua ou pulsada.
O HeNe ¢ normalmente emitido de forma continua e geralmente o0 GaAs é
emitido de forma pulsada. O modo transverso de emissio (TEM) se refere
a caracteristica do feixe quando se faz uma secgdo transversal e se observa
a proje¢do que aparece num anteparo. O mais comumente encontrado é o
TEMyp. O feixe tem normalmente um perfil gaussiano com uma
distribui¢do de valores de poténcias entre um méaximo (geralmente no
centro geométrico do feixe) ¢ valores decrescentes 3 medida que nos

afastamos do centro.
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INTERACAO LASER-MATERIA

Quando da publicagdo dos primeiros trabalhos sobre a agdo dos
laseres de poténcias reduzidas em materiais biologicos, muitas hipoteses
foram sugeridas para explicar os fendmenos observados. Até hoje se
encontram explicagdes nos livros-texto sobre a teoria do Bioplasma. A
idéia contida reza que os organismos vivos teriam um “plasma’ distribuido
pelo corpo, que contaria com um comportamento coletivo. Ou seja, aquela
colegdo de particulas positivas e negativas sob certas condigdes de
concentragdo ¢ de mteracdo de energia, reagiria de maneira global,
independente das condigdes do local a ser estimulado. Muitos autores
tentam utilizar este mesmo leque de explicagdes para uma série de eventos
como a fotografia Kirlian, radiagdes mitogénicas, acupuntura e até para
campos eletromagnéticos nos organismos bioldgicos (Zon, 1980).
Entretanto tais concepgdes podem ser descartadas, dado que do ponto de
vista experimental, a maior parte das idéias ndo sdo aceitaveis, podem ser
rebatidas com conceitos tedricos mais atuais € em acordo com a teoria
fisica atualmente aceita, inclusive na drea de fisica de plasmas

(Quickenden e Tilbury, 1986).

Atualmente, tem sido amplamente estudado os mecanismos de
mteragdo do laser com os tecidos considerando-o como uma fonte de luz e
analisando © seu comportamento oOptico com a matéria organica,
principalmente a interagdo com substincias fotossensiveis (chamados
fotorreceptores primarios), capazes de modificarem suas estruturas,
reagindo sob acdo da luz, ou mesmo catalisando certos tipos de reagdo
(fotorreceptores secundarios). Algumas das substincias fotoativas
desenvolvem espécies de oxigénio muito reativas (superoxidos, hidroxila e

oxigénio simples) que estio envolvidas no processo de
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fotoenvelhecimento, cujo mecanismo de agdo, principalmente em interagdo
com a radiagdo ultravioleta A e B, ja é conhecido, e necessita de anti-
oxidantes para o seu controle, assim como protegdo a estes comprimentos
de onda na pele (Carbonare e Pathak, 1992).

Numa revisdo importante, Cheong, Prahl e Welch (1990) fazem
uma compilagdo compreensiva da literatura publicada sobre as
propriedades Opticas dos tecidos bioldgicos (absor¢do, atenuacdo total,
atenuagdo efetiva e espalhamentoq“scattering’}, anisotropia). Alguns modelos
$a0 propostos como mais adequados para tratar o fendmeno de mteragio
da luz com os diversos tecidos biologicos, em fung@o das suas diferentes
caracteristicas de inomogeneidades. O modelo de Kubelka-Munch para
absor¢do ¢ um método muito usual quando se assume haver um
espalhamento isotropico, limites estreitos e irradiancia difusa do laser no
tecido. O grande problema ¢ que este modelo falhou na previsio em
algumas medidas experimentais macroscopicas (dimensdo de irradiagfio
infinita, sinal de reflexdo difusa e dificuldade de obter irradincia
uniformemente  difusa). Medidas desta natureza sdo extremarmente
importantes para a correta determinagdo da dosimetria.

Na mesma revisdo, os autores fornecem uma longa tabela contendo:
tipo de tecido testado, comprimento de onda, pardmetros 6pticos medidos,
tipo de preparagfio, geometria da amostra e quais os modelos teéricos
empregados para explicagio.

Ao se utilizar laser, deve-se levar em consideragfio que a irradifncia
do feixe tem uma distribuigio gaussiana (tridimensional) no modo
transverso TEMy ¢ o espalhamento da luz pode determinar a absor¢io
pelos diferentes cromoforos, nos tecidos tipicamente pigmentados. Neste

sentido, o trabalho de Grossweiner et al. (1990) aplica 0 modelo de
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Monte Carlo e consegue uma boa concordancia com os resultados
experimentais, para 633 ¢ 1064 nm.

Outro modelo amplamente empregado para discutir a penetragdo na
pele € chamado de difusdo dos fotons. Schmitt et al. (1990) descrevem
um modelo em que a luz vai sendo transportada pelas varias camadas de
tecido de espessuras conhecidas e vai sofrendo desvios do feixe principal,
colimado, o que vai determinar as absorgdes nos diferentes pontos dos
tecidos. Os resultados experimentais ficaram bastante proximos das
previsdes tedricas, tanto para camada simples, como para multicamadas de
teciddos. Os experimentos foram realizados por medidas de densidade
Optica por fotopletismografia em peles intactas.

Andlise comparativa de diferentes modelos foi realizada por Flock
et al. (1989a, 1989b), cujas observagdes mostraram que os calculos de
distribuigdo dos fluxos de luz nas faixas do vermelho e infravermetho
proximo em tecidos de mamiferos, assim como a profundidade de
penetragdo efetiva e a reflectancia difusa dos dois modelos de tranferéncia
de radiagdo estudados (teoria da difusio e simulagdo de Monte Carlo)
foram comparadas para um meio semi-infinito. Além das medidas tedricas
e simulagdes realizadas, medidas comparativas em “fantomas” foram
feitas num arranjo experimental, para comprimento de onda de 633 nm,
onde o “fantoma” era constituido de uma mistura aquosa de Intralipid, uma
emulsdo de fosfolipides e diferentes misturas de tinta preta da India.
Houve uma boa concordancia dos dados experimentais com a previsdo de
resultados de profundidade do fluxo em fungdo do didmetro do feixe de luz
incidente, da absorgdo dptica e do espalhamento.

Outros trabalhos foram realizados fazendo uso destes modelos, com
experimentos voltados para o estudo especifico do laser de HeNe, devido

a0 seu emprego nas terapias fotodindmicas. O trabatho de Bolin et al.
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(1987) escolheu o musculo estriado como tecido para estudo e mostrou
que a distribuigdo tridimensional da luz ao atravessar o tecido forma um
modelo geométrico esférico e concéntrico no plano, e isto vai caminhando
para o interior da amostra, esta na dependéncia da nio homogeneidade do
tecido e penetra na faixa de 1,8-2,3 mm.

A acuidade das medidas para os modelos propostos esta
intimamente relacionada aos niveis de anisotropia que apresentam os
tecidos e as aproximagdes que se faz para cada tipo de situagdo e
caracteristica de tecido, fornece o perfil das transmissdes de laser e
possiveis reflexdes e espalhamentos (Yoon, Prahl e Welch, 1989). &
muito importante o conhecimento do albedo (fragdo de difusdo da luz) dos
diferentes tecidos para planejar de forma adequada as doses de laser a
serem introduzidas e o que elas causariam nos tecidos alvo. Para
determinagdo do coeficiente de extingio, de absor¢do e a distribui¢do
angular do espalhamento, Marchesini et al. (1989) utilizaram tecidos
humanos in vitro para comprimento de onda de 633 nm, assim como Moes
et al. (1989) o fizeram para “fantomas” (espécies de materiais para
simulagao dos tecidos).

Uma série de consideragSes foram feitas por Van Gemert et al.
(1989) ¢ Wilson e Jacques (1990) sobre como tratar os tecidos humanos,
especialmente a pele com as suas diversas camadas, para fins de
planejamento dosimétrico de laser nas suas aplicagdes biomédicas, tanto
com finalidades diagndsticas, terapéuticas ou cirurgicas. Estes autores
ressaltam haver uma janela Optica na faixa que vai de 600 nm até 1300 nm,
sendo que a absor¢do nos tecidos acontece por meio dos croméforos
naturais como o pigmento heme da hemoglobina, mioglobina e bilirrubina,

0 pigmento citocromo da cadeia respiratoria na mitocdndria, o pigmento
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melanina € outras substincias que fazem fotorreagdes, presentes nos
tecidos. Estes seriam os fotorreceptores primarios.

Por outro lado, os fotorreceptores (ou fotoaceptores) ditos
secundarios, absorveriam a energia entregue aos tecidos por intermédio
dos campos eletromagnéticos, acontecendo uma espécie de ressondncia
desses campos com as biomoléculas, alterando cargas especificas nas
membranas e nas superficies das proteinas. Tal fenébmeno provocarna
modificagdes na conformagdo molecular ou configuragdo espacial dessas
substancias, o que desencadearia diferentes respostas. O laser funcionaria
como uma fonte de sinal eletromagnético, que por ser uma excita¢do
coerente, provocaria uma mensagem mais clara, sem ruidos (Charman,
1990).

A hipotese com a qual estamos trabalhando ¢ que a molécula de
colageno seria uma importante fonte de transformagdo, uma vez que as
propriedades de piezoeletricidade e piroeletricidade ja foram demonstradas
(Athenstaedt, 1974; Fukada, 1974; Liboff e Furst, 1974). Haveria,
portanto, grande probabilidade desta importante biomolécula ser uma

espécie de fotorreceptor secundario e produzir reagdes fotomduzidas.

COLAGENO

O colageno é uma proteina que responde a cerca de 30% do peso
corporal do homem e a mais encontrada no mundo animal. Ela participa da
matriz extracelular dos animais multicelulares ¢ ¢ a mais abundante nos

tecidos conjuntivos fibrosos.
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Esta proteina prové parte da estrutura dos (a) tendoes ¢ ligamentos,
(b) pele e fascias, ¢) membranas de filtragdo (glomérulos), (d) matriz para
reforgo do esqueleto (associado aos minerais como ossos ¢ dentina), (€)
regides sob pressdo e lubrificadas por proteoglicanas (cartilagens e disco
intervertebral) e (f) outros tecidos especiais devem ser fortes ou ter
propriedades incomuns como cornea (transmissdo de luz) e valvulas

cardiacas (resisténcia a fadiga).

A principal propriedade da molécula de colageno a estrutura em
triplice hélice organizada em espiral enroladas por trés sub-unidades em
cadeias polipeptidicas, chamadas o-hélices. Para as cadeias o , 0s
mondmeros se ligam seqiiencialmente formando residuos laterais. O
mondmero é secretado no espago extracelular, onde eles se associam por
meio de ligagBes cruzadas laterais para formar as fibras com estruturas
mais compiexas como super-hélices. As moléculas de colageno mais
comuns contém 1050 residuos de aminoacidos e tem um comprimento de
cerca de 300 nanometros (Eyre, 1980). O protocolageno, na forma de
mondmero tem cerca de 1,5 nanometros de largura e uma periodicidade
longitudinal de cerca de 64 nanometros, que se referem ao arranjo da
agregacdo com % da dimensio do comprimento (White, Handler e

Smith, 1973).

O empacotamento das moléculas aparentemente ¢ quase-hexagonal
no sentido transversal, com apéndices enire elas formando as ligagdes
cruzadas (“cross links™), possivelmente nas regides dos carbonos nas
posi¢cdes a (Kajava, 1991). Desta forma, se pode aceitar a hipotese de
haver uma espiral das microfibrilas se enrolando sobre elas proprias no

sentido azimutal (Fraser, MacRae e Miller, 1987).
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A sintese de colageno normalmente é mais intensa pelo fibroblasto,
mas outras células podem ser ativadas para executar esta fun¢io, como os
macrofagos, os mastécitos e algumas vezes, células indiferenciadas. A
deposigdo e agregagdo no meio extracelular depende de pH neutro, sendo
o procolageno um polimero do tipo (X-Pro-Gly)n, onde X é a prolina,
alanina ou outro aminoacido, mas n3do Glicina (White, Handler e Smith,
1973). A organela intracelular responsavel pela sintese de coldgeno é o
reticulo endoplasmatico rugoso, por tradugdo de um RNA mensageiro.
Cada cadeia sintetizada tem extremidades peptidicas maiores do que as
respectivas cadeias a e s3o denominadas pro-ct. A hidroxilagio da prolina
¢ da lisina ¢ iniciada durante a transcrigdo e a adigdo de hexoses pode ser
iniciada no reticulo endoplasmatico rugoso e terminada no Golgi (Vidal,

1977a),

Ha um efeito hidrofébico que forga as moléculas de agua para fora
dos espagos intermoleculares, nas regides ndo polares das moléculas de
tropocolageno, durante a agregacdo. A agua esta presente entre as triplices
hélices, o que proporciona certa quantidade de moléculas de agua nas
fibrilas. A maior parte das moléculas de agua sdo forgadas para fora das
fibrilas quando elas sio empacotadas na forma hexagonal. As cadeias
laterais, com pontes de hidrogénio (doador-aceptor), pode ter contato com
as partes ndo polares da molécula e formar pontes de hidrogénio com a

agua (Kajava, 1991).

Segundo os trabalhos de Vidal e colaboradores (1964, 1970,
1977b, 1980, 1984), a modificagdo dos meios de embebicdo dos feixes de
colageno permite estudar as suas propriedades Opticas como a
birrefringéncia intrinseca. Modificagdes foram encontradas nas curvas de

birrefringéncia, as quais foram relacionadas ao grau de agregagdo
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ordenada lateralmente das fibras, a sua estrutura primdria e a participagdo
das proteoglicanas. Diferencas nos estados organizacionais de um mesmo
tipo de colageno podem ser encontradas em funcdo da idade e da
localizagdo topografica. Por isso, o aumento da birrefringéncia de forma e
intrinseca  esta relacionado ao aumento de ligagdes cruzadas entre as
fibrilas de colageno, aumentando a cristalinidade ¢ a agregacdo ordenada

do colageno tipo L.

Para aumentar a birrefringéncia do colageno pode-se utilizar de
corantes que se ligam de forma orientada as fibras. Esses mesmos corantes
podem conferir aos feixes de coldgeno uma capacidade dicroica (Vidal,
1977a). O dicroismo linear é uma anisotropia de absor¢io que se
manifesta em estruturas que absorvem luz polarizada dependentemente da

dire¢do do azimute e do vetor elétrico da luz.

Foi estudado a jungdo de segmentos de fibrilas e o empacotamento
de tenddes de embrides de galinha de 14 dias utilizando secgdes seriais,
microscopia eletronica de transmissio e reconstituicdo de imagem por
meio computacional. Foram achados segmentos de fibrila nos canais
extracitoplasmaticos, locais da polimerizagdo do colageno, assim como
moléculas ja polimerizadas, ou seja, empacotadas. O comprimento médio
das fibrilas observada por meio das sec¢Oes consecutivas variou entre 7 e
15 pm. As diferengas estruturais nos terminais dos segmentos das fibrilas
reflete na sua arquitetura, indicando que esses terminais sdo 0s precursores
na formagdo das fibrilas de coldgeno, tanto no desenvolvimento e
crescimento do tenddo, como no processo de reparo. Os possiveis
rearranjos ao nivel dos tecidos provocados pelo reparo dos tenddes se

tornam mais provaveis quando existe a presen¢a de material jovem na
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matriz extracelular, assim como células, determinantes precoces da

organiza¢do e arranjo da matriz (Birk et. al., 1989).

Raspanti, Ottani e Ruggeri (1990) examinaram duas diferentes
classes de fibrilas, a) as da regifio mais interna, onde acredita-se ocorrerem
as maiores cargas e estresse de tragdo ao longo do eixo longitudinal, e b)
aquelas da regido mais periférica, ou préximas do peritenddo. As
diferengas mvestigadas foram (1) distribuigdo dos tecidos, (2) orientagdo
prevalente, (3) didmetro médio, (4) distribuicdo dos didmetros e (5)
arquitetura subfibrilar. As diferengas principais foram na morfologia
fibrilar e na organizagdo subfibrilar, compostas por fibrilas grossas e
heterogéneas, empacotadas de forma compacta e apertadas, em arranjo
paralelo das moléculas na regido central, enquanto que as regides
periféricas mostraram fibrilas de pequeno didmetro, uniformes ¢ com
arranjo helicoidal das moléculas. Os autores fazem sugestdes sobre o
comportamento funcional sobre esses tecidos em situagdo de
requerimentos biomecanicos e concluem sobre uma correlagdo causal entre

a subestrutura e fun¢fo das fibrilas de coldgeno nos tenddes.

Ramachandran, Bansal e Bhatnagar (1973) estudaram a
possibilidade estrutural de formagdo de pontes de hidrogénio adicionais
através dos grupos y-hidroxila na estrutura em triplice hélice das moléculas
de colageno, utilizando para isso os residuos de hidroxiprolina, que parece
ser importante elemento para estabilizacio das cadeias de aminoacidos, no
protocolageno. As moléculas de agua auxiliam a estabilizagdo por formar
parte da ponte de hidrogénio tendo como aceptor o oxigénio da agua, com
comprimento de 28,2 nm. Aparentemente, os protons do grupo amino
podem estar implicados na formacdo das pontes de hidrogénio,

especialmente quando a prolina estd na terceira posi¢do em relagdo a
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glicina, na seqiiéncia Gli-X-Pro-, quando o protocolageno houvesse sido

hidroxilado.

Estudos mostraram ser de grande importincia a presenga de pontes
dissulfeto (S-S) na molécula de colageno para a estabilizagdo da estrutura
secundaria (Chvapil, 1980). A associagio dos mecanismos de
estabilizagdo como as pontes de hidrogénio e dissulfeto, conferem a
molécula caracteristicas mecanicas melhores, determinando aos tecidos
onde as moléculas estdo inseridas, resisténcia a tragfio, especialmente nas
ocasides onde houve renovacdo das moléculas por mecanismo de

cicatrizagdo (Zedfelt, 1980).

Foi feito um estudo da importancia da biodisponibilidade de oxigénio
na matriz extracelular de diversos tecidos, mostrando que ha moléculas
associadas ao colageno, como o keratam sulfato (KS) e condroitin sulfato
(CS) -espécies de glicosaminoglicanos- que sio mais ou menos sensiveis a
falta de oxigénio para as atividades metabélicas. A taxa de KS/CS é tido
como indicador da disponibilidade de oxigénio. Portanto, uma grande
ligagdo existe entre a biossintese de KS ¢ CS e a via glicolitica do
metabolismo, cuja fungdo ¢ doar oxigénio para a realizagdo das atividades
metabolicas em situagOes de rotina ¢ também ocasides patologicas como a
fibrose, cicatrizagdo e outras onde haja um rapido reaproveitamento e
deposi¢do dessas moléculas na trama de colageno (Scott, 1992).
Nemetschek et. al. (1983) realizaram medidas histomecénicas e espectro
de difragdo de pequenos dngulos induzindo transformagdes moleculares
mecanoquimicamente em moléculas de coldgeno. Sob condigdes
isometricas, uma transformagio instantinea de regides intermitentes foi
observada, levando a um aumento do periodo de fibrilas adjacentes, ndo

obstante a existéncia de regides estruturadas na mesma fibrila, que foi
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correlacionada com um retardo no aumento da tensdo na fibra. As
transformagdes determinadas pelo registro mecénico isométrico agem
como uma espécie de acoplamento mecénico nas pontes de hidrogénio

intermoleculares no colageno.

Boki et. al. (1993) utilizaram o método de adsorsdo de nitrogénio
para estudar fibras de coldgeno ndo tratadas e tratadas com diferentes
tempos de hidroxido de cdlcio, o qual ¢ um indutor do processo de
calcificagdo no coldgeno. Pode-se calcular a distribuigdo de poros ¢
correlaciona-los com os diferentes tempos dos tratamentos alcalinos. Os

volumes diferenciais de microporos foram maiores nas fibras tratadas.

O PROCESSO DE REPARO TECIDUAL

Um interessante aspecto da fisiologia animal ¢ chamado de

cicatrizagdo ou reparo tecidual. Envolve diversas rea¢es que fazem parte
de um complexo processo bioldgico, que tem como objetivo a preservagio
do individuo.
Normalmente se inicia com uma lesdo ou alteragio das condigdes
corporais com algum tipo de agente agressor. As rea¢des geralmente
observadas fazem parte de uma atividade inata. As reacOes geralmente
associam eventos de natureza imunitaria, fatores quimicos e celulares.

A seqiiéncia de eventos que tem como objetivo imediato o
fechamento do ferimento ou o reparo dos tecidos envolvidos, pode ser
dividida em trés fases:

1- Inflamagdo,

2- Re-epitelizagdo e contragéo,

3- Remodelamento da matriz.
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Ndo hd uma delimitagdo temporal precisa entre essas fases. Ha
freqientemente uma intersecgdo, o que dificulta a observacio
experimental.

A seguir serdo descritos alguns dos principais eventos, humorais ou

celulares, do processo de reparo tecidual.

A Inflamacio

Nosso organismo estd constantemente exposto a bactérias, virus e
demais agentes patogénicos, sendo muitos deles causadores de processos
infecciosos especificos. Felizmente o corpo humano sadio possui a
capacidade de resistir a quase todos os tipos de mICro-organismos ou
toxinas que possam afetar tecidos e Orgdos. A esse processo de defesa
mais elementar di-se o nome de inflamagdo que manifesta-se por
alteragdes locais e sistémicas. A prostrag¢do, astenia, cefaléia e febre sdo

manifestagdes sistémicas e o calor, rubor, dor e edema sio as locais.

Em condi¢des normais ha um equilibrio entre as pressdes de
filtragdo e reabsor¢do atuando sobre o endotélio capilar, através do qual se
da um controle fisioldgico do volume do liquido intersticial. Na inflamacéo
a pressdo hidrostatica se eleva ¢ a pressio coloidosmotica do sangue se
abaixa formando o edema, ou exsudato inflamatério. Esse liquido que
extravasa apresenta uma elevada concentragio protéica e¢ uma grande
tendéncia a coagulacdo devido a sua riqueza em fibrinogénio (Baxter,

1994).

Denomina-se agente flogogeno todo aquele capaz de induzr
resposta inflamatoria, que sera diretamente proporcional a intensidade da
lesdo tecidual causada pelo mesmo. Apods sua atuagdo observa-se uma
vaso-constrigdo arteriolar  transitéria produzindo uma 1squemia local

(redugéio ou auséncia de sangue). Assim inicia-se a denominada “reagdo
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vascular” da inflamagdo. Segue-se uma vasodilatagdo e aumento da
permeabilidade vascular ocasionando a exsudagdo plasmatica e

transmigragéo celular.

A primetra fase ou fase imediata da reagdo vascular, ¢ também
denominada histamina-dependente por apresentar a histamina como
principal mediador quimico. Possui duragdo de aproximadamente 2 horas e
ocorre predominantemente nas vénulas devido a uma contragdo de suas
células endoteliais, criando poros através dos quais se processa a migragio
celular. Essa fase pode ser subdividida em duas. A subfase inicial ou
mespecifica ocorre devido alteragdes nos componentes protéicos teciduais,
A conseqiiéncia principal dessa subfase & a oportunidade do plasma
extravasado entrar em contato com o tecido lesado. A partir dai inicia-se a
segunda subfase onde ha liberacdo de histamina pelos mastécitos através
da ativagdo da “cascata de complementos”. Associa-se a uma discreta
a¢do da serotonina, liberada pela degradagdo de plaquetas que também

compdem o exsudato (Robbins, Cotran e Kumar, 1994).

A segunda fase da reacdo vascular, ou histamina-independente,
mantem-se enquanto existir a inflamacdo, e é neste momento que oS
leucdeitos iniciam o processo de transmigracdo. E mediada por varias
substancias quimicas como a bradicinina, peptideos basicos dos neutréfilos
¢ prostaglandinas, liberadas em conseqiiéncia da lesio celular (Roitt,
Brostoff e Male, 1985). Com essa transmigracfo, entra em agdo o sistema
imunitario. Ele divide-se em imunidade adquirida e imunidade inata. A
primeira é formada por linfocitos T e B, produzidos por tecidos linfoides,
que atacam ¢ destréem 0s organismos e toxinas especificos. Os linfocitos
B produzem anticorpos que sdo imunoglobulinas especificas que agem

direta, ou indiretamente através do complemento, neutralizando ou




Capitulo 1 - Introducio 29

destruindo os antigenos. O complemento possui também um efeito
intensificador da mflamagdo promovendo a liberago da histamina pela
ativagdo de mastocitos e baséfilos. Provoca ainda quimiotaxia de
neutrofilos. Ja os linfécitos T, liberam linfocinas que atuam na rejeicdo de
orgaos transplantados, e além disso secretam também a chamada

interleucina-2 que potencializa a acdo dos linfocitos B.

A mmunidade inata é formada pelos neutréfilos polimorfonucleares,
baséfilos polimorfonucleares, eosindfilos polimorfonucleares e monocitos,
células da série branca do sangue. S3o produzidos na medula ossea e
defendem o corpo contra IMICro-organismos através da fagocitose. Os
polimorfonucleares neutrofilos e monécitos sdo encontrados em maior
porcentagem e sdo as principais células fagocitarias. Os neutréfilos sio
células adultas ¢ os mondcitos sio células imaturas que intensificam sua
capacidade de defesa no momento que penetram nos tecidos,
denommando-se macrofagos. Apresentam sua produgdo e liberagdo pela
medula aumentada durante a inflamag¢do por substncias denominadas,
respectivamente, fator estimulante de colonias e fator indutor de
leucocitose. Essas substincias sio liberadas do foco inflamatério pelos
macrofagos teciduais. No momento em que as células fagocitarias
penetram no tecido lesado inicia-se a fagocitose que deve ser seletiva
quanto a0 material que sera digerido. As particulas com superficie aspera
ou uma forte carga elétrica tornam-se mais sujeitas a fagocitose. Além
disso, as substancias naturais do COTpo possuem revestimentos protéicos
que repelem os fagdcitos. Os macrofagos e neutrdfilos também contém
agentes bactericidas que sdo letais aquelas bactérias que possuem “capas”
protetoras ou outros fatores que impedem sua destrui¢do por fagocitose

(Robbins, Cotran e Kumar, 1994).
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Muitas substancias quimicas liberadas pela fonte de inflamacio
atraem o0s neutrdfilos e macrofagos sendo  denominadas agentes
quimiotaxicos. Essas substincias incluem algumas toxinas bacterianas,
produtos degenerativos dos proprios tecidos inflamados e varios produtos
da reagfo da cascata do complemento. A quimiotaxia depende de um
gradiente de concentracio e ¢ maior Proximo a sua origem, o que causa

um movimento direcional dos leucéeitos (Clark, 1985).

Re-epitelizacio e Contracio

Neste estagio, o processo pode ser chamado de proliferativo, uma
vez que ha uma fibroplasia importante e angjogénese (neoformacdo de
vasos na regido). Existe uma regulacdo intratecidual e também
extratecidual do processo de fibroplasia. Um grupo de substincias tecido-
especificas chamadas chalones estio envolvidas no controle dos eventos
celulares em circunstincias normais por mibigdo do crescimento de novas
células. No caso de haver um ferimento ou ruptura dos tecidos, cessa a
produgiio destas substancias e o tecido adjacente normal passa a proliferar,
até que se cicatrize a regido, para que entdo passe novamente a produzir
estas substincias. Isto funciona como controle da proliferacdo tecidual
(Bullough e Lawrence, 1961).

Existem muitos fatores de crescimento liberados pelas plaquetas que
tem importante papel na proliferagio de células e matriz extracelular.
Alguns ja sdo conhecidos como: fator de crescimento derivado das
plaquetas (PDGF), fator de crescimento transformador (TGF-a), fator de
crescimento do fibroblasto (FGF), fator de crescimento epidermal (EGF) e
o fator de crescimento neural (NGF), com a participagdo dos macrofagos

na fase mais tardia do processo, liberando estas substancias (Karu, 1989).

O i e e
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Ha citagdo de trabalhos que demonstram haver taxas de mitose 17
vezes maiores apds 48 horas do inicio da cicatrizagdo com perda do ritmo
diuturno deste processo (Baxter, 1994). Durante a granulagdo (termo
utilizado para definir a fase de inicio da proliferagdo) os fibroblastos
adquirem caracteristicas ultraestruturais, funcionais, mmunoldgicas e
quimicas que distinguem dos fibroblastos teciduais normais. Estes
fibroblastos transformados passam a se chamar miofibroblastos.

Tais células retraem seus reticulos endoplasmaticos e corpos de
Golgi para areas circunvizinhas ao nicleo e desenvolvem numerosos
aglomerados de filamentos de actina com arranjo paralelo ao longo eixo da
célula, de forma parecida com as células musculares. O nicleo sofre
indentagdes ¢ sdo estabelecidas conexdes intercelulares entre as novas
células (Baxter, 1994).

Os miofibroblastos sio capazes de se moverem e se contrairem,
contribuindo para a contragio da regido cicatricial. Além disso, podem
ainda secretar uma variedade muito grande de moléculas. Nio obstante a
secre¢do do colageno em grande quantidade, estas células podem secretar
fibronectina  nas  fases imciais, elastina, 4cido hialurénico,
glicosaminoglicanas e mucopolissacarideos. O acido hialurénico d4 lugar a
uma polimerizagdo pela presenca da glicosaminoglicana, um dissacarideo
ndo sulfatado, e posteriormente, durante esta fase proliferativa, a matriz
com fibronectina e acido hialurénico é seguida por uma matriz com mais
proteoglicanas, que incita a deposigiio de colageno, para aumentar a
resisténcia a tragdo e a elasticidade.

A formagdo de novos vasos no tecido cicatricial é uma necessidade
imperiosa, dado que por meio deles que havera disponibilidade de
oxigénio e nutrientes aos tecidos em regeneracdo. No momento da

revascularizagio, a fibronectina é o componente predominante na matriz

B TR e e epe- g



Capitado 1 - Introducio 32

extracelular ¢ age como sistema guia. Apds o restabelecimento do
suprimento de oxigénio e nutrientes na regido, cessam os estimulos para
neovascularizagdo. Os linfiticos sdo restabelecidos nos tecidos de
granulacdo e sdo essenciais para uma drenagem apropriada do fluido

edematoso.

Remodelamento da Matriz Extracelular

O processo de reparo tecidual acontece como conseqiiéncia da
destruigdo produzida pela inflamagdo. O organismo tenta realizar agdes
concatenadas no sentido de reconstituir a morfologia dos tecidos
envolvidos e dar o maior nivel possivel de funcionalidade para estes
tecidos. Significa que ha respostas diferentes aos distintos graus de lesdo
produzidos. Normalmente h4 um equilibrio entre formagio de colageno e a
sua degradagdo. Uma das formas de dar funcionalidade aos tecidos
atingidos ¢ a recuperagdo ou a substitui¢do por células do mesmo tipo que
havia antes da lesdo. Nesse sentido, o trabalho desenvolvido por Parizotto
(1987) analisando a recuperagdo funcional dos misculos CUjos nervos
haviam sido submetidos a diferentes tipos de lesdo, se aproximaram
bastante da situagdo fisiologica quando tratados por estimulos elétricos
controlados. Os parimetros observados se referiam as caracteristicas
dindmicas da contragdo muscular como tempo de contragdo, tempo de
relaxamento, coeficiente abalo/tétano, voltagem limiar, voltagem maxima,
freqiiéncia para fusio tetanica, potenciagdo pos-tetanica e indice de fadiga
tetdnica. Nesta situago, o objeto de estudo foi a interagdo nervo-musculo.
Porém outras estruturas corporais tem sido estudadas como modelos

experimentais de reparo tecidual. Para analisar a partiéipag:ﬁo do coldgeno,
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Vidal (1964) propde o tenddo como modelo mais adequado, uma .vez que
a pele ndo tem uma organizagdo estrutural com um direcionamento
preferencial das fibras de coldgeno tipo I, além disso ha também a
presenga de colageno tipo III e de uma forma reticular. Portanto, neste
trabalho, o modelo de colageno tipo I no tenddo Aquiliano do rato foi o
escolhido, por ser o que mais se tem estudado e nos fornecer um 6timo
padrdo de analise da estrutura molecular.

Alguns trabalhos foram revistos para concatenar os dados existentes
na literatura, sobre o estado atual desses estudos, especialmente o papel

desempenhado pelo coldgeno no reparo tecidual.

Matthew e Moore (1991) mostram a distribuigdo de diametros das
fibrilas de colageno do tenddo extensor do rato subsequente a tenotomias
parciais sucessivas por meio de morfometria por microscopia eletronica de
transmissdo. Encontrou-se uma reduc¢do do didmetro das fibrilas que
podem ser explicadas por um mecanismo de sintese de novas moléculas, e
por solicitagdo de carga sobre as fibras, ha um amadurecimento dessas
fibras e por conseqiiéncia, um aumento dos seus didmetros. Outro
mecanismo proposto se refere a possibilidade de algumas substincias
poderem atuar como inibidores do processo de fibrilogénese, entre as
quais estdo o dermatam sulfato, acido hialurénico, condroitin sulfato e

fibronectina.

Foi verificado ainda por eles uma distribuigdo unimodal inicialmente
nas areas de ndo lesdo mas tornou-se multimodal 240 dias apds a
operagdo. A area de lesdo primaria e a area de lesdo secundaria exibiram
um aumento da freqiiéncia de fibrilas de didmetro pequeno entre 40 e 60
dias apds a cirurgia. Eles sugerem que estas observagdes podem estar

relacionadas com o estresse aplicado.
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Danielsen (1981) utiliza uma metodologia in vitro para estudar
fibras reconstituidas em relagdo ao aspecto ultra-estrutural. As fibras
reconstituidas mostraram um ganho mecénico significativo relativo ao
processo de maturagio, conhecido Por aumentar a performance mecanica
durante a maturagio i vivo. Uma correlagdo dos processos in vitro e
vivo € sugerido pelas observagdes dos tecidos reconstituidos. Também é
sugerido uma possivel influéneia da quantidade de ligagdes cruzadas
intermoleculares no ganho de for¢a durante o processo de maturacio do

coldgeno.

Liu, Rangayyan e Frank (1991) propdem um método
computacional para analise estatistica em imagens, usando uma abordagem
de escala-espago, para avaliar objetivamente o grau de lesdo e os niveis de
cicatrizagdo em ligamentos, para utiliza-lo como forma de preconizar os
melhores tratamentos. Informagdes como 4reas de cobertura e orientagio
espacial das fibrilas de colageno podem prover informagdes importantes
sobre a estrutura interna dos tecidos ligamentares. As imagens dos
ligamentos s#o pré-processadas por uma seqiiéncia de filtros, cujas
fungdes sdo segundas derivadas de uma fungio Gaussiana bidimensional
com diferentes escalas. Sio feitos mapas de estabilidade ¢ padrées lineares
sdo capturados. Com 1880, as distribui¢des de orienta¢do das fibrilas de

colageno sdo extraidas por analise estatistica das Imagens.

Os tenddes tem uma capacidade intrinseca de participar do processo
de reparo. Observagdes histolégicas evidenciaram no estudo de Manske e
Lesker (1984), realizado in vitro, uma capacidade intrinseca de
cicatrizagdo, por exclusio das células que regularmente participam do
reparo tecidual, especialmente os fibroblastos, em explantes de tenddes

flexores de diversos animais experimentais (coelho, co, galinha e
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macaco). A participagdo do epitenddo ¢ do endotenddo contribui para a
organizagdo dos eventos do reparo dos tenddes de formas diferenciadas
nas diferentes espécies estudadas pelos investigadores. Todo o processo
de reparo pode ser disparado da propria estrutura do tenddo, por meio de
ativagdo da proliferacdo celular e migragdo, fase inicial do reparo tecidual,

através de uma capacidade inerente do tecido tendinoso.

A organizagdo molecular dos feixes de colageno estd intimamente
ligada as fungdes de transdutor (Vidal, 1969) ¢ a atividade piroelétrica e
piezoelétrica das moléculas (Athenstaedt, 1974; Fukada, 1974 e Liboff e
Furst, 1974), que de alguma forma, determina a hierarquizagdo da ordem
estrutural macromolecular. Vidal (1969) propde que a cristalinidade
observada nos arranjos moleculares de colageno seja uma caracteristica
fundamental que funcionaria como mecanismo homeostatico, e por meio
de realimentagdo atuaria sobre a propria organizag¢do estrutural. Outro
aspecto importante estudado foi o fato de que o exercicio, ou seja, a
atuagdo mecénica do musculo sobre os tenddes, levaria a uma melhor
agregacdo das moléculas de coldgeno, determinando como conseqiiéncia,

um melhor desempenho mecanico desses tenddes (Vilarta e Vidal, 1989).

LASER NA CICATRIZACAO (UMA REVISAQ)

Muitos trabalhos tem surgido ao longo do tempo, especialmente
apos algumas revisdes que criticavam a auséncia de fundamentagdo para
uma série de efeitos divulgados e atribuidos ao laser de baixa poténcia,
cujos autores ndc tinham detathes sobre os pardmetros fisicos dos
experimentos, o que dificultava a replicagdo dos trabalhos. Mas os criticos

destes resultados ndo repetitivos organizaram uma série de sugestdes para

¢ e
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que os trabalhos subsequéntes ndo incorressem nos mesmos erros. Os
parametros minimos necessarios para repetir as condi¢des experimentais
foram delineados. Portanto, a seguir serdio relacionados e comentados os
principais trabalhos publicados nas principais revistas especializadas
seguindo tais padrSes dosimétricos. Sdo trabalhos experimentais in vitro e
in vivo, assim como trabalhos clinicos, voltados para o problema da

cicatrizagio.

Cultura celular

Dentre os protocolos experimentais utilizados, estio as culturas de
células e de tecidos. Normalmente sio conduzidos sob condigdes
assepticas para evitar o risco de contaminagfo. As culturas sdo mantidas
num meio de crescimento suplementado por soro rico em proteinas e
antibioticos. Para manter a populagdo celular da cultura sob controle,
amostras sao tomadas para realiza¢io de subculturas e ajustar o nimero de
células (concentragdo). Sdo analisadas sob microscopia Optica, com
contador de celulas (Hallman et al., 1988), ligagdo com radioisotopos
(Ohta et al., 1987) ou microscopia eletronica, para vertficar altera¢des
ultraestruturais (Bosatra et al., 1984).

O laser mais utilizado nos trabalhos de cultura de células e tecidos
foi o de HeNe, geralmente especificando dose e demais parametros de
irradiagdo (Mester et al., 1978; Abergel et al., 1984, 1987; Bosatra et
al,, 1984; Lam et al., 1984, 1986; Dyson e Young, 1986; Tocco et al.,
1985; Balboni et al., 1986; Boulton e Marshall, 1986; Hallman et al.,
1988; Karu, 1988; Quarto et al., 1988; Colver et al., 1989; Riceviuti et
al., 1989; Pourreau-Schneider et al., 1990). Os trabalhos produzidos no

inicio da década de 80 proporcionaram as bases para os demais
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investigadores escolherem Seus protocolos experimentais. Associagdes
com outros tipos de laser (Dyson e Young, 1986) foram utilizadas,
especialmente com GaAs. A utilizagio do laser semicondutor de Arseneto
de Galio-Aluminio (GaAlAs), mais popular na prética clinica estimuloy
alguns autores a escolher este tipo de laser para estudos em culturas
(Abergel, Lyons e Castel, 1987; Ohta et al., 1987; Inoue, Nishioka e
Hukuda, 1989; Young, Bolton e Dyson, 1989).

Uma grande variacdo de doses ¢ encontrada nos trabalhos citados.
Dificuldade de aplicagdo das informagdes colhidas nos experimentos para
situages clinicas é uma constante nestes trabalhos, apesar de alguns
autores esbogarem algumas idéias sobre as possiveis participagdes das
células ou tecidos estudados no desempenho in vivo, Qs tempos de
tratamentos variam de 20 segundos a 15 minutos de exposi¢do, em
aplicagdes simples ou periodos de 3 dias. As distancias utilizadas entre a
fonte de laser e as culturas celulares nos trabathos citados estiveram entre
0 minimo de 1 mm (Lam et al, 1984) ¢ 70 ¢m (Tocco, Le Borgne de
Kaouel e Aubert, 1985). As diferencas nos pardmetros de tratamentos e
protocolos levaram a diferentes resultados, o que eleva o grau de ceticismo
a respeito da terapia por laser de baixa intensidade, assim como dificulta a
comparagdo dos resultados, tornando tais resultados com valor limitado.

Uma boa parte dos trabalhos publicados sobre as investigacdes em
culturas celulares apresentam  evidéncias de grande variedade de
mecanismos bioldgicos envolvidos e que podem ser estimulados pela
irradiagdo do laser de baixa mtensidade. O efeito mais reportado ¢ a
proliferagcdo de células, especialmente quando foram utilizados
fibroblastos (Hardy et al., 1967; Abergel et al., 1984; Boulton e
Marshail, 1986).
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Usando fibroblastos embriondrios e adultos de pele humana, Bulton
e Marshall (1986) demonstraram um aumento na proliferacdo celular apos
irradiagdo com laser de HeNe. Os autores admitem que seus resultados
foram inesperados e bastante significantes, mas nio conseguiram explicar
0s mecanismos envolvidos. Entretanto, resultados reportando que ndo
houve alterag¢do na taxa de proliferagdo dos fibroblastos sio encontrados
(Glassberg et al., 1988; Hallman et al.,, 1988; Colver et al., 1989).
Nenhum dos autores descarta a possibilidade de estimulacdo do processo
de proliferacio induzido por laser, mas alertam para o fato de que
provavelmente se deva aos pardmetros fisicos utilizados para conseguir
SUCESSO nos tratamentos propostos.

Néo ¢ apenas por mecanismo de indugdo da proliferagio que o laser
pode atuar. Outros mecanismos alternativos sdo sugeridos para explicar a
aceleragdo do processo de cicatrizagfio. Os fibroblastos 830 responsaveis
pela producio de colageno, que ¢ um importante componente da
cicatrizagdo. Utilizando marcadores radioativos como indicadores da
produgio de coldgeno, varios autores (Castro et al., 1983; Abergel et al.,
1984; Lam et al., 1984; Lyons et al., 1987) observaram que a irradiagio
laser com diferentes comprimentos de onda (HeNe ¢ GaAlAs) estimula a
produgdo de colageno pelos fibroblastos. Os autores sugerem como
explicagdo para este fato que pela via da expressio genética, alteragdes
nos niveis transcricionais e translacionais poderiam ocorrer.

Os miofibroblastos sio fibroblastos modificados e estio diretamente
envolvidos na granulagdo dos tecidos. A irradiagdio com laser de HeNe
transforma os fibroblastos em miofibroblastos (Pourrean-Schneider et
al., 1990).

Outros aspectos da estrutura celular ¢ do metabolismo foram

investigados para verificar a possivel participag&o na aceleragdo do reparo




Capitulo | - Introducio 39

tecidual. Bosatra, Jucci e Olliano (1984) observaram sinais evidentes de
sintese protéica, especialmente do colageno, por observagdo dos niveis de
RNA mensageiro do procoldgeno tipo I e tipo HI, notadamente 17 dias
apos o tratamento com laser. Tocco, Le Borgne de Kaouel e Aubert
(1985) também observaram um aumento no reticulo endoplasmatico
* rugoso, sugerindo um processo de estimulagdo do metabolismo de
proteinas correlacionado com um aumento das dimensdes e numero de
mitocondrias das células irradiadas.

No aspecto do metabolismo, a irradiagio de mitocdndrias isoladas
induziu modifica¢des na homeostasia celular, levando a uma cascata de
reagdes, para as quais Karu (1988) sugere que componentes da cadeia
respiratoria  (citocromos, citocromo-oxidase e flavina-oxidase) sdo
fotoaceptores primarios ou cromoforos, portanto absorvem a luz laser em
comprimentos de onda adequados. A ativagdo dos componentes da cadeia
respiratoria responsaveis pelo mecanismo de transporte de elétrons, altera
as caracteristicas da atividade de oxidagdo-reducgio no citoplasma, levando
a um aumento da sintese de adenosina tri-fosfato (ATP) (Passarella et al.,
1984). Este mecanismo acoplado aos carreadores da membrana como
sodio e potassio, altera o fluxo de calcio entre a mitocondria )
citoplasma, que modula a atividade proliferativa da célula.

Entretanto, a cascata de reagoes afeta o metabolismo celular ¢ o
desenvolvimento por interferir nos niveis de nucleotideos ciclicos (Silveira
et al., 1989; Franco, Silveira e Parizotto, 1997). Tais componentes
levam a iniciagdo da sintese de DNA. Karu (1988) acredita que a luz
visivel pode mediar a regulagdo do metabolismo celular por esta via.

Fatores liberados pelos monéeitos podem induzir proliferacdo de
células da linhagem dos fibroblastos (Young, Bolton e Dyson, 1989).

Células da linhagem branca do Sangue, como mondcitos e macréfagos tem
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um papel central na mediagdo da imunidade corporal e nas respostas
inflamatorias, especialmente na liberagdo de fator de crescimento dos
polipeptideos (FCP) e citoquinas. Quando ocorre um trauma, as vias
homeostaticas sdo ativadas e tais substincias tem sido associadas a
imunidade e ao reparo tecidual. Um estudo recente provou que ha um
envolvimento do FCP no reparo tecidual ativado pelo laser (Shields et al.,

1991).

Cicatrizacio em Modelos Animais

Os estudos da agdo do laser no processo de reparo tecidual em
modelos animais tem uma grande variagdo de protocolos empregados e
também dos modelos escolhidos. A grande maioria dos investigadores
utilizaram o modelo de pele, principalmente empregando como animal de
investigagdo o rato, o que ndo é bom sinal. Isto se deve principalmente as
facilidades na manipulagdo destes animais ¢ o baixo custo, além do
controle mais ameno por parte das sociedades protetoras de animais. Para
trabalhar com modelo de pele, o porco deve ser o animal de escolha
(Hunter et al., 1984), mas devido as dificuldades de sua manutengio, este
modelo ¢ freqgiientemente rejeitado (Basford, 1986). A pele do rato ndo
tem grandes similaridades com a pele humana, o reparo se d4 mesmo nas
piores condi¢es, a trama de colageno da pele ¢ composta de variagfes de
diferentes tipos de colagenos. Estes fatos fazem da pele um modelo de
dificil andlise.

Os primeiros estudos foram realizados no final dos anos 60 e estio
sumarizados no artigo de Mester e Jaszsagi-Nagy (1973), utilizando
como modelos ratos e camundongos. Varios radioisétopos foram injetados

que poderiam se incorporar ao processo de reparo tecidual, especialmente
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a glicna-C14 e prolina-H3. As irradiagdes foram realizadas com laser de
rubi com doses de 4 J/cm?® e aplicadas apos diferentes tempos de evolugdo
do processo, ou seja, apos momentos distintos a partir da inoculagdo. Os
animais foram sacrificados ¢ examunados quanto a captacio dos
aminoacidos ligados aos isotopos radioativos. Conclui-se que hd um
processo que os autores chamaram de bioestimulagdo devido ao fato dos
eventos bioquimicos acelerarem-se durante o processo de reparo tecidual.
Os parametros de irradiagdo usados ndo sdo claramente definidos e dificil
de serem reproduzidos. Varios outros trabalhos foram realizados pelo
grupo hungaro e sdo sumarizados nos artigos de revisio de Mester,
Mester e Toth (1984) ¢ Mester, Mester ¢ Mester (1985) mostrando
diversos aspectos do processo de reparo tecidual, nas suas diversas fases e
abordando com distintas metodologias.

A fotobiomodulagio da cicatrizagio freqgiientemente ¢é analisada sob
o ponto de vista da contragdo da ferida per se e eventualmente outras
variaveis sdo incluidas para facilitar as mensuragdes. No trabalho de
Lievens (1985), foi conduzida uma investigagdo sobre a agdo do laser na
motricidade do sistema linfatico e a cicatrizacdo de uma incisdo abdominal
em camundongos. A artéria, a veia ¢ o vaso linfatico principais foram
cortados ¢ examinados por mais de seis meses apos a cirurgia. Por uma
técnica de microscopia por transtluminacdo, o investigador pode fotografar
¢ filmar, para estudar a microcirculagdo. O mesmo estudo também mostrou
que a adesdo da cicatriz do tecido subjacente e o edema foram
modificados sob agdo do laser. Os pardmetros nfdo foram bem
especificados, mas o laser empregado foi o de HeNe associado com
mfravermelho, pulsado a 700 Hz.

A sobrevida de fatias da pele cuidadosamente retiradas

cirurgicamente foi estudada por Ohshiro (1991), estimuladas por




Capitolo |- Introducie 42

irradiagdo de laser de baixa intensidade. Os estudos foram conduzidos na
regido dorsal de camundongos, tendo os grupos experimentais recebido
laser antes e apds a elevagdo da pele ¢ a respectiva sutura. Os resultados
evidenciaram bem a aceleragdo do processo de cicatrizagdo.

Lyons et al. (1987) determinaram a influéncia do laser na elevagio
do conteado de colageno apds duas semanas segumtes a irradiagdo,
mostrando ainda aumento consideravel na tensio de ruptura de cicatrizes
uma ou duas semanas depois de irradiadas. Abergel et al. (1987) também
encontraram resultados semelhantes em camundongos, cujas cicatrizes
foram submetidas a tensdo de ruptura e observado a acumulagdo de
colageno. Eles mostraram ainda elevac&o nos niveis de procolageno em
pele de porco irradiada com laser.

Braverman et al. (1989) registraram uma grande diferen¢a na
tensdo de ruptura em todos os grupos tratados (tanto com laser de GaAs
ou HeNe) tanto no lado tratado como na cicatriz do lado néo fratado, em
relagdo aos animais nfo submetidos ao tratamento. Com base nestes
dados, os mvestigadores concluiram que a irradiagdo pode causar a
liberagdo de fatores sistémicos que poderiam ter influenciado o lado nio
tratado. Entretanto, ndo ha relato de mudanga no tempo de cicatrizagdo.

A possibilidade de angiogénese como um efeito sistémico apos a
irradiagdo com laser foi demonstrado por Hickman e Dyson (1988).
Outras modificagdes nfio especificas no metabolismo ¢ discutida por
Zarbevic et al. (1991) que observaram maior velocidade de cicatrizagio
em camundongos irradiados, submetidos ou ndo a hepatectomia (retirada
do figado). A composigio de lipoproteinas diminuiu nos animais operados,
enquanto nenhuma diferenga foi detectada naqueles ndo operados.

TendGes também foram investigados sob acdo de laser. O reparo de

tenddes foi acompanhado por Enwemeka et al. (1990) com resultados
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muito promissores, tendo sido observado principalmente a velocidade de
cicatrizagdo. Diferencas nas dimensdes das fibras colagenas foram
detectadas por meio de morfometria sob microscopia eletrénica de
transmissfo, mostrando uma distribui¢io de didmetros diferenciados em
fun¢do das doses de laser aplicadas. As fibras colagenas do grupo de
coelhos tratados com laser a 4 ¢ 5 mi/cm® foram as mais espéssas.
Enwemeka et al. (1990) determinaram alteragdes ultraestruturais e
biomecanicas fotoinduzidas por laser nos tenddes de coelhos e sugerem
que o aumento da sintese de fibrilas de colageno provavelmente acontega

as expensas da maturagdo precoce dessas fibrilas.




{apitulo 1 - Introducio 44

OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi analisar a influéncia do Laser de HeNe
(2=632,8 nm) sob o processo de reparo tecidual, em diferentes tempos de
evolugdo, investigando com Microscopia Eletrdnica de Varredura,
Microscopia de For¢a Atdémica e Espectroscopia Infravermelho -
Transformada de Fourier quanto aos aspectos morfoldgicos e bioquimicos
do colageno tipo I, no tenddo de rato, especialmente relativo 2
fotoativagdo produzida e as alteragSes moleculares processadas nos
animais i#1 vivo.

Como objetivo paralelo, houve um treinamento na utilizagio da
Microscopia de Forga Atdmica para andlise de materiais biologicos e
também no uso da Espectroscopia Infravermelho - Transformada de
Fourier para detecgdo de alteragdes nas ligagdes quimicas e observagdes
das diferentes assinaturas de alguns dos compostos orgdnicos mais
importantes, cujas participagdes sdo fundamentais nos processos

biologicos.
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METODOS DE ANALISE

Neste capitulo serdo descritos os métodos de analise utilizados
para o desenvolvimento deste trabalho, alguns mais comuns como o
caso da Microscopia Eletronica de Varredura, e outros mais recentes
como a Microscopia de Forga Atémica e a Espectroscopia de

Infravermelho acoplado ao microscopio optico.

MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

O Microscopio Eletronico de Varredura é um instrumento ja
bastante conhecido e utilizado para analise de ultraestrutura dos mais
diversos materiais.

A preparacio das amostras para observagdo neste tipo de
instrumento requer certos cuidados como a secagem do material (no caso

de materiais biologicos), a metalizagdo e geralmente, antes mesmo de
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executar tais passos, uma criofratura do material se faz necessario para

expor as regides mais internas da amostra para observacio.

E considerado uma especie de de analise de superficie, com uma
resolugdo que pode variar em decorréncia da qualidade de preparo da

amostra at¢ da qualidade do equipamento empregado.

MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA

O Microscopio de Forga Atdémica (MFA) é um instrumento de
analise de superficies cujo desenvolvimento derivou do Microscopio de
Tunelamento de Elétrons (MTE) (Binnig,Quate e Gerber, 1986). O MTE
faz uma leitura da corrente de tunelamento que acontece entre uma ponta
de prova e a amostra, determmado pela fun¢io de trabalho da estrutura
atdmico-molecular da amostra e da forma e a espessura da ponta de prova
(Quate, 1986; Laiho, Tevola e Snellman, 1987). A dificuldade de
utilizagdo deste tipo de microscopia se da pelo fato de que apenas
materiais condutores e semicondutores podem ser observados. Seguindo
esta 1déia, surgiu uma modificagdo da técnica, que por meio de uma ponta
de prova montada num substrato com a estrutura tipo microviga com
constante elastica conhecida, chamada “cantilever”, pode-se fazer esta
ponta varrer a superficie da amostra e recolher dados por interferometria a
laser, que processados via computador, formam uma imagem para ser

analisada.

As forgas interatémicas que aparecem entre uma ponta fina de uma
sonda e a superficie de uma amostra estdo na ordem de 107 a 10° N, ¢ sdo

descritas pelo potencial de Lennard-Jones,
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Ur)=-Us[(ro'2)*-(ry'2)°] (4)
onde z ¢ a disténcia entre os atomos, Uy e ry sdo respectivamente a energia
e a distancia de equilibrio entre os atomos que estdo interagindo. As
intera¢des resultantes entre os atomos da ponta de leitura e os da amostra
em equilibrio variam o seu carater de atrativa para repulsiva quando a

distdncia entre eles se torna menor que r;.

Quando aproximamos a ponta do MFA aos dtomos da camada
atdmica mais externa, a sobreposicdo das nuvens eletronicas provoca o
surgimento de uma forga repulsiva forte, que € proporcional a densidade
eletronica total. As forgas dispersivas de longo alcance, do tipo van der
Waals, assim como as forgas de Coulomb e as interagdes entre os dipolos,

sd0 as responsaveis pela parte atrativa do potencial de Lennard-Jones.

Sdo estas forgas atrativas e repulsivas que podem ser registradas ao
realizarmos uma varredura da ponta sobre a amostra. Dados sobre a
topografia em escalas bastante reduzidas ¢ outras informagdes podem ser
obtidos e muitas vezes, caracteristicas peculiares das amostras podem ser
detectadas por este tipo de andlise de superficie. Os dados podem ser
tratados para redugdo de interferéncias e ruidos por meio de filtros digitais
especiais, assim como possibilita o estudo de dreas restritas da amostra

(Morris, 1994).

Pode-se trabalhar sob duas formas de captagiio de imagens: as
microscopias de forga atébmica por contato e por ndo-contato, utilizando-se

as interag0es repulsivas ¢ atrativas, respectivamente.

Uma série de trabalhos tedricos tem sido realizados para calcular as
forgas atrativas entre objetos macroscopicos de diferentes geometrias.
Talvez a descrigdo tedrica mais precisa a esse respeito relata que as

intera¢des mecdnicas podiam ser explicadas com base nas flutuagdes do
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campo eletromagnético. Constantes dielétricas complexas entre os
materiais  estudados, dependentes da freqiiéncia do  campo
eletromagnético, foram os constituintes mais importantes das equacdes

deduzidas.

O importante ¢ mencionar que os resultados tedricos foram bastante
concordantes com os dados experimentais obtidos posteriormente num
aparelho desenvolvido para medir as forgas entre objetos macroscépicos.
Forgas na ordem de 10® N com distincias entre centenas de nanometros

até menos que 30 nm.

Os resultados obtidos para varios tipos de materiais, considerando
que o sistema possa ser aproximado para uma interagdo do tipo esfera-
plano, apresentaram muito boa correlagdo quando calculados através da

equacdo,
F(z)=2nReB/37° (5)

onde B ¢ uma constante, e esta relacionada com a constante dielétrica dos

materiais estudados.

Normalmente, os resultados obtidos pela MFA por contato
apresentam melhor resolugdo do que as imagens por ndo-contato, € o
registro das variagdes das forgas repulsivas é tdo simples quanto o das
forgas atrativas. O microscopio operando no modo contato tém analogia
com o perfildmetro, instrumento utilizado para medidas da topografia de

superficies.

A grande vantagem na utilizagdo do MFA ¢ a grande sensibilidade
do método para forgas bastante pequenas, com alta precisdo na detecgdo
das corrugacGes nas superficies analisadas. As forgas obtidas pelas pontas

de prova do MFA estdo trés a quatro ordens de grandeza menores que
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aquelas conseguidas com os perfilémetros, que estio na ordem de 10° N.
Isto permite que materiais com baixos limites de deformagdo pldstica
possam ser analisados de forma ndo destrutiva por MFA por contato. Isso
inclue especialmente os materiais biologicos. As resolugdes verticais
conseguidas por MFA também sdo bem maiores que aquelas obtidas pela

Microscopia Eletronica de Varredura ou por Interferometria Optica.

Metodologia de Analise por MFA.

A formacdo da imagem do MFA pressupdes varreduras de linhas
seqiienciats da regido da amostra previamente escolhida ou ao acaso, que
no seu trajeto pode encontrar varios tipos de situa¢Ges como elevagdes na
topografia ou vales (buracos). O deslocamento da ponta sobre a amostra é
realizado por cerdmicas piezoelétricas estrategicamente colocadas, que
produzem um deslocamento da amostra em relagio a ponta que se

encontra fixada.

A interferometria optica utilizando um laser se da pdr meio da
incidéncia de um feixe sobre uma superficie polida do “cantilever”, que
reflete para um espelho, cujo foco estd concentrado entre dois
fotodetetores (A e B) (vide Figura 1). O ajuste do feixe entre os
fotodetetores se d4 por meio de uma relagdo de paralelismo. Com isso,
calibramos o microscdpio com os pardmetros escolhidos como a constante
elastica do “cantilever”, em fun¢do de maior ou menor sensibilidade na

analise.

A sensibilidade do MFA para deflexdes da microviga ou
“cantilever” na direcdo z ( ou seja, altura, que se situa na ordem de
angstrons) define parte da amplificagdo. A constante elastica da microviga,

portanto, determina a sensibilidade do equipamento nas analises pelo
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Figura 2 - Principio de funcionamento do microscopio de forca atomica: aj a microviga
se desloca para wma dire¢do e varre a amostra rugosa, reproduzindo o deslocamento
numa imagem construida digitalmente; b) caracteristicas da microviga ou
“cantilever”, onde ocorrem os ajustes do feixe de laser na superficie polida, refletindo
nos fotodetectores (A e B) e ajustada a relagdo de paralelismo.

deslocamento do sistema de mola. O deslocamento é dado pela formula de

Hook:

Z=FIK (6)

onde Z ¢ o deslocamento vertical, / é a somatoria das forgas atuantes na

diregdo vertical e K ¢ a constante elatica do “cantilever” escolhido.

Originalmente os “cantilevers” eram corroidos a partir de silicio
oxidado usando mascaras fotograficas para definir a ponta de prova. As
pontas atualmente utilizadas sfo produzidas por colagem de um fragmento
de diamante com formato piramidal na extremidade da microviga ou por
processo de microfabricagdo de dispositivos eletrénicos depositados na

microviga de Si3N4 (Albrecht e Quate, 1988). Este método resulta em
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pontas bastante finas, com raio menor que 30 nm. Mais recentemente se
idealizou as chamadas superpontas (do inglés, “supertips™) que sdo mais
alongadas e finas, conferindo melhona na qualidade das imagens obtidas

(Keller e Chih-Chung, 1992).

Com os “cantilevers” microfabricados pelo processo de
microeletronica, se conseguiu redugdo na sua massa, o que possibilitou
deteccdo de deslocamentos na amostra bastante pequenos e portanto
aumentou a sensibilidade do equipamento, capacitando-o a medir forgas da
ordem de até 10™"® N. Isto significa que ha sensibilidade suficiente para
deteccdo das forgas interatdmicas (eletrostaticas) e de van der Walls

(Morris, 1994).

Cuidados Especiais nas Andlises por MFA.

Um dos principais problemas encontrados para analisar materiais
pela MFA se refere ao controle da forga aplicada sobre a amostra durante
as medidas, adequando-a aos diferentes ambientes de trabalho da ponta
(célula liquida, vacuo) e também devido a qualidade da ponta (geometria).
Isso tem resultado no surgimento de alguns tipos de imagens fantasmas,
mas se houver uma escolha cuidadosa da ponta quanto a otimizagdo do
método de preparagdo das amostras e do tipo adequado de constante
elastica do “cantilever”, pode-se conseguir imagens bastante precisas,

inclusive analisando processos fisiologicos em tempo real.

Como um método para andlise de superficie, 0 MFA necessita de

certos cuidados no preparo das amostras. Substratos especiais com
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estrutura conhecida como o grafite aitamente orientado (HOPG), a mica e

laminas de vidro sdo os mais utilizados para investigagao.

O conhecimento prévio da possivel rugosidade da superficie a ser
analisada evita o comprometimento da qualidade da analise (Morris,

1994).

A morfologia da superficie da amostra pode determinar leituras
equivocadas pelo sistema de analise por MFA. Alguns exemplos deste tipo
s30 as amostras com pontas muito agudas, aparéncia muito irregular de
algumas corrugacdes ¢ também as arestas que se iniciam ou terminam
abrubtamente podem aparecer no sentido da varredura da ponta sobre a
amostra. As vezes pode haver falsa interpretagio em relagdo a forma

correta da superficie.

Para evitar esse tipo de situagio, devemos escolher as regifes
menos irregulares das amostras, limpar bem, evitar poeira € outros
contaminantes, ¢ além disso, um bom ajuste ¢ calibragdo do equipamento
pode evitar for¢as excessivas sobre as amostras (especialmente as
bioldgicas) que possam ultrapassar as forgas interatomicas e levar a ponta

mergulhar na amostra.

Um bom sistema de isolagdo contra ruidos externos e vibragdo na
base do equipamento deve ser utilizado, especialmente ao se captar

imagens com resolu¢des submoleculares ou atomicas.

O ajuste da freqiiéncia de varredura esta ligado também a qualidade
da imagem e tem relagio com possiveis ruidos e ressondncias do

“cantilever’” com o material a ser analisado.

Modos de Operacido do MFA




Sob condi¢des ideais, as forgasmedidas pelo MFA estio na faixa
entre 1077 - 10™ N e podem ser medidas também com resolugdo espacial

lateral na ordem de angstrons.

O MFA pode operar com diferentes métodos, sempre levando em
conta a interacdo da ponta com a amostra e vice-versa. O contraste
depende das propriedades mecéanicas da superficie a ser analisada e da
ponta de prova. Para materiais duros quando comparados com a ponta de
prova, 0 MFA pode realizar boas imagens da topografia da amostra. Por
outro lado, se o material ¢ mais mole que a ponta de prova, a imagem pode
ser modificada por fatores que dependem das propriedades elasticas da
superficie. Em situagdes extremas, pode haver deslocamento ou danos a

amostra (Morris, 1994),

Tais cuidados sdo de vital importincia quando se pretende realizar
imagens de materiais biolodgicos. Se forem feitas imagens em condigdes
ambientais normais (na presenca do ar atmosférico), a condensagio capilar
eleva a forga empregada na ordem de 107 - 10° N (Weisenhorn et al.,
1989). Para isso se conta com a técnica de tomada de imagens em meio

liquido, denominada técnica da célula liquida.
Os modos de operacdo para realizagdo das imagens pelo MFA sio:

a) Imagem por for¢a constante: durante o processo da varredura, a forga
entre a ponta de prova e a amostra se mantém constante
por meio de uma alga de realimentagdo. Os deslocamentos
da ponta sdo amplificados para gerar a imagem. Este é o

modo mais usual de operagio.

-




b) Imagem por altura constante: neste caso a ponta de prova é
posicionada proxima da amostra € no parocesso de
varredura, as deflexdes do “cantilever” sdo medidos e
amplificados para produzir a imagem. Devido a auséncia da
alga de realimentagdo, este modo de operagfio permite altas

freqii€ncias de varredura.

¢) Modo espectroscdpico: a curva forga/distincia ¢ medida a cada ponto

da amostra. E pouco utilizado.

d) Modo gradiente de forca constante; este ¢ um método usado para
detectar forgas atrativas de pequena amplitude. Neste caso,
o “cantilever” ¢ excitado p6r uma freqiiéncia ressonante e
as Interagbes entre a ponta e a amostra altera essa
freqiiéncia de ressondncia. Pode ser usado para detectar

pequenas forgas em célula liquida.

Analise de MFA para Amostras Biologicas.

Muitos trabalhos tem surgido utilizando o MFA para andlise de
materiais biologicos, sobre os quais faremos uma revisdo da literatura a
seguir.

Algumas células ja foram objetos de andlise por MFA. Butt et
al.(1990) preparou Halobactéria, células de algums plantas, hemacias e
células sangiiineas da série branca e realizou imagens de grandes
dimensdes dessas estruturas, demonstrando o potencial do instrumento

para a observagdo da topografia das células, com a oportunidade da
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combinagdo de imagens de maior resolugio, podendo analisar situagdes

em tempo real que ocorrem na membrana celular.

Foram feitas preparagbes de flagelos de Halobacteria nadando em
mica, na tentativa de fixar as estruturas celulares. Diferentes métodos
foram utilizados para facilitar a fixagdo. No primeiro Jaschke, Butt e
Wolff (1994) lavaram bastante com 8 mmol.I” de acetato de magnésio, no
segundo, as células adsovidas foram colocadas em agua destilada e no
terceiro, o choque osmético foi realizado por redugdo na concentragdo
salina. Conseguiram determinar o didmetro médio dos flagelos em 11 nm
(desvio padrdo +4nm) e a periodicidade de uma subestrutura variando de

50 a 100 nm.

Lacapere, Stokes e Chatenay (1992) observaram cristais
trnidimensionais da enzima Ca-ATPase, que participa da bomba de calcio
do reticulo sarcoplasmatico, com MFA. Foram realizadas imagens dos
cristais secos em mica ou grafite. Dados como a espessura do cristal foram
obtidos mas ndo a periodicidade, porque ao secar o matérial, sabia-se que
este pardmetro seria destruido pela prepara¢do. Porém foram obtidas
imagens dos cristais hidratados com resolugdo semelhante as preparagSes
secas (pouca), nas quais se pode observar a membrana com oS cristais,

revelando certas dificuldades para trabalhar com o instrumental.

As estruturas cristalinas da hidroxiapatita e da brushita -dois cristais
biologicos- foram analisadas com MFA para identificar os planos de
orientagio preferencial sobre varios substratos (Siperko e Landis, 1994).
Sobre substrato de vidro, dois planos cristalinos foram identificados. Os
planos [001] e [110] estdo de acordo com os valores de espagamentos
publicados previamente como dados cristalograficos. Nas imagens em

escala atdbmica pode-se mostrar diferengas entre os depositos em vidro ou

-
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mica. Nas imagens em escala maior houve possibilidade de mostrar
diferencas nos depdsitos minerais quando comparados os diferentes
substratos utilizados, mica, vidro e ouro, sugerindo que a estrutura final

dos cristais podem ser inflenciadas pelos substratos, quando determinadas

pelo MFA.

Proteinas ligadas @ membrana foram observadas em meio liquido e
suas propriedades estruturais foram determinadas (Egger et al.,1990).
Medidas das caracteristicas de empacotamento das moléculas foram
realizadas e comparadas com o modelo estrutural proposto, aproximando-
se dos parametros medidos na difratometria de raios X, levando a concluir
que efetivamente estava sendo observado moleculas individuais da

membrana com resolugio sub-molecular ¢ sob condiges fisioldgicas.

Foi testado a possibilidade da utilizagdo da Microscopia de Forga
Atomica para detec¢do de antigenos marcados com imunocomplexos de
ouro. Imagens de alta resolucdo da superficie celular foram conseguidos
por Neagu et al. (1994). Para isso, foram empregados linfécitos ligados ao
anti-CD3 conjugado com isotiocianato de fluoresceina, como anticorpo
secundario, juntamente com particulas coloidais de ouro. Ao aplicar prata
na solugdo, houve um aumento na incorporagdo dos marcadores. Fol
utilizada a combinagio do MFA com um Microscopio Optico invertido

para correlacionar os resultados.

Imagens em meio liqudo tem sido utilizado por muitos
investigadores. Para observar a erosdo hidrolitica de polimeros
biodegradaveis, Shakesheff et al. (1994) empregaram MFA em ambiente
aquoso. Os estudos revelaram que a morfologia da superficie do polimero
analisada com resolugdo comparavel 3 microscopia eletronica de varredura

sob vacuo, e demonstraram a influéncia de uma variedade de fatores,

-
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incluindo a cristalinidade do polimero e o pH do ambiente aquoso sobre a

cinética de degradacio das varias misturas poliméricas analisadas.

Radmacher et al. (1994) observaram as forgas de adesdo ¢ a
elasticidade das moléculas de lisozima adsorvida sobre mica com MFA em
solugdo tampdo. O pH do tampdo foi determinante na estabilidade das
imagens. Eles obtiveram mapas das interagdes ponta-amostra por registro
das forgas laterais. As curvas de for¢as mostraram que a adesdo da ponta
na lisozima foi menor do que na mica. As propriedades viscoelasticas da

lisozima puderam ser calculadas pela analise dessas forgas.

ESPECTROSCOPIA INFRA-VERMELHO

A espectroscopia infra-vermelho é um método fisico-quimico para
estudo das interagdes energéticas dos compostos quimicos, por meio de
uma fonte de luz de freqiiéncia fixa (normalmente um laser de HeNe) que
promove um interferograma através do movimento de um espelho e pode
ser analisado por um sistema de detecg¢do térmica [Deutério Triglicina
Sulfato - DTGS](Perkins, 1986).

A grande vantagem na utilizagio deste sistema espectroscopico
consiste na obtencdo de uma grande relagio sinal/ruido, conseguindo-se
assim espectros de 6tima qualidade em curtos periodos, além de poder
analisar materiais na suas formas naturais, escolher a regido a ser analisada
por meio de microscopia de luz acoplada (Perkins, 1987).

A manipulagio dos dados ao nivel computacional ¢ bastante
interessante devido ao fato de que o espectro € tomado pela decomposigdo

matematica por intermédio da transformada de Fourier. Portanto, varias
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operagdes podem ser processadas rapidamente para se obter resultados
qualitativos, quantitativos e comparativos, aplicando-se primeiras,
segundas ou terceiras derivadas ou fazendo deconvolugdes dos espectros,
além de outras menos comuns. Por isso este método € bastante conhecido
por espectroscopia infra-vermelho por transformada de Fourier (FT-IR).

Uma série de trabalhos com materiais biologicos tem sido realizados
para detecgdo dos espectros. Vale ressaltar aqueles que analisam
proteinas. Kirsch e Koenig (1989) investigaram influéncia da variagio da
temperatura na estrutura secundaria de y-globulina, quimotripsina,
albumina sérica e B-lactoglobulina em solugdo aquosa e verificaram um
aumento de proteinas com o-hélice nas temperaturas baixas e
intermediarias.

A atividade biolégica das proteinas é primariamente determinada
pela composi¢do e sequéncia dos ammoacidos, que por sua vez
determinam as estruturas primaria, secundaria e tercidria. A estrutura
secundaria de uma proteina € estabilizada parcialmente pela presenca de
interagdes intra-moleculares por meio de pontes de hidrogénio, envolvendo
grupos carbonila, amida e N-H.

Kondyurin, Kozulin e Mikov (1991) propuzeram um método para
determinacdo das constantes de forga inter-moleculares em polimeros,
relacionando a manifestacdo de bandas espectrais de pontes de hidrogénio
determinadas por FT-IR e a sua dependéncia com a temperatura. O
método se baseia no tratamento das linhas do espectro como osciladores,
com suas freqii€ncias vibracionais determinadas pelas ligagdes N-H e
C=0, que aparecem com maior evidéncia.

A assinatura vibracional da albumina em solugdo aquosa como
representante das proteinas com a-hélice foi conseguida por Jakobsen e

Wasacz (1990) por FT-IR e também por espectroscopia Raman. Os

-
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espectros foram conseguidos por deconvolugdo da regido entre 1800 e
1100 cm™, tratando as linhas de absor¢do de forma relativa a outras que se
mantinham constantes. Altera¢des conformacionais foram detectadas nas
proteinas adsovidas por qualificagdo experimental das vibragdes dos
grupos amida I e amida III.

Também utilizando a deconvolug¢do dos espectros, Abbot, Wu e
Kleiman (1990), detectaram absorbancia na regifio espectral da amida I,
com uma banda adicional na a-hélice, com o uso da segunda derivada,
para a hemoglobina. O pico de absor¢do da carbonila-amida estava em
1654 ¢ 1651 cm™ para a regifio da o-hélice.

Varios métodos de preparagio podem ser utilizados para as
amostras. Diluigdo em solugdo aquosa, blocos do material sélido, filmes
sdo alguns dos métodos mais empregados. A auséncia de necessidade de
modifica¢des importantes nas amostras que o método é ndo destrutivo.

Trabalhos com mateniais retirados de biopsias de tecidos humanos
foram realizados por Wong e Rigas (1990). Eles retiraram um pedaco de
tecido do final do intestino (c6lon) que continha células cancerosas,
cortaram o tecido como se faz numa preparagdo normal para analise
histologica a fresco, seccionaram com cortes de 5 um de espessurra pela
técnica de congelamento (criostato) e submeteram a dois experientes
patologistas e tomaram algumas sec¢bes para andlise com FT-IR. Os
investigadores conseguiram diferenciar espectros do tecido normal
circunvizinho do tecido neoplasico. Sabe-se que a agua interfere na
obten¢do dos espectros, mas utilizando-se D,O pode-se separar ou subtrair
as bandas de energia da dgua.

Utilizando o mesmo critério de preparagdo do trabaltho anterior,
Wong, Wong ¢ Fung (1993) estudaram tecidos humanos do epitélio

cervical (cérvix da vagina), onde ¢ muito frequénte o aparecimento de
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células neoplasicas a partir de certa idade, nas mulheres, por FT-IR, e
conseguiram definir espectros diferenciados para o tecido conjuntivo
normal, o tecido epitelial normal e o tecido maligno. A banda de
freqiiéncia estudada foi de 1200 a 1500 cm™, tendo sido definidos
quantidades diferentes de glicogénio para os distintos tecidos, aumento de
pontes de hidrogémo nos grupos diéster, modificagio do pico de
estiramento simétrico do fosfato do grupo fosfodiéster dos acidos
nucleicos, reducdo das pontes de hidrogénio C-OH dos carbohidratos e
proteinas nos tecidos malignos como fruto da fosforilagdo e estiramento
das pontes de hidrogénio do grupo amida, nos segmentos de a-hélice
foram reduzidos enquanto aumentaram as laminas .

Portanto, parece ser possivel analisar o colidgeno em forma de
laminas ou filmes pouco espessos, secos como método de preparo para
FT-IR. Espectro do colageno tipo I foi conseguido por Okada et al.
(1990) comparando diversos tipos de preparagio e verificando as
modificagOes ocorridas nos respectivos espectros. Os autores prepararam
varias proteinas solidas na forma de a) filme solido, b) método da
reflectdncia difusa, ¢) método do disco de KBr (transparente ao IR) e d)
método micro-infravermelho (uso do microscopio acoplado). Além do
colageno tipo I, analisaram lisozima da clara de ovo e citocromo ¢ do
coragdo de cavalo e concluiram que o método que menos interferia no
espectro conseguido foi a microespectroscopico, permitindo analises dos
grupos amida I e II, o que permitiu inferir sobre a estrutura secundaria

dessas proteinas.

e
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VALIDACAO DO METODO DE ANALISE POR
MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA PARA
MATERIAIS BIOLOGICOS.

Este capitulo tem por objetivo a apresentacdo de uma série de
experimentos realizados com amostras de origem bioldgica, no sentido de
demonstrar a validade da analise com microscopia de for¢a atémica como
meétodo fidedigno para mensuragdes e observagdes micromorfologicas.

Alguns dos trabalhos que serdo sumarizados a seguir foram
apresentados em congressos ou submetidos para publicagdo. Por se

tratarem de diferentes temas, serfio descritos separadamente.
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Andlise do Coligeno Tipo I por Microscopia de For¢a Atdmica:

Estrutura Moelecular e Ordem Molecular.!

Sabe-se que o coldgeno ¢ um importante componente da matriz
extracelular e que existe um largo espectro de comunicacdes entre as
celulas e as moléculas da referida matriz. Os processos fisiolégicos
ocorrem em consondncia com as estruturas existentes nos tecidos e
necessitam deste substrato para a realizagio do desenvolvimento,
crescimento, reagdo aos agentes agressores, remodelagdo e reparagdo.

Esta proteina representa cerca de 30% entre as proteinas totais do
corpo ¢ cerca de 6% do peso corporal. O aminoacido glicina esta sempre
presente, contribuindo com um tergo dos aminoacidos totais da estrutura
molecular do colageno, estabelecido da seguinte forma: g/i - X - ¥, onde X
e ¥ podem ser substituidos por varios outros aminoacidos, formando o
mondémero, que se liga sequencialmente de forma polimérica, por
mtermédio de ligagdes peptidicas, fazendo aparecer os residuos laterais.
Na matriz extracelular, além do coligeno, existe um complexo
macromolecular no qual tomam parte as proteoglicanas e as glicoproteinas
estruturais, que colaboram com as propriedades biofisicas do feixe de
fibras como uma estrutura unificada e de aciio mtegrada (White, 1973).

O processo de sintese do colageno esta vinculado aos fibroblastos,
células que contém a maquinaria metabdlica necessaria para formagio de
hidroxi-amino4cidos e realizagdo das ligagdes peptidicas. O polipeptideo

precurssor ¢ chamado de procolageno, que sofre uma reagio enzimatica

' Sintese dos trabalhos publicados: Baranauskas, V.; Vidal, B.C. e Parizotto, N.A. - Observation of
geometric structure of collagen molecules by atomic force microscopy. Apllied Biochem. Biotechnol,
69: 91~ 97, 1998 e apresentado no Sth International Congress on Cell Biology, Madrid (Espafia),
por Vidal, B.C., Baranauskas, V. and Parizotto, N.A. - “Atomic Force Microscope analisys on tendon
collagen type I: Molecular structure and molecular order.”
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que requer a presenca de O,, Fe?*, a-cetoglutarato e wm agente redutor
que provavelmente seja o acido ascorbico (Scott, 1992).

O conhecimento da estrutura de moléculas biologicas e suas
derivagdes ¢ fundamental para a elaboragiio de modelos adequados sobre a
participagdo nos processos fisiologicos. Muito do conhecimento atual
sobre o colageno foi obtido a partir de observagdes realizadas com o uso
de microscopios Opticos, eletrdnicos e difratdmetros de raios X.
Entretanto, estas técnicas tem algumas limitagSes inerentes. No
microscopio optico ou o de elétrons, a observagdo de detalhes das
superficies bioldgicas usualmente utiliza processamento quimico das
amostras como fixa¢do, coloragdo e/ou algum tipo de cobertura (tipo
“spoutering”). Portanto pode haver a desnaturagdo do material ¢ uma
alteragdo na interpretacdo dos resultados. Além disso, o microscopio
optico estd limitado a amplificagdes maiores que a metade do
comprimento de onda da luz e o microscopio de elétrons, a metade do
comprimento de onda do elétrom. Na difratometria de raios X, a imagem
obtida por padrio de interferéncia do comprimento de onda é complicada
e exige transformagdes geométricas que embaragcam a interpreta¢do
computacional. Finalmente, a microscopia eletrdnica e a difratometria de
raios X necessitam da observagdo dos espécimes em ambiente de vacuo. O
MFA, desenvolvido por Binnig, Quate e Gerber (1986) abriu a
perspectiva de uma nova ferramenta no sentido de suplantar as
dificuldades e limitagdes mencionadas, especialmente para analise de
materiais biologicos (Hansma et al., 1988).

Com amostras preparadas a partir de tenddes retirados de Rattus
novergicus albinus, da linhagem Wistar, com 90 dias de vida, os tenddes
de Aquiles dos animais foram submetidos a fixagdo com formaldeido a

10% e cortados com espessura de 6 wm, montados em l4minas de vidro de
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pequenas dimensdes e posteriormente colados no porta-amostras. Utilizou-
se para as analises, um MFA (Nanoscope II - Digital Instruments Inc.,
Santa Barbara, CA, USA) montado com ponta de diamante em “cantilever
de S13N,; microfabricado (Park Scientific Instruments, Montain View, CA,
USA). Diferentes “cantilevers” foram utilizados para as variadas
resolugdes obtidas. Para imagens de dimensdes maiores (tomadas com a
cabega grande), o “cantilever” de 200 um foi empregado, sendo sua
constante elastica de 0.12 N/m e para as imagens de dimensdes menores,
ou seja, com maior resolugdo, os “cantilevers” de 100 um e constante
elastica de 0.58 N/m foram os escolhidos. As imagens foram tomadas com
freqiiéncia de varredura de 1.02 Hz para as menores resolugido e 2.02 Hz
para aquelas de maior resolugdo, em temperatura ambiente (293°K). A
calibragdo da forga de referéncia da ponta sobre a amostra variou de 15 a
30 nN, para previnir a sua penetragdo, pois sabe-se que as fibras de
colageno sdo moles e colantes. Para a apresentagio das imagens,
empregou-se  filtro passa-baixas ¢ nas imagens com resolugdo
submolecular, processou-se com transformada rapida de Fourier
bidimensional.

A estrutura tipica das fibrilas de colageno pode ser observada na
forma tridimensional pelo MFA (Figura 3). Nota-se um arranjo bem
organizado das fibrilas e uma boa orientagdo uniaxial. Observagdes usuais
de microscopia eletrdnica de varredura ndo conseguem a boa resolucdo em
profundidade como ocorre nas imagens vistas por meio de MFA. As
dimensdes das microfibrilas que compdem as fibrilas de colageno foram
medidas no sentido do seu eixo de orientacio (figura 4) e sua
periodicidade foi calculada pela transformada de Fourier, como demonstra
as figuras 5 e 6. O periodo espectral médio medido na maioria das

microfibrilas se mostrou variar entre 59.4 ¢ 61.7 nm, corroborando
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Figura 3 - Imagem obtida por microscopia de forca atémica de moléculas de
colageno, onde se noia no sentido longitudinal das fibrilas a rugosidade
caracteristica atribuidea a banda D, assim como a distribuicdio dos perfis das
[fibras e o modo de agregacdo entre elas.

100 200 200 4060

Figura 4 - Imagem obtida por microscopia de forca atémica de moléculas de
coldgeno do tenddo de rato, onde se nota no sentido longitudinal das fibritas, suc
agregacdo com as fibrilas adjacentes e wm ordemamento muito forte das
estruturas.
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achados de Fraser et al. (1983) e Fraser, MacRae e Miller (1987), que
para o tenddo da cauda do rato, calculou valores na ordem de 67.5 nm. O
didmetro nas secgdes radiais das fibrilas variou de 124 a 170 nm,

principalmente devido as alturas das fibras medidas.
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Figura S - Grdfico demonstrativo A) Corte axial de fibrilas de coldgeno com seus
respectivos periodos espectrais relativos a banda D de uma série de fibrilas de
colageno; B) Transformada Rapida de Fourier acusando valor médio de cerca de
60,3 nm., obtido por intermédio de processamento computacional da imagem de
MFA

. Na Figura 7, pode ser observado a aparéncia das fibrilas, que ao
serem medidas pela sec¢do radial, o aspecto das alturas torna-se um fator
importante, uma vez que as superficies expostas das fibrilas sio diferentes.

A estrutura helicoidal pode ser caracterizada pelas medidas dos
angulos entre a dire¢do axial ¢ a diregdo das microfibrilas associado aos

dados obtidos nas bandas radiais. O valor absoluto destes dngulos variou
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na faixa de 84 a 89 graus, mas o Angulo entre as microfibrnlas adjacentes
foram complementares, indicando que uma microfibrila tem rotagdo

horaria e a adjacente tem rotagdo no sentido anti-horario. Isto estd

ilustrado na Figura 7.
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Figura 6 - Corte longitudinal da fibrila de coldgeno (com a fotografia ao lado)
mostrando um periodo especiral tipico da molécula.

oo b
R

Figura 7 - Imagem obtida por microscopia de forga alémica de moléculas de
coldgeno, onde se nota no sentido longitudinal das fibrilas a rugosidade
caracteristica atribuida a banda D bastante evidente nesta amplificacdo e a
organizagdo das moléculas com angulacdo tipica enire as fibrilas, formados
entre a direcio das microfibrilas e a direcdo adial principal que girou em torno
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dos 84° a 8¥°, conbinando com o sentido oposto das microfibrilas adjacentes,
umas em sentido hordrio e as outras no sentido anti-hordrio.

A organizagdo de uma estrutura com uma rugosidade mais refinada,
de frequéncia mais elevada, ao se realizar secgdo axial, pode ser observada
de forma similar as linhas de contraste vistas ao microscopio eletrdnico de
transmissdo, em amostras coradas. Na imagem com MFA foi possivel
estudar os periodos destas interbandas ¢ elaboragio de histograma das
alturas das varias bandas. A Figura 7 mostra uma medida tipica do
histograma de alturas de uma 4rea sobre um segmento periodico. Nio
houve modificagdo digna de nota para os demais segmentos da mesma
fibrila. Tais dados podem ser interpretados como representacdo da
caracteristica macromolecular fisiolégica para proporcionar eventos como
envelhecimento, calcificagdo, extravasamento de fluidos extracelulares e
outros fenémenos.

Imagem submolecular est4 apresentada na Figura 8, para a qual
utilizou-se filtro passa-baixa ¢ transformada rapida de Fourier
bidimensional. A estrutura helicoidal esta bastante evidenciada. Os
periodos médios destas hélices sdo de 8.03 nm, 2.21 nm ¢ 1.15 nm e a
dimensdo da hélice ¢ cerca de 1.51 nm conforme se observa na Figura 9.
Provavelmente os periodos de 221 e 1.15 nm correspondem a
periodicidade dos residuos de aminoacidos da cadeia polipeptidica ¢ a
periodicidade de 8.03 nm € provavelmente o periodo de enrolamento triplo
das cadeias polipeptidicas, que se juntam para formar a molécula de
colageno.

Para suportar a validade dessas medidas pode-se comparar com 0s

valores obtidos por Glimcher (1960) com o uso da difracdo de raios X em
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coldgeno no osso, observando periodos de 0.93 nm e 8.58 para as cadeias

de polipeptideos e de macromoléculas de coldgeno , respectivamente, além

5 10

Figura 8 - Imagem submolecular obtida com microscopia de forga atémica dao
molécula do colageno retirado do tendiio de rato. Nota-se a estrutura helicoidal
tipica da molécula, analisada de maneira direta, sob condicdes de reducdo
maxima de ruidos. A imagem foi tratada com filtro transformada rapida de
Fourier bidimensional e passa-baixa para efiminagdo dos sinais ruidosos.

da dimensio molecular de 1.5 min. Entretanto, considerando a natureza das
diferentes estruturas (osso e tenddo) e também que a medida da difragio
de raio X é a média obtida da interferéncia de muitas moléculas, pode-se
supor que as medidas se ajustam ao modelo molecular do colageno (Jones
e Miller, 1991).

Esta ilustrado na figura 7 que a direcio do enrolamento das
moléculas adjacentes estdo em sentidos contrarios. Isto cerfamente ¢ um
fator importante para as ligagles cruzadas (“cross limk™). A distancia
transversal mtermolecular tem um periodo de 2.21 nm, cujas separagdes

tem uma distdncia de 0.61 nm entre as moléculas. O padrio molecular
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sugere a presenga de estruturas hexagonais, com distincia entre os vértices
da cadeia entre 0.2 ¢ 0.35 nm. Comparando com dados das distincias
interatémicas entre C - C (1.20 a 1.54 nm), ou C - N (1.15 a 1.47 nm) ou
C - O (1.13 ou 1.43 nm), pode-se concluir que estas imagens sdo de duas
ou mais ligagdes ou ha a nuvem eletronica de outro atomo presente nas
proximidades. Pode-se sugerir ainda que estas tmagens sio devido aos
residuos de aminodcidos envolvidos nas ligagdes ndio helicoidais dos
polipeptideos. Nas observagdes ao microscopio eletrénico, a incubagdo
com acido fosfotingstico mostra-se aumentar o periodo se forem
observadas as mesmas amostras com difracdo de raio X, como mostra a
nvestigacdo de Nemetschek et al. (1983), sugerindo que os residuos de
hidroxiprolina da cadeia a2 (I) seria ligado com pontes de hidrogénio com
as moléculas de &dgua. No modelo de Ramachandran, Bansal e
Bhatnagar (1973), as ligagdes de H podem levar a um encurtamento da
molécula de colageno, incluindo o dngulo com o eixo da hélice. Neste
modelo, a dimensdo da microfibrila normal (sem tratamentos) foi de 67 nm
para o tenddo da cauda do rato. Os valores obtidos por nos esta por volta
de 61 nm. Estes dados podem fornecer caracteristicas da organizagio da
ordem molecular para utilizagio nos diversos processos fisiologicos, onde
0s mecamsmos sdo dependentes da estrutura do colageno (Eyre, 1980). A
possibilidade de mostrar a modificagdo da birrefringéncia por ac¢do dos
mucopolissacarideos no arranjo molecular do colageno (Vidal, 1964) ¢
também pela inclusdo de proteoglicanas na sua estrutura foi proposto por
Vidal e Mello (1984), assim como o fator idade influenciando o estado de
agregacdo e a ordem molecular no tenddo do rato (Vidal e Carvalho,
1990).

Portanto, pode-se concluir que o MFA se mostrou bastante eficaz na

caracterizagdo da estrutura molecular do coldgeno, chegando a resolugdes
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bastante elevadas, evidenciando as fibrilas e microfibrilas, assim como as

cadeias polipeptidicas. Observou-se um empacotamento das moléculas
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Figura 9 - Histogramas de alturas das Jibrilas de coldageno relativo a pequenas dreas
(idénticas) tomadas  das regides das fibrilas de colageno, mostrando
homogeneidade na distribuic@o caracteristica da molécula em relacdo as alturas e
profundidades quando submetidas a uma varredura por MFA.

numa estrutura helicoidal com uma orientagdo predominante azimutal As
estruturas das fibrilas tem wuma segmentacdo periodica e as bandag
puderam ser medidas, caracterizando as macromoléculas. As bandas
observadas correspondem as linhas de contraste vistas no microscopio
eletrdnico, com amostras coradas com acido fosfotungstico denominadas
banda D. Os achados mais interessantes se referem as 1magens
submoleculares, mostrando a natureza de triplice hélice enrolando-se com

as cadeias polipeptidicas para formar as macromoléculas de coldgeno,
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derivado de modelos medidos por difragdo de raio X. As medidas das
dimensdes moleculares foram realizadas pela transformada rapida de
Fourier no sentido do eixo mais longo das moléculas e também na seccdo
radial. A medida radial indicou espagamento intermolecular com uma
distancia pico a pico de 2,21 nm e um difmetro molecular da fibra de 1 43
nm. Entre as medidas axiais se obteve valores de 1.15 nm e 8.03 nm,
provavelmente corespondendo ao periodo relativo a presenca das cadeias
polipeptidicas ¢ a uma cadeia simples, respectivamente. O espagamento
intermolecular de 2,21 nm sugere que as hélices ndo sio empacotadas de
maneira muito compactas por forgas de van der Walls que agem nas
cadeias laterais, o que leva a uma estrutura que se aproxima de um
empacotamento aproximadamente hexagonal, com distancia intermolecular
Justamente nos valores do didmetro da molécula. Por outro lado, as
moléculas sdo separadas por grandes distancias devido aos complexos

peptideo-agua-peptideo presentes nestes agregados.

Morfologia Sub-micrométrica de Superficies de Cartilagens:
Variag¢io de Profundidades em Articulacdes Sujeitas a Diferentes

Tensdes de Compressdo.’

INTRODUCAOQ

% Trabalho publicado nos Anais da X Reuniio Anaal da FESBE, Caxamba (MG), 1993, por
Parizotto, N.A.; Baranauskas, V. ¢ Vilarta, R. - “Morfologia sub-micrométrica de superficies de
articulagbes: Variagdo de profundidades em articulagdes sujeitas a diferentes tenses de compressdo.”




Processos de lubrificagio e nutrigdo em articulagbes  sdo
dependentes da interagdo do liquido sinovial com a superficie
cartilaginosa. Foram analisados os perfis topograficos de superficies
cartilaginosas sujeitas in vivo a diferentes niveis de tensio de compressio,
com objetivo de estabelecer relagdes entre caracteristicas funcionais
articulares e variagdes de profundidade das micro-rugosidades.

As cartilagens articulares estdo entre as estruturas corporais que
mais suportam carga. As propriedades mecanicas deste tecido sdo
dertvadas das suas estruturas e das propriedades das macomoléculas que o
constitue. Ha frequentemente uma forte correlagdo entre estrutura e fungdo
nos tecidos organicos. Na cartilagem, o colageno presente na sua estrutura
Serve como um meio para uma fase aquosa que em associagio com
agregados de macromoléculas, as proteoglicanas, regulam as propriedades
viscoeldsticas ¢ a capacidade de recuperagdo do tecido. Adaptagdes
fisiolégicas acontecem quando se submete o esqueleto a alteragdes de
demanda mecdnica, o que pode comprometer as caracteristicas das
cartilagens articulares.

Orientagdo nas populagdes celulares podem ser ativadas sujeitando
as células a tensdes mecanicas (Buck, 1980) proporcionando modificagses
nas suas atividades metabélicas (DeWitt et al, 1983). Na cartilagem,
agregacdo molecular do colageno se relaciona com a exXposicdo sistematica
a forgas compressivas. Em contraste com os 0ss0s, a cartilagem ¢ um
tecido bastante hidratado (Maroudas et al., 1986) com uma mistura de
mucopolissacarideos e solugdo aquosa de acido hialurénico. O gradiente
de concentragdo das proteoglicanas parece estar relacionado diretamente

com as for¢as de compressio na cartilagem, aparecendo as maiores
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concentragdes nas regides do interior das articulagdes e menores nas
laterais e regides superficiais (Liphshitz, Etheredge e Glimcher, 1976).

Longmore e Gardner (1975) sugerem uma relagdo morfo-funcional
dos diferentes niveis de contornos ou perfis da cartilagem articular onde as
ondula¢des quaternarias seriam responsaveis pela adsor¢do do complexo
proteina-hialuronato na superficie articular, atuando como lubrificante,
atraves do banho pelo liquido sinovial.

O objetivo deste trabalho foi detectar as diferencas nos perfis das
superficies de cartilagens articulares sujeitas in vivo a diferentes tensdes
de compressdo e estabelecer possiveis relagdes entre estas caracteristicas

funcionais e a morfologia das micro-rugosidades.

MATERIAL E METODOS

O material da amostra foi extraido de articulagdes de caes, sendo
o condilo femural a cartilagem representante das articulagdes submetidas
a baixa tensdo de compressdo e a troclea talar foi a representante das
articulagBes sujeitas a alta tensdo de compressdo. Foi considerada na
avaliagdo das tensGes de compressio a andlise vetorial das forcas
atuantes /7 vivo no animal em posigdo quadriipede. As cartilagens foram
dissecadas ¢ escolhida a face de maior interagdo nos movimentos
articulares e portanto com probabilidade do aparecimento das maires
tensdes de compressdo. Elas foram lavadas em soro fisiologico ¢
conservadas em cimara tmida a 4°C  até que fossem submetidas ao
ponto critico de CO, ¢ montadas nos porta-amostras para andlise no
MFA.

Foi utilizado o microscépio de forga atémica (Nanoscope I - Digital

Instrum. Inc.) operando em modo altura, com forcas calibradas entre 14 e
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21 nN, fazendo uso de camtilevers triangulares, cujas constantes elasticas
eram de 0.12 ou 0.32 N/m. Utilizou-se de freqiiéncias de varreduras entre
2 e 4 Hz, atentando para a quahlidade das mmagens e evitando o
aparecimentoc de ruidos. Parte das cartilagens foram submetidas
previamente ao ponto critico de CO», a uma digestdo enzimatica por

hialuronidase.

RESULTADOS E DISCUSSAQG

Os resultados indicam diferengas marcantes nos perfis das
superficies das cartilagens dos cdes submetidas a diferentes tensdes de
compressdo. Observa-se no talus, rugosidades de dimensdes maiores que
no cOndilo (Figura 10), com excessdo nas varreduras préximas de 10

um’, consideradas grandes em funcfio da possibilidade de resolucdo do
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Figura 10 - Imagem da cartilagem articular de cdo submetida a difererntes tensdes de
compressdo, sendo a da esquerda referente a amostra da cavidade glendide e a da
direita o condilo talar. Pode ser observada a diferenga entre as profundidades das
rugosidades entre elas pela observacdo da escala do fado direito de cada imagem.
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equipamento (Ver valores na tabela I). Acreditamos que o aparecimento de
rugosidades de dimensdes menores no talus em relagdo ao condilo, se
deva a perda de detalhes no instante da varredura com dimensdes tdo
grandes para observago de rugosidades de dimensdes tio pequenas.

Pode-se observar na tabela I que ha variacdo entre 45% a 66%
entre os valores de rugosidade do talus em relagdo ao céndilo, dependendo
das dimensdes das varreduras utilizadas,

A eliminagio da camada de 4cido hialurénico por digestio
enzimatica pela hialuronidase parece ndo ter comprometido as

caracteristicas da organizago e orientacgdo das fibrilas de colageno e da

Tabela T - Valores de rugosidade média das cartilagens articulares de cies sujeitas a
diferentes tensdes de compressio sem e com digestdo enzimdtica por

hialuronidase. Valores médios dados em um referente a n = 25,

Cartilagens sem Condilo* Talus* Condilo** Talus**
Digestio

Valor médio (um) 106,7 1629 18.2 9.1
Desvio Padrio 223 291 6,6 3,7
Cartilagens com Condilo*** Talus*** Condilo**** Talus****
digestdo

Valor médio (pum) 27,5 50,9 70,4 101,1
Desvio Padrio 5,1 15,4 16,6 22.9

Obs: As regides articulares do condilo e talus foram submetidas a diferendes dimensdes de varredura
pelo MFA, onde * equivale a varredura de 1.500 nm, ** equivale a varredura de 10.000 nm, ***
equivale a varredura de 1.000 nm e **** equivale a varredura de 2 400 nm.
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matriz de sustentagdo. Aspden e Hukins (1989) comentam que a pressio
exercida na regido cartilaginosa sob estresse acontece na superficie mais
externa, ou seja, no gel de proteoglicanas, passando pela organizagio das
fibrilas de colageno, tranferindo para a matriz onde estdo as fibrilas de
coldgeno organizadas mais fortemente (proximo do osso subcondral). Mas
esta forma de organizagio estd claramente ligada aos mecanismos de
lubrificagdo e filtragdo sobre a superficie articular, a partir do liquido
sinovial (Volpi e Katz, 1991). Os mecanismos de filtragdo de
macromoléculas de grandes dimensdes estdo intimamente relacionados
com a perda dos mucopolissacarideos e a penetragdo de acido hialurbnico
nas rugosidades da superficie articular (Maroudas e Bullough, 1968).

As dimensdes das rugosidades observadas por MFA se ajustam ao
modelo de rugosidade de ordem estrutural quaternaria (Longmore e
Gardner, 1975), onde acredita-se ocorrer fenémenos de filtragio e
concentragdo do liquido sinovial nas superficies cartilaginosas sob acdo
de forcas que aparecam a partir da  superficie da cartilagem em
contraposicao.

Este mecanismo parece ser o responsavel ndo s6 pela filtrago de
macromoléculas do liquido sinovial com objetivos de lubrificacfo, ¢
portanto os movimentos contardo com deslizamentos mais suaves, mas
também parte da atividade nutricional, especialmente das regides mais
externas ou  superficiais. Hou et al. (1992) demontraram o aumento da
concentragdo de macromoléculas proximo da superficie articular,
formando um fino filme lubrificante nos sitios de mnteracdo das forgas de
compressio. Walker et al. (1968) foi o primeiro a propor a teoria
chamada de lubrificagio auxiliar (do inglés “boosted lubrication™), cujo

componente solvente do liquido sinovial (a agua) flui para a cartilagem




articular sob contato. De acordo com a hipétese, juntamente com o
mecanismo de filtragdo (do inglés “entrapment”), a concentragdo das
macromoléculas se deve a rugosidade das superficies das articulagdes.

Nossos resultados demonstram que a rugosidade observada na
topografia das superficies articulares est ligada as cargas que estas
cartilagens suportam in vivo, havendo uma relagdo direta, ou seja, maior o
suporte de carga ¢ estresse articular, maiores as dimensdes dessas
rugosidades. Provavelmente ocorra um arranjo na organiza¢io das fibrilas
de coldgeno na superficie, uma vez que apds a digestdo enzimitica, as
ondulagdes tiveram dimensdes menores que as cartilagens ndo digeridas,
mostrando a importincia da camada de proteoglicanas no processo de
lubrificagdo. Aspden e Hukins (1989) descreveram a forma de calcular o
estresse € a compressdo em susperficies hemisféricas e demonstraram que
dentro de limite fisiolégicos, a fragdo-volume de colageno e o grau de
orientagdo das fibrilas tem forga suficiente para suportar a pressdo na
superficie € compara com a pressdo exercida pela camada de gel de
proteoglicanas nos tecidos ndo comprimidos.

Pode-se concluir que ha um arranjo fibrilar do colageno nas
superficies das cartilagens que depende das forgas atuantes na articulagéo,
portanto determinam o perfil topografico e aparentemente a adaptagdo das
superficies articulares. Este arranjo esta relacionado a possibilidade de
desempenho funcional de methor qualidade, como nutri¢do da superficie

da cartilagem articular, lubrifica¢dio e filtracdo das macromoléculas.
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Observacio de leveduras (Saccharomyces cerevisiae) usadas em

biotransformacio pela Microscepia de Forca Atémica®.

Biotransformagdo sdo reagdes catalizadas por enzimas e/ou
microorganismos. Este conceito pode ser extendido ao recente uso de
anticorpos (Pollack, Jacobs e Schultz, 1986) ¢ RNA (Prudent, Uno e
Schultz, 1994) em catalises. A principal aplicagdo de enzimas e
MICroorganismos em sintese orgdnica ¢ a geracdo de centros quirais a
partir de centros pro-quirais.

Tais reagdes usando compostos organometalicos, sdo as vezes
inviaveis devido ao custo (Kagan et al., 1982). O produto obtido com a
reacdo € uma adequagdo para a sintese de varios produtos quimicos
impoftantes (Mori, 1989), usados em esséncias (Young e Ward, 1991),
nos alimentos (Van der Shaft et al., 1992) e na industria farmacéutica
(Bare et al, 1991).

O fermento de pio (Saccharomyces  cerevisiae) é um
microorganismo que ndo é caro € os quimicos organicos nio necessitam de
conhecimentos especificos para sua manipulagdo. Geralmente, cepas de S

cerevisiae usadas em biotransformagdo sdo de origem industriais.

* Trabalho publicado por Pereira, RS: Parizotto, NA e Baranauskas, V - Observation of Baker’s veast
strains used in biotransformation by atomic force microscopy. Appl. Biochem. Biotechnol. 59(2):
135-143, 1996,
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Entretanto, muitas das informacGes conhecidas acerca da bioquimica
destes microorganismos foram obtidos de cepas laboratoriais. Pouco se
conhece atualmente da bioquimica das cepas Saccharomyces industriais
(Russel, Jones e Stewart, 1986).

Recentemente foi demontrado que células de diferentes origens sdo
bioquimicamente diferentes e podem ter uma grande influéneia sobre as
reacOes e¢xecutadas por essas células Vivas, _produzindo diferentes
resultados. Provavelmente existam diversas cepas com  aspectos
morfoldgicos diferentes. No sentido de avaliar a morfologia destas células
foi empregado o microscépio de forga atémica (Binning, Quate e Gerber,
1986). Esta técnica moderna é um equipamento potente que permite o
estudo de materiais bioldgicos com alta resolugdo e provou ser simples,
direta e ndo destrutiva.

As diferentes cepas de fermentos (Saccharomyces cerevisiae) foram
obtidos da Fermipan (Holanda), Itaiquara (Brasil), Nishin Seifun Co.
(Japdo) ¢ Fleischmman (Brasil). A suspensdo de estoque foi. preparada
pela adi¢do de 1,0 g de fermento seco € 3,5 g de fermento misturado a 10
ml de dgua bidestilada ¢ deionizada, conservada em temperatura ambiente.
Uma amostra da suspensio foi colocada sobre uma lamina de vidro e seca
por 6 horas em estufa a 28°C. As células foram contadas sob. microscopia
optica comum (Carl Zeiss) usando uma cimara de Neubauer. Utilizou-se
para as analises, um MFA (NanoScope II - Digital Instruments Inc., Santa
Barbara, CA, USA) montado com ponta de diamante em “cantilever” de
Si3N; microfabricado (Park Scientific Instruments, Montain View, CA,
USA). As imagens foram tomadas com a cabega grande, usando o
“cantilever” triangular de 200 um, sendo sua constante elastica de 0.06
N/m:. As imagens foram tomadas com freqgiiéncia de varredura de 8,68 ou

19,53 Hz, em temperatura ambiente (293°K). A calibragfio da forga de
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referéncia da ponta sobre a amostra esteve cerca de 15-18 nN, para
previnir a sua penetragdo nas células, pois sabe-se que estes
microorganismos tem uma membrana mais rigida que a membrana de

outras células, mas mesmo assim sdo razoavelmente moles.

7] 000 4000 2o
SHCCHRROMYCES CEREVISIAE & SACCHRROMYCES CEREVISIAE 8

SHOCHARDMYCES CEREVISIFE C SACCHARDOMYCES CEREVISIRE 1

Figura 11 - Imagens de Saccharomyces cerevisiae obtidas por microscopia de forca
atomica observando conjuntos de células crescidas a partir de diferentes cepas.
Pode se evidenciar diferencas na estrutura exterior das membranas das células
assim como as suwas caracteristicas morfologicas. (Amplificacdo de 10.000 X
10.000 nm)

As Figuras 11 a 15 apresentam imagens com as micrografias dos
quatro tipos de fermentos (Saccharomyces cerevisiae) analisados pelo
MFA. Este instrumento foi escolhido porque este tipo de célula pode ser

vista sem o0 uso de métodos convencionais usados em microscopia
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eletrbnica. Um dos métodos mais comuns usados para preparar
biomoléculas para MFA ¢ a imobilizagdo de biomateriais (Yang et al.,
1993). Apesar das células poderem ser imobilizadas por meio de atragio

eletrostatica (Reberts et al., 1994) ou no barato suporte de crisotila
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Figura 12 - Imagens das células vivas de Saccharomyces cerevisiae das cepas B, C ¢
D mostrando os perfis das seccdes mostradas na Imagem, onde aparece as
dimensies das células (cores correspondentes nas medidas abaixo) e as medidas
médias (periodo espectral pela transformada rapida de Fourier) respectivamente
de 3.474, 3.218 ¢ 3.616 nm.

(Sorrilha et al,, 1992), nos preferimos evitar os métodos descritos.
Apenas secamos as células por seis horas a 28°C de temperatura. E
importante ressaltar que as células se mantiveram vivas durante o

processo de observagfo, o que ndo acontece quando se observa as células
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Figura 13 - Imagens obtidas por MFA de Saccharomyces cerevisige de diferentes
cepas (A, B, C e D), mostrando individualmente algumas das células e suas
caracteristicas morfologicas.

sob microscopia eletr6nica. Outro aspecto que se deve enfatizar é que com
MFA, podemos gerar imagens até de escala molecular, algo impossivel em
microscopia eletrnica. Apesar destas vantagens, o MFA tem alguns
problemas, como por exemplo a deformacio da membrana celular causada
pela ponta de prova (Morris, 1994). Isso pode ser resolvido ao se utilizar
métodos para dar maior rigidez & membrana celular ou quando as células
tenham parede celular. E o caso do fermento (Saccharomyces cerevisiae),

que ja& conta com wuma rigidez natural (Brady et al., 1994),
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consequentemente ndo se torna necessario o uso de métodos para tornar
mais rigida a amostra, tornando possivel imagens de alta resolugdo como
as apresentadas aqui. Ndo achamos nenhuma imagem de parede celular

realizada com MFA até o presente momento.
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Figura 14 - Imagens fridimensionais de grande resolucdo (200 X 200 nm a 600 X 600
nm) obtida por MFA de poros das membranas celulosicas de Saccharomyces
cerevisiae. Pode-se observar as diferengas das dimensdes dos poros, o que
aparentemente fem significado sobre a atividade de biotransformacio desta
células.

As imagens de S. cerevisiae mostradas sio consistentes com
aquelas observadas em microscopia eletronica, incluindo dimensdes e
formato das células (Dziezak, 1987). As figuras de 11 a 13 mostram que
estas células tem diferencas morfolégicas evidentes. Em todas as imagens,
A ¢ C sdo as cepas holandesa e japonesa, respectivamente, ¢ as imagens B

e D sdo as de origem brasileira.
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A superficie externa (parede celular) destes microorganismos ¢
composta de polissacarideos como manana (31%), quitosan (28,8%) e
quitina (2%) (Meri, 1989), que ndo permitem a passagem de moléculas
para fora. O influxo de substrato ocorre por intermédio de poros na parede
polissacaridica. O didmetro destes poros variam de célula para célula ¢
eles podem exercer uma importante influéncia sobre o ritmo das reagdes
de biotransformagdo. O didmetro dos poros das células japonesa e
holandesa sdo tres a quatro vezes maiores que das cepas brasileiras.
Provavelmente o influxo de substrato poderia Ser na mesma proporgdo
(figura 14). Este pode ser um dos fatores, além da produgdo de NAD(P)H,
que estariam contribuindo para as cepas holandesa e japonesa terem maior
poder de redugdo.

A figura 14 mostra que a cepa japonesa tem uma superficie rugosa e
pode ser observada uma protuberancia que € uma provavel comunicagio
com a molécula de ATPase com o lado externo ou um “termossensor” que
proporcionam a estas células sensibilidade a varitag8es de temperatura
externa, como postulado anteriormente (Pereira, 1995). Na figura 16
podemos observar um provavel brotamento, se comparado as figuras
geralmente observadas com microscopia eletrénica (Dziezak, 1987).
Leves diferengas na morfologia dos brotamentos podem ser devido aos
diferentes tipos de cepas utilizadas.

Nossos resultados da figura 15 e 16 demonstram que estes
carboidratos sdo candidatos interessantes para serem estudados pelo MFA.
As dimenses e formas destas estruturas podem ser dificeis de serem
determinadas por outro método biofisico (Morris, 1994). Na atualidade, é
limitado o mimero de estudos de polissacarideos com MFA. A camada

externa da parede celular de S. cerevisiae consiste de manana, polimero do
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mondmero manose, ligado a proteinas (Brady et al,1994). A figura 15

apresentam micrografias com grande resolucdo. Em todas as
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Figura 15 - Imagem de resolucdo submolecular (1,6 X 1,6 nm) da membrana
celulosica de Saccharomyces cerevisiae mostrando a rede estrutural da
membrana, com aparecimento do polissacarideo manana, das proteinas quitosan e
quiting

tmagens, as estruturas em foco sdo provaveis moléculas de agucar (0,1 nm
= | Angstron). Particularmente na figura 15 (superior direito), pode ser
visualizada no centro da imagem, uma estrutura que se aproxima de uma
“conformacdo de cadeira” do anel aromatico, como ¢ conhecido este tipo

de estrutura em bioquimica e quimica organica (Solomons, 1995).
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Um dos problemas mais sérios na geragiio de imagens de alta
resolugdo no ar, como apresentado aqui, ¢ a contaminagio da ponta de

prova (Morris, 1994). Esta questdo se resolve realizando imagens em
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Figura 16 - Imagens obtidas por MFA da membrana celuldsica de S. cerevisiae com
grande resoluglo sobre as quais se realizaram  medidas das distancias
intreratomicas C-C nas diversas cepas, apresentando repetigdo dos dados (0,16
nmy e provavelmente sobre os mesmos componentes da estrutura da manana.

célula liquida. Ndo houve contaminagfo nos nossos experimentos devido
ao fato de termos extraido bastante da 4gua presente. O tempo de secagem
foi longo o suficiente (seis horas) com uma temperatura nfio muito elevada
(28°C). A parede celular tende a reter alguma 4gua no interior da células
por meio das hidroxilas presentes nos polissacarideos. As células foram
hidratadas e continuaram a crescer e dividir-se. Pudemos observar o
seguinte fato que demonstra as condigdes fisiologicas das células.
Realizada a andlise, foi distanciado a ponta de prova da amostra, mas

permaneceu o material no porta-amostras. Apos 24 horas, o “cantilever”
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estava submerso e aderido na amostra, a ponta foi perdida e claramente
houve um crescimento na altura da amostra. Ao microscopio Optico,

pudemos observar células em franca divisdo.
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Figura 17 - Imagem obtida por MFA de uma célula de Saccharomyces cerevisiae em
processo de reprodugdo por brotamento. O broto foi varrido pela ponta de Drova

do MFA no momento que acontecia sua evohicdo e a transformacdo em futura
célula isolada (inteira). (Amplificacdo de 3.000 X 3.000 nm)

A partir das imagens da figura 15, podem ser medidas as distincias
entre dois atomos adjacentes presentes na parede celular destes micrébios.
Foi observado uma distincia média de 0,16 nm (= 1,6 Angstrons), que &
coerente com as medidas realizadas por difragdo de raios X, para as
ligagSes carbono-carbono, que ¢ de 0,153 nm.

Os resultados confirmam a hipotese inicial de que células provindas
de diferentes cepas apresentam diversidade morfologica. Entre elas estdo o
didmetro dos poros, que podem exercer influéneia direfa no ritmo de

reagBes de biotransformagdo. Portanto, a técnica de MFA associada com
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avaliagbes bioquimicas podem ser usadas para identificar o tipo de célula
mais adequada para o uso em biotransformagio, obtendo resultados muito

reprodutiveis.

Caracterizacio de Filmes de Langmuir-Blodgett Originario de

Polianilina’.

Filmes de Langmuir-Blodgett condutores foram fabricados a partir
de polianilina que foi dopada por acidos. No sentido de otimizar as
condi¢des experimentais para a formagio de monocamadas de Langmuir
estavels e sua transferéncia subsequente para substratos solidos, a
polianilina foi dissolvida em dez combinagdes diferentes de solugdo de
cloroférmio. Foram utilizados os seguintes agentes para processamento
acido canfora-sulfonico, &cido dodecil benzenosulfénico e  4ecido
toluenosulfénico, assim como os solventes N-metil pirrolidina e m-cresol.
Devido as subfases 4cidas empregadas, os filmes depositados foram
toalmente dopados, cuja confirmagdo se deu pela apari¢do de uma banda
polarénica no espectro de absorgdo de UV-Visivel. O pico de absorbancia
aumentou linearmente com o nimero de camadas depositadas, indicando
que uma multicamada adequada foi formada. Quando analisado pela

microscopia de forga atémica, os filmes de polianilina mostraram uma

* Trabatho publicado por Riul Jr., A: Mattoso, LHC; TFelles, GD; Hermann, PSP: Colrago, LA;
Parizotto, NA; Baranauskas, V; Faria, RM ¢ Oliveira Jr., ON - Characteriztion of Langmuir-Blodgett
films of pazent polyaniline. Thin Solid Films 284-285: 177-180, 1996,
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estrutura fibrilar com as dimensdes das fibrilas variando de cerca de 60 a
160 nm.

O uso de acidos funcionalizados para processar filmes de polianilina
foi demonstrado por Heeger et al. (1993) o que tornou possivel a difusdo
de monocamadas de Langmuir deste polimero em subfases acidas (Riul

Jr. et al, 1995). A despeito do sucesso obtido na transfeéncia de
multicamadas de Langmuir-Blodgett de polianilina para substratos de
vidro, tornou-se claro que a qualidade do filme depende fortemente das
condi¢bes exerimentais adotadas para o processamento do polimero e
também da difusio da monocamada. Para otimizar as condigOes
empregadas, boa qualidade de filmes de Langmuir-Blodgett tipo Z foram
fabricadas e caracterizadas pela espectroscopia de UV-Visivel,
microscopia de for¢a atémica e medidas de condutividade elétrica.

A sintese da polianilina foi realizada a partir de excesso de anilina
(monémero) de acordo com procedimentos descritos anteriormente
(Matoso, MacDiarmid e Epstein, 1994). As monocamadas de Langmuir
foram difundidas a partir de dez solugdes de cloroformio sobre superficies
de subfases acidas pH=2 preparadas previamente. O volume de solugdo
espalhada variou de 300 a 1200 pl dependendo do tipo de solugio. A
velocidade da barreira de compressio foi de 30 mm min. A pressdo da
superficie da monocamada foi medida com a placa de Willhelm enquanto o
potencial de superficie foi monitorado com uma ponta de Kelvin. Os filmes
foram depositados sobre ldminas de vidro hidrofilica ou ITO {(vidro
coberto com o6xido indio estanho) usando o método de imersdo vertical,
com uma velocidade de imersdo de 0,5 - 5 mm min”. A pressio de
superficie fo1 mantida em 18 mN m™ para filmes contendo polianilina com

acido canfora-sulfonico e entre 12-15 mN m™ para os filmes contendo m-
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i,

cresol. Os filmes foram montados em uma mesa anti-vibragdo em sala
limpa.

A espectroscopia de UV-Visivel dos fikmes de Langmuir-Blodgett
depositados foram realizados num espectrofotometro Hitachi U2000 de
duplo feixe; as medidas do potencial de superficie foram obtidas com uma
ponta Trek, modelo 320; a condutividade foi medida com a técnica das
quatro pontas de van der Pauw; as imagens de microscopia de forga
atomica foram realizadas com modo contato ou repulsivo, usando ponta de
prova montada em “cantilever” de Si;Ni; com constante elastica de 0,58 N
m’’, com freqiiéncia de varredura de 4,5 Hz ¢ uma variacdo de forgas entre

7 e 14 nN, num MVA NanoScope IT (Digital).

B! ! } § & rim

Figura 18 - /magem de um filme de Langmuir-Blodgeit de polianilina obtido por
Microscopia de Forca Atdmica. Nota-se estruturas fibrosas organizadas com
direcdo preferencial das fibras. (Amplificacéio de 1.000 X 1.000 nm)

Os resultados da microscopia de forga atdmica indicaram estruturas

fibrilares com orientagdo preferencial (figura 18). As fibrilas tmham alturas
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regulares variando entre 60 ¢ 160 nm e também entre 1 e 10 nm,
dependendo da regifio da amostra analisada. Em trabalho prévio,
Mantovani et al. (1990) realizaram uma analise de filmes de polianilina
na forma de livre espalhamento, por intermédio de microscopia de
tunelamento de elétrons e encontrou alturas da mesma ordem (de 10 a 140
nm) que os encontrados por nés. A porosidade, entretanto, foi muito maior
que aquela encontrada por nds, onde as alturas dos vales variou de 0,5 nm
a 70 nm. Estes resultados parecem ser consistentes com filmes de
polianilina com morfologia mais compacta e menos porosa quando

produzidos com a técnica de Langmuir-Blodgett.

Anédlise nanoestrutural da cérnea do rato’.

A estrutura do colageno admite modificagdes quando aplicada aos
diferentes tecidos. A estas diferentes caracteristicas biotopoquimicas se
atribuiu uma classificagio em diferentes tipos de colageno (Vidal, 1977a).
Na comea, o colageno tipo VI ¢ aquele encontrado mais frequentemente e
tem uma distribuigio com caracteristicas definidas por uma angulagido
entre as diferentes camadas de fibras, de tal maneira que ndo haja mudanga
de dire¢do no caminho 6ptico da luz que entra no olho.

Foram preparadas comeas retiradas de ratos albinos (Rattus
norvegicus) e umedecidas com soro fisioldgico até a fixagdo da amostra

no porta-amostra. Apés este procedimento, as cOreas foram analisadas
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em diferentes tempos de degradagio do colageno, com temperatura
ambiente de 21° C e baixa umidade sob microscopia de forca atdomica
previamente calibrado. As forgas utilizadas no microscopio foram da
ordem de 20 nN. Os ajustes de aproximacido da ponta na amostra foram
realizados com a maior rapidez possivel, para evitar que os processos de

degeneracdo ocorressem.
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Figura 19 - Imagem da cérnea do rato obtida por microscopia de _forca atémica com
baixa amplificacdo (6.000 X 6.000 nm) para obserrvacdo da estrutura
organizacional das moléculas de coldgeno obtida imediatamente apés a retirada
da cornea do amimal e submetida a hidratacdo com soro Jisiologico durante o
pertodo de colagem da amostra no poria-amostras. Pode ser observada a estrutura
quadriculada das diversas eamadas componenetes da cornea.

A imagem que aparece na figura 19, obtida sem muita resolucdo

para microscopia de forga atdmica, demonstra uma boa organizagdo

> Trabatho realizado no laboratério do DSIF, atualmente esta sendo preparado para publicacio.
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S

estrutural, tipica para este tipo de colageno e nas condigdes onde ele esta

sendo aplicado pelo organismo.
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Figura 20 - Imagens da superficie da cornea de rato submetida a processo de
degradagdo protéica pelo tempo em temperatura ambiente. QObserva-se a
nanoestrutura organizada no inicio do processo, antes da degradacdo (imagens
superiores) e a desorganizacdo progressiva a medida da evolucdo apos 25
minutos (imagens inferiores).

Em condigdes de manutengdo da integridade da estrutura da cormnea,
por meio de instilagdo constante de soro fisiolégico, as imagens sfo
sugestivas de ordenacdo das moléculas de coldgeno, o que ndo ocorre ao

se deixar de umidecer a membrana. Pode-se observar que se consegue
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analisar a estrutura organizada das fibras de colageno na cérnea, com clara
disposi¢do em sentido preferencial e regides mais profundas, relativas a
angulag@o com as camadas subjacentes.

Na figura 20 se observa as alteragdes decorrentes do processo de
degradagdo das moléculas colagénicas, com o aparecimento claro de
grumos e modificagdes da organizagdo estrutural.

Aos 25 minutos, houve ainda condigbes de tomada das imagens
varrendo a ponta de prova sobre a amostra, mas ap0s este prazo, a ponta
passou a apresentar dificuldades de varrer a amostra, dando sinais de

aumento da aderéncia sobre a superficie da membrana,

Acdo das Micro-ondas de uso doméstico sobre a nanoestrutura da

unha®,

A unha tem em sua composicdo uma série de componentes
Organicos, entre os quais a quitina, o quitosan, gorduras e proteinas como
o colageno.

O colageno ¢ responsavel pela organizagdo da matriz extracelular e
perfaz cerca de 30 % da estrutura da unha. Em condigdes de elevagdo da
temperatura, a molécula de coldgeno se funde com as moléculas ndo
colagénicas e forma pontes de hidrogénio em grandes quantidades, no

entanto altera a sua organizago e caracteristicas morfolégicas.

® Trabatho realizado no DSIF e ainda ndo publicado. (Em fase de preparagiio)
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A partir de um caso de exposigio acidental de um individuo do sexo
feminino ao micro-ondas doméstico, cujo sistema de seguranga ao abrir a
porta ndo funcionou, obtivemos amostras das unhas deste, ajustamos ao
porta-amostras e levamos para analise ao microscopio de forca atdmica,
previamente calibrado. Utilizamos forga ajustada para 30 nN e pudemos
observar que no material mais duro, o cantilever que methor se ajustou foi
0 de constante de mola de 0,54 N/m, de formato tnangular, com
comprimento de 100 um.

Na observagéo das caracteristicas clinicas da lesfio, alguns detalhes
chamaram a atencdo. O dedo indicador (2° dedo) da méo direita foi o mais
atingido, seguindo-se pelo 3° dedo, e pelo 4° dedo, além do polegar (1°
dedo) que apresentaram lesdes visiveis a olho nu. A mio esquerda da
vitima acidental ndo apresentou alteragdes visiveis, uma vez que ndo foi
aparentemente exposta. Dentre os resultados clinicos das lesdes, observou-
se a presenca de lesdo do nervo mediano e ulnar, além das queimaduras de
pele. Ndo se pode precisar o tempo de exposicéo.

Na microscopia de for¢a atomica, fizemos analise das unhas de
todos os dedos, além da unha do pé da mesma pessoa, para termos um
controle de uma parte ndo exposta as micro-ondas.

S0 apresentadas a seguir algumas das imagens obtidas,

comparando-as com a unha do pé, que serviram como controle.
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Figura 20 - Imagens da estrutura morfologica de unhas de um individuo exposto
acidentalmente a micro-ondas doméstico, mostrando as modificagdes como fusio
das fibras e desorganizacdo aparente das moléculas que compdem a unha (4
imagens superiores). Na parte inferior estéio as imagens de uma unha do mesmo
sujeito ndo exposta, que serviu como controle. As imagens da esquerda sdo de
menor resolucdo (8.000 X 8.000) e da direita de maior resolugdo (3.000 X
3.000).




Podemos notar o grau de degradagdo térmica que sofreram as
moléculas de colageno na superficie da unha, assim como outras moléculas
ndo colagénicas ai presentes. Quando comparamos a unha controle
(imagens de grande e pequena amplia¢do) com aquelas que sofreram a
influéncia das microondas, ¢ aparente a modificagdo da forma da proteina,
dando uma nogdo de aumento na frequéncia de aparecimento desta
estrutura bioquimica na sua forma enovelada, globular. Difere portanto da
forma fibrilar caracteristica do colageno em condicdes naturais. Desta
forma, se observam muitas alteragdes no arranjo estrutural, reduzindo as
possibilidades de arranjos organizados e fibrilares, com feixes compactos
de fibrilas.




MATERIAL E METODOS

Serdo descritos a seguir quais as caracteristicas dos animais de
experimentacdo empregados no trabalho, os procedimentos para analise
das amostras colhidas, incluindo os métodos de preparo e os ajustes dos

equipamentos utilizados.

ANIMAIS

Favy
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Foram utilizados 48 ratos albinos (Rattus norvegicus) da raga
Wistar, machos, com trés meses de idade ¢ 250 gramas de peso corporal,
provenientes do Biotério Central da UNICAMP e acomodados no Biotério
do Departamento de Biologia Celular. Os animais receberam agua e ragdo
balanceada "ad libitum" durante todo o periodo experimental, assim como
se mantiveram em condigdes de temperatura e iluminagdo controladas, em

ciclo de 12 horas e ambiente sob limpeza constante.

CIRURGIA

Os animais foram submetidos a uma tenectomia (retirada de parte
do tenddo) em procedimento cirtirgico asséptico, sob anestesia por
malagdo por éter etilico, quando se retirou cerca de 6 mm. do tenddo de
Aquiles do lado esquerdo, suturando a pele com fio categute #3.0,
reabsorvivel. Apés o procedimento cirtrgico, os animais recuperados da
anestesia retornaram as gaiolas e se aguardou diferentes tempos de
recuperagdo da lesdo tendinosa, sendo o sacrificio dos animais apos 7, 14,

21 e 28 dias.

TRATAMENTOS

Foram utilizadas trés doses de Laser HeNe, A= 632.8 nm., com
poténcia de 6 mW, didmetro do feixe de 1 mm. e emissdo continua, sendo
as densidades de energia de 0.5, 5.0 e 50.0 J/cm2. Os tratamentos foram
realizados em dez sessdes durante 12 dias, com um intervalo de 2 dias

apos a quinta sessdo, diariamente, por fotoestimulagdo transcutinea,

LA V2Y
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uradiando a regifio cicatricial na forma de varredura. O inicio das
aplicagdes de Laser ocorreu 24 horas apds a tenectomia.

Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais. Um
grupo controle, sobre o qual foram realizados todos os procedimentos de
tratamento, mas o equipamento de laser estava desligado. Os outros trés
grupos foram chamados de experimentais, tendo como objetivo para este
procedimento a analise das diferentes doses de laser (0.5, 5.0 e 50.0
J/em?).

SACRIFICIOS

Os animais foram sacrificados 7, 14, 21 ¢ 28 dias apos a tenectomia,
sujeitos a observagdes a cada dois dias sobre o estado da recuperagio
funcional, especialmente os movimentos da pata operada durante a
marcha. O sacrificio se deu por inalagio excessiva de éter etilico,
realizado apos a retirada das amostras de tenddes por disseccdo e lavados
em solugdo fisiologica (solugdo salina a 0.9 %), para se submeterem aos
diferentes tipos de preparo: para microscopia eletronica de varredura, para
microscopia de forga atdmica ou para espectroscopia por infravermelho

(FT-IR).

PREPARO PARA MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Para uma avaliagdo qualitativa do arranjo, orientagdo e continuidade
das fibras de colageno, os tenddes dissecados e lavados foram submetidos
a uma solugdo de glutaraldeido a 3% por 24 horas. O material foi

submetido a criofratura apds imersdo em Nitrogénio liquido, respeitando
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os planos paralelos e perpendiculares ao longo do eixo longitudinal dos
tenddes. O material fraturado foi a seguir, desidratado em uma série
graduada de Etanol (50 a 100%) e secas até o ponto critico de CO? (West
Germany). O material seco foi montado em cilindros de Aluminio e foram
metalizados por langcamento de particulas (conhecido do inglés
“spoutering”) de Ouro. A observagdo das superficies expostas por fratura
deu-se com o Microscopio Eletrénico de Varredura Stereoscan DM-9

(Cambridge Instruments Ltd.), com uma tensdo de 25 KV.

LEITURAS NO MICROSCOPIO ELETRONICO DE VARREDURA

As amostras foram colocadas na camara de leitura e foi feito vacuo
para o inicio das leituras, tendo sido selecionado sempre as regides de
malor organizagdo nas amostras, com aumentos de 2.200, 5400 e 10.800

vezes, caminhando da menor resolugdo para as maiores.

PREPARO PARA MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA

Os tendGes retirados sob as mesmas condigdes de tratamentos,
foram separados apos a lavagem em solugio fisiologica e foram
preparados como liminas para microscopia optica. Foram desidratadas em
solugbes de concentragdes crescentes de alcool etilico chegando até alcool
absoluto (100%), e posteriormente as amostras foram diafanizadas em
Xilol por cerca de 15 minutos, até que ficassem suficientemente
transparentes. Apés esta etapa, os tenddes eram colocados em blocos de

parafina para histologia, ¢ deixado para solidificagdo por uma noite.

LYY
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Os blocos foram devidamente identificados e a partir deles foram
montados em microtomo (R. Jung-Heidelberg) para sofrerem cortes de 7
micrémetros. Foram colados com albumina e ordenados nas laminas
histolégicas de vidro. Em seguida foram desparafinizadas em xilol,
reidratando as pecas em segiiéncias decrescentes de slcool etilico, e
lavando as laminas em dgua corrente por 30 minutos. Nenhum tipo de
corante foi introduzido nas ldminas, uma vez que sabe-se que podem
modificar a estrutura das moléculas, especialmente do colageno (Vidal et
al., 1975).

As laminas histolégicas ndo cabem na cabeca de leitura do
microscopio de forga atémica, e portanto foram cortadas com videa em
tamanhos de 1 X 1 cm e coladas no porta-amostras metalico (disco).

Antes da andlise de cada amostra, se reidratava o tendio para que
ficasse o mais proximo possivel da sua forma natural, por meio de uma
gota de agua destilada sobre o corte do filme do tenddo. ApOs a retirada do
excesso de agua, os tenddes ficavam amolecidos, com uma consisténcia
semelhante aquela encontrada em condicées biologicas. E importante fazer
cortes no sentido longitudinal devido ao fato de facilitar as observagdes da
organizago das fibras, a relagdo entre elas e portanto a ordem molecular,
dependendo da resolugdo. Fatiando as amostras com estes cortes, temos a
possibilidade de observar, mesmo com um sistema de andlise de
superficie, estruturas nas regides mais internas dos tenddes e assim
caracterizar as condigdes de organmizagio interna das fibras, fibrilas,

microfibrilas e moléculas do tropocoldgeno.

LEITURAS NO MICROSCOPIO DE FORCA ATOMICA
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Apos a calibragdo do microscépio, escolhia-se cantilevers com as
melhores pontas (mais pontiagudas) para ajustes do feixe de laser sobre o
cantilever, selecionando os melhores valores de ganho. Em seguida, se
fazia o ajuste da paridade do feixe nos fotodetectores, utilizando-se o valor
de-2,0 V.

As leituras foram realizadas com freqiiéncias de varredura entre 1 e
4 Hz e forgas na faixa de 10-14 nN.

O

O

OO

O

A) B) O

Figura 22 - Erros de medida de MFA quando analisados materiais com diferentes
caracteristicas de superficie: (a) dificuldade com amostras pontiagudas;, (b)
dificuldades com amostras muito irregulares e rebordos superficiais maiores que o
seu pediculo; (c) dificuldades de interpretagio em materiais com arestas muito
abruptas.

E muito importante tomar certos cuidados ao se realizar as

medidas com MFA. Sabe-se que o potencial de analise deste recurso ¢
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muito grande, proporcionando grandes resolugdes nas imagens, mas é
fundamental interpretar de forma consciente as analises realizadas. Na
figura 22 s3o mostradas algumas medidas que necessitam de adequada
interpretagdo para ndo haver erros, levando em conta as caracteristicas da
técnica e a adequagdo das medidas aos valores reais.

E altamente recomendavel que o pesquisador que se enveredar para
analise de imagens de MFA tenha em mente as limitagdes que a técnica
impde para observagdo dos diferentes materiais, fazendo os ajustes
necessarlos para evitar tais artefatos da técnica e obter leituras mais
confidveis tecnicamente.

As leituras sdo possiveis quando as regides a serem analisadas sdo
acessivels a geometria da ponta do cristal. As condi¢des de calibragdo do
equipamento sdo de extrema importancia, j4 que depende disso para que
haja uma boa performance. Além da calibragdo, as condi¢des do cantilever
como limpeza e qualidade da ponta, assim como a escolha adequada do
tipo (constante de mola) de cantilever para cada andalise a ser realizada
pode ser fatores que tenham interferéncia direta na qualidade das imagens.

Qutro fator que deve-se observar seria a condigio de limpeza e
caracteristicas da amostra a ser analisada. Amostras com poeira ou
contaminadas com algum detrito podem causar dificuldades na analise ¢
interpretacio dos dados.

Em altas resolugbes, como nos niveis submoleculares e atémicos, a
isolagdo acustica contra os ruidos externos é procedimento primordial para
que o sistema funcione em perfeitas condigdes e que as forgas resultantes
sejam aquelas reais € ndo haja destrui¢dio de ligacdes interatdmicas da

amostra.

Lo
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ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO (FT-IR)

Os mesmos cortes utilizados para as leituras de MFA também
puderam ser aproveitados para a realizagio de FT-IR. Portanto, a
espessura do filme utilizado para as analises foi de 7 um, de forma
semelhante a Wong, Wong e Fung (1993). Foram realizadas as leituras no
espectrometro FT-IR mod. 16 PC da PERKIN-ELMER, acoplado ao
microscopio Optico Olympus S2-PT. Apos escolha sempre das melhores
regides encontradas na lamina, feita pelo microscopio 6ptico acoplado ao
FT-IR, ajustou-se a abertura da cimara de leitura para lmm X Imm e
escolheu-se a resolugio de 8 cm™. Foi realizada a leitura da limina de
vidro coberta com albumina para determinar o espectro de fundo e subtrai-
lo das leituras subsequentes. Foram realizados 160 varreduras por amostra
para se obter a meédia dos espectros. Foram realizados analises por
transmiténcia e reflectdncia. Nas leituras por reflectincia, utilizou-se um
espelho sob a ldmina com objetivo de aumentar o grau de reflexio.

Os espectros sofreram um processo de deconvolugdo por um fator
de 10 vezes e sdo apresentados entre os valores de 1800 e 1000 ¢cm™.
Alguns tratamentos matematicos entre os valores de pico observados
foram realizados para obtencdo de dados correlacionados dentro do

Proprio espectro.

T



RESULTADOS

Serdo apresentados a seguir os resultados relativos a microscopia
eletronica de varredura, microscopia de for¢a atdmica e espectroscopia por
infravermelho (FT-IR), descritos separadamente em tdpicos para melhor

visualizac@o e detalhamento.

MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA.

Foram realizadas fotomicrografias eletronicas com aumentos

padronizados de 2.200, 5.400 e 10.800 vezes nas quais foram analisadas as
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caracteristicas de organizacdo estrutural, dimensdes das fibras de coldgeno,
morfologia de agregacdo das fibras em feixes e celularidade.

Na figura 23 podemos observar as fotomicrografias com ampliagio de
2.200 vezes para o grupo de animais tratados com laser e sacrificado aos 14
dias. Podemos observar diferengas marcantes na organizacdo direcional e
alinhamento das fibras de coldgeno ao longo do eixo longitudinal do tend&o
quando comparamos as diferentes doses de laser empregadas.

Ao se observar as imagens de colageno com ampliagdes maiores
(5.400 e 10.800 X, nas figuras 26 e 27), ainda no grupo sacrificado no 14°
dia, podemos notar as frequéncias diferentes das ondulagdes no registro axial,
apresentando menor quantidade de fibras transpassando, além de notar uma
diferenca importante nas dimensdes das fibras e na formacgfio dos feixes,
cujos arranjos s@o notadamente com maior ntimero de fibras por feixe na dose
de 0,5 e 5 J/em® em relagdo ao controle e ainda melhorando o agrupamento
das fibras na dose de 5 J/em?, mas com uma pequena redugio neste
pardmetro quando comparada a fotomicrografia dos animais com dose de 50
J/em?, porém superior quando comparada a dose de 0,5 J/ecm®. Houve a
observagdo também de maior niimero de fibroblastos ao longo da matriz
colagenosa. Exemplo disso estd na fotomicrografia na figura 28.

As dimensGes das fibras que compdem os feixes de colageno dos
tenddes foram maiores nos animais tratados com laser, especialmente
naqueles com dose de 5 J/cm? de densidade de energia, aparecendo também
feixes de dimens6es maiores e mais ordenados, com poucas fibras fora do
registro axial, além de um maior niimero de fibras por feixe. Um detalhe que

pode ser observado no 14° dia com os maiores aumentos, ainda com a
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microscopia eletronica de varredura, esta relacionado com o aparecimento de

enrolamentos das fibrilas dentro do proprio feixe.

Figura 23 - Fotomicrografias eletrénicas de varredura de tendbes de rato apés 14 dias
de recuperacdo da tenectomia. A prancha mostra no canto superior esquerdo a
Jotomicrorafia do representante do grupo controle, seguidos pelos representantes
dos grupos fotoestimulado por laser de HeNe com doses de 0,5 Jiem®, 5 Jiem’ e 50
Jem’. Existe jd evidéncias de evolugdo da morfologia de ondulacdes das fibrilas de
coldgeno com periodos diferentes relativo as diferentes doses de fotoestimulgéo e o
controle que praticamente ndo apresenta esta tipologia aos 14 dias de reparagdo. (A
barra mostra a ampliagdo da fotomicrografia)
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Ao observarmos a figura 24, cujas fotomicrografias apresentam as

imagens dos tenddes dos animais sacrificados no 21° dia apds a lesdo, com

aumentos de 2.200 X, podemos notar diferenga importante entre os

Figura 24 - Fotomicrografias eletrénicas de varredura de tenddes de rato apés 21 dias
de recuperacdo da tenectomia. A prancha mostra no canto superior esquerdo a
Sotomicrorafia do representante do grupo controle, seguidos pelos representantes
dos grupos fotoestimulado por laser de HeNe com doses de 0,5 Jiem®, 5 Jiem® e 50
J/em’. A ordenacdo dos feixes no sentido do longo eixo é a diferenga mais marcante.
(4 barra mostra a ampliagdo da fotomicrografia)
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Figura 25 - Fotomicrografias eletrénicas de varredura de tendbes de rato apés 28 dias
de recuperacdo da tenectomia. A prancha mostra no canto superior esquerdo a
fotomicrorafia do representante do grupo controle, seguidos pelos representantes
dos grupos fotoestimulado por laser de HeNe com doses de 0,5 Jiem’, 5 Jiem’ e 50
Jlem’. Pode ser observada a diferenca entre os diversos grupos relacionado com a
dimensdo dos feixes de coldgeno e a morfologia de ondulagdes e frisados das
JSibrilas. (4 barra mostra a ampliagdo da fotomicrografia)
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tenddes. No tenddo do grupo controle pode ser visto grande quantidade de
fibras fora do registro axial, transpassando para outros feixes, com direcéo
diferente daquela esperada para este tipo de estrutura. Nas fotomicrografias
dos grupos tratados com laser com as diferentes doses podemos observar a
presenca de poucas fibras fora do registro axial, os feixes mais agrupados e
organizados, além do aparecimento das ondulagdes e enrugamentos, mas nio
tho frisados como nos animais sacrificados no 14° dia. No tenddio controle
ndo se observa ondulagdes na maioria das fibras enquanto que com 0,5 ¢ 5
J/em? os frisados aparecem, com freqiiéneia maior e mais evidentes no grupo
tratado com 5 J/em®. O grupo tratado com 50 J/em?® pode ser observado um
frisado com freqiiéncia bastante alta, que pouco aparece neste aumento, mas
pode ser visto nas fotomicrografias com maiores aumentos (figuras 26 e 27).

No 28° dia ap6s o sacrificio dos animais, podemos observar pela
microscopia eletrénica de varredura (figura 25) o inicio do aparecimento das
ondula¢des e frisados no grupo de animais controle, mostrando que inicia-se
o processo de maturacdo das fibras coldgenas, para estes animais neste
momento. Por outro lado, os grupos tratados com laser nas diferentes doses
mostram os frisados em estagio bastante adiantados, aparentemente mais
preparados para atividades funcionais.

Nas superficies expostas pela criofratura dos tenddes, apareceram
frisados, ondulagdes ou enrrugamentos (do inglés, "crimped morphology"),
tipicos de fibras maduras e sujeitas a tracio mecanica. As freqliéncias dos
frisados foram se diferenciando no curso do processo de maturagdo das
fibras, como se pode notar nas fotomicrografias nos diferentes tempos de

evolugdo da reparagdo. Esta morfologia foi mais evidente com as doses de 5
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Jlem® de laser quando comparadas ao mesmo tempo de
reparagéo tecidual.

evolucdo da

Figura 26 - Fotomicrografias eletrénicas de varredura de tendées de rato apos 14 dias
de recuperacdo da tenectomia. A prancha mostra a compara¢do do controle com as
diferentes doses de fotoestimulacdo por laser de HeNe (0.5 Jeni’, 5 Jem® e 50
Jen’) observada com aumento médio, demonstrando as diferencas entre as
dimensaes das fibrilas e dos feixes, assim como a aparéncia frisada (ondulacées) do
coldgeno. (4 barra mostra a ampliagéio da Jotomicrografia)
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Figura 27 - Fotomicrografias eletrénicas de varredura de tenddes de rato apos 14 dias
de recuperagdo da tenectomia. 4 prancha mostra a comparagdo do grupo controle
com as diferentes doses de fotoestimulacdo por laser de HeNe (0.5 Jiem’ e 50
Jlem®), observada com grande aumento, demonstrando as diferencas entre as
dimensdes das fibrilas e dos feixes de coldgeno. (A barra mostra a ampliagdo da
Jotomicrografia)
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Figura 28 - Fotomicrografia eletrénica de varredura do tenddo do rato apos 14 dias de
recuperacdo da tenectomia fotoestimulado por laser de HeNe com dose de 50 Jiem’,
Observa-se a presenca de um fibroblasto bem evidente e com grande carga de
material fibroso (espiculas na membrana) realizando exocitose dos mondmeros de
coldgeno. (4 barra mostra a ampliagdo da Sotomicrografia)

A morfologia de ondulagdes nfo apareceu nos animais controle aos 14
¢ 21 dias, iniciando o seu aparecimento nos controles apenas em pequenas
quantidades apenas aos 28 dias no curso da evolugéo temporal,

Cabe ressaltar dois aspectos nos resultados apresentados para
microscopia eletrdnica de varredura. Um se refere a andlise das diferentes
doses de tratamento pelo laser comparadas ao controle sem tratamento, ¢ o
outro decorrente do curso da evolugio temporal do processo de reparo
tecidual, onde se demonstrou a interferéncia no curso da reparacdo por parte

do tratamento proposto.



A analise do conjunto de dados obtidos por diferentes técnicas de
observagio poderia proporcionar consisténcia e a reprodutibilidade ou
corrobora¢do das observagdes. Para isso se utilizou outras técnicas de analise

do mesmo processo.

MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA

As caracteristicas das for¢as empregadas na varredura da ponta de
prova sobre as superficies sdo diferentes em func¢fio da resolugdo que se
queira obter. A forca utilizada nas imagens pela microscopia de forca atomica
utilizando cantilever com constante elastica de de 0,012 N/m em varredura de
dimensdes grandes (pouca resolugdo) estd ilustrada na figura 29. Pode se
observar o quadro que ao grau de inclinagdo da reta estd na decorréncia da
sensibilidade de X e Y, onde X é dado em nanometros e Y em Volts. Nota-se
que na figura 30 as caracteristicas das forcas utilizadas nas imagens de
grande resolucdo, utilizando cantilever com uma constante eléstica bastante
reduzida (0,006 N/m) numa varredura de dimensdes reduzidas parecem
bastante diferentes daquilo que se pode ver na figura 29.

Obtivemos imagens de dimensdes padronizadas e eventualmente, em
funcfo da qualidade das imagens e das possibilidades de obtengdo de
informagbes adicionais e importantes, realizamos imagens com a
caracteristica de melhor qualidade e reducéo de ruidos. Para isso se utilizou
as melhores frequéncias de varredura e as condigdes de ajuste do microscépio

possiveis.
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Figura 29 - Grdfico de forca obtido & partir de uma varredura de grande
resolugdo no microscopio de forga atémica, onde pode ser notado o valor de
referéncia de -1,4301 V e a forma da curva de for¢a da ponta (onde estd a
regido pontiaguda) e a forga de reacdo da amostra. As escalas estdo

descritas no grdfico.
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Figura 30 - Grdfico de forga registrado em varreduras de grandes
dimensées (pouca resolugdo), onde podemos observar o valor de
referéncia de 0,0504 V e escalas contidas no préprio grafico, para

pontas cujas constantes de mola eram de 0,012 N/m.
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As imagens serdo apresentadas de modo padronizado em grupos de 4,
sendo a superior esquerda relativa ao grupo controle, a superior direita do
grupo tratado com laser a 0,5 J/em?, a inferior esquerda do grupo de 5 J/em® e
inferior direita do grupo de 50 J/em?.

Na figura 31 podemos observar a organizagdo das fibrilas de colageno
nos tendBes analisados pela microscopia de forca atomica, nos animais
sacrificados no 7° dia apés a tenectomia e em processo de repara¢do. J4 nesta
etapa do processo, se pode notar diferengas na velocidade do curso da
reparagdo entre o grupo controle e aqueles tratados pelo laser em diferentes
doses. Nesta mesma figura, com quadro de 3.000 X 3.000 nm, portanto com
uma boa resolugéo, ja se pode caracterizar a indugdo pelo laser de alteragdes
na ordem molecular ¢ o inicio do aparecimento da morfologia de ondulagdes.

Na figura 32, este quadro fica mais caracterizado no 14° dia, nas
mesmas dimensdes da figura anterior. Sinais de autoenrolamento das fibrilas
de colageno tornam-se visiveis e se define bem os arranjos que se formam, a
juncdo das fibras em feixes compactos de microfibrilas, mas ainda com
aparecimento de fibras transpassadas, fugindo da organizagio no sentido
azimutal do tendo.

As imagens de MFA sdo a corroboragdo dos dados encontrados para
microscopia eletronica de varredura. Neste mesmo tempo de reparagio, na
MEV ja se observava os sinais de organizacdo e arranjo, assim como a
morfologia de ondulagdes. A resolugdo com a qual podemos observar a
evolugdo do processo ¢ bastante superior e conseguimos detalhes
nanoestruturais, com boa profundidade de foco, que na MEV nfo seria

possivel.
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Figura 31 - Imagens obtidas por microscopia de forga atomica de microfibrilas de
coldageno do tenddo de ratos em processo de reparacdo apés 7 dias da tenectomia.
Acima e & esquerda esta a imagem do representante do grupo controle, nio
irradiado e & direita representante do grupo irradiado com laser de HeNe com dose
de 0,5 Jicnr’. Abaixo se encontram d esquerda representante do grupo irradiado com
dose de 5 Jiem’ e & direita 30 Jent'. (Ampliacdo do guadro = 3.000 X 3.000 nm)

Na figura 33 temos as imagens tomadas no 21° dia pos tenectomia. Sdo
ilustrativas da evolugio do processo de reparo e aceleragio da formagio de
fibrilas mais espessas e com maior teor de autoenolamentos, assim como a
morfologia de enrugamento sinal de maturacg3o das fibrilas, que nesta etapa ja

se encontram mais maturadas. A apresentagiio das fibrilas mais orgamizadas
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ainda no longo eixo do tenddo nos da fortes indicios que provavelmente
esteja havendo utilizagdo mais intensa deste tenddo durante atividades
funcionais dos animais. Este indicio se justifica em fungdo de que aumenta a
atividade piezoelétrica do colageno, o que conduz a uma melhora

consequente da performance mecanica desta estrutura.

Figara 32 - /magens obtidas por microscopia de forca atémica de microfibrilas de
coldgeno do tenddo de ratos em processo de reparacdo apos 14 dias da tenectomia.
Acima e a esquerda estd a imagem do representante do grupo controle, ndo
irradiado e a direita representante do grupo irradiado com laser de HeNe com dose
de 0,5 Jent’. Abaixo se encontram & esquerda representante do grupo irradiado com
dose de 5 Jiem® e & direita 50 Jiem®. (Ampliacéo do quadro = 3.000 X 3.000 nm)
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Aos 28 dias de reparagio, os tendSes melhoram muito suas
caracteristicas morfologicas, mesmo o amimal controle ja da sinais de
aparecimento de ondulagdes ou rugosidades nos tenddes, sinal claro que se
isso apareceu precocemente nas imagens dos periodos anteriores, houve uma
evidente aceleraco deste processo biologico. Pode ser bem caracterizado nas
imagens com resolugdes menores (10.000 X 10.000) como as vistas na figura

35.
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Figura 33 - Imagens obtidas por microscopia de forca atémica de microfibrilas de
coldgeno do tenddo de ratos em processo de reparagdo apos 21 dias da tenectomia.
Acima e a esquerda esta a imagem do representante do grupo confrole, ndo
irradiado e a direita representante do grupo irradiado com laser de HeNe com dose
de 0,5 Jicn'. Abaixo se encontram & esquerda representante do grupo irradiado com
dose de 5 Jent’ e a direita 50 Jient’ (Ampliagdo do quadro = 10.000 X 10.000 nm)
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Figura 34 - Imagens obtidas por microscopia de forca atémica de microfibrilas de
coldgeno do tendéo de ratos em processo de reparagio apos 28 dias da tenectomia.
Acima e & esquerda estd a imagem do representante do grupo conirole, ndo
irradiado e & direita representante do grupo rradiado com laser de HeNe com dose
de 0,5 Jent'. Abaixo se encontram & esquerda representante do grupo irradiado com
dose de 5 Jem’ e a direita 50 Jem' (Ampliacdode quadro = 3.000 X 3.000 nm)

No periodo final (relativo a este estudo) da reparagdo do tenddo,
apresentamos imagens de diversas resolugdes, variando de 3.000 X 3.000 nm
até 30.000 X 30.000 nm, com o objetivo de proporcionar uma caracterizagio
mais ampla do processo e conseguir detalhes ndo observados anteriormente.

As figuras 34, 35 e 36 se referem a esta visualizagdo prrogressiva no sentido




das dimensdes dos quadros observados e portanto redugdo na resolugdo das

imagens.

Zoog A0

Figura 35 - Jmagens obtidas por microscopia de for¢a atomica de microfibrilas de
coldgeno do tendéio de ratos em processo de reparagdo apds 28 dias da tenectomia.
Acima ¢ a esquerda estd a imagem do represertante do grupo conirole, ndo
irradiado e & diveita representante do grupo irradiado com laser de HeNe com dose
de 0.5 Jicnr’. Abaixo se encontram & esquerda representante do grupo irradiado com
dose de 5 Jiem® e ¢ direita 50 Jem’.(Ampliacdo do quadro = 10.000 X 10.000 nm)
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Figura 36 - Imagens obtidas por microscopia de for¢a aidmica de microfibrilas de
coldgeno do tenddio de ratos em processo de reparacdo apds 28 dias da tenectomia.
Acima e @ esquerda estd a imagem do representante do grupe conirole, ndo
irradiado e a direita representante do grupo irradiado com laser de HeNe com dose
de 0,5 Jent. Abaixo se encontram ¢ esquerda representante do grupo irradiado com
dose de 5 Jew' e & direita 50 Jient”. (Ampliacdo do quadro = 30.000 X 30.000 nm)

Na figura 37, apresenta-se uma sec¢do no sentido longitudinal da
fibrila de colageno (inferior esquerdo) e no quadro superior aparece o perfil
da fibrila com a caracteristica banda D. O valor médio para o periodo
espectral foi de 68,8 nm no 14° dia para a amostra de tenddo tratado com
laser na dose de 0,5 J/om®. Apesar de nfo estarem presentes as ilustragdes,
foram medidos os periodos espectrais das amostras relativas a dose de 5 ¢ 50

J/em?, sendo respectivamente 74,6 nm ¢ 124 nm. Quanto menor o valor deste
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pericdo espectral, mais ajustadas as moléculas e maior a interagio
intramolecular. Certamente isto estd relacionado com os dados obtidos por
Baranauskas et al. (1998)! onde o periodo espectral esta em cerca de 60,3
nm para o tenddo normal, sem ter sofrido qualquer tipo de intervengio, num
provavel estado de equilibrio entre sintese ¢ degradagdo das proteinas, em

estado fisiologico natural.

0 100 200 300 400

Horizantal distance [nm] &7, 96 SE.SL Spectral period [nml
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Figura 37 - Visualizagdo da seccdo longitudinal de uma fibrila de coldgeno do tendéo do
rato submetido a tenectomia e tratado com laser com dose de 0,5 J/em’ para estinular
o processo de reparo tecidual. Note-se o periodo espectral de 68,8 nm, valor relativo
a fibrila de coligeno j& madura. A amostra foi retirada de animal sacrificado apés
4 dias de evolugdo da reparagdo.

' Vide capitulo 3, pdgina 66.




Capitulo 5 - Resultades 126

O arranjo das fibrilas deve ser denso e orgamizado, sem desvios da
trajetéria correta, que é o eixo azimutal do tenddo, para que as fibrilas

possam participar do suporte de carga, fungfo caracteristica desta estrutura

A

Figura 38 - Imagens obtidas por microscepia de for¢a atémica de micrafibrilas de
coldgeno do tendio de ratos em processo de reparacdo apos 14 dias da tenectomia.
4 imagem da esquerda representa o processo de autoenrolamento das microfibrilas
de maneira desordenada nesta etapa, relativa ao grupo controle ndo irradiado e a
direita representa o autoenrolamento com feixes bem organizados e ordenados de
microfibrilas de coldgeno relativa ao grupo irradiado com laser de HeNe com dose
de 5 Jem® (Ampliacdo do quadro = 1.000 X 1.600 nm)

Figura 39 - Imagem (oo lado} no
formato fopografia das fibrilas de
coldgeno aos 14 dias apos a
tenectomia, relativo ac grupo tratado
com laser HeNe com dose de 5 Jent',
onde se observa a orgamizacdo das
Ffibrilas em relagcdo ao eixo azimutal.
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corporal, além de tragbes provenientes da a¢do muscular correspondente.
Isto ocorreu nas doses menores de laser (0,5 ¢ 5 J/em®) e pode ser
observado na figura 38, onde ha evidéncias de que o grupo tratado foi
melhor qualificado, ao se observar as dimensdes do feixe e o formato do
autoenrolamento das microfibrilas em torno de si mesmas, caracteristica
esta promissora de melhor desempenho funcional.

Na figura 39, pode ser observada a mesma organiza¢io descrita
anteriormente no representante do grupo de animais tratados com laser na
dose de 5 J/em’, apresentado na forma de topografia, mostrando bom
arranjo no sentido do eixo azimutal, mesmo com grande ampliagio da
imagem.

O que se pode verificar no conjunto das imagens de microscopia de
forga atdmica apresentadas, ¢ uma clara superioridade na qualidade da
reparagdo dos tenddes submetidos a irradiacio com laser de baixa
intensidade, especialmente com as doses de 0,5 e 5 J/em2, quando
comparadas com o grupo irradiado com dose de 50 J/cm2 ou com o

controle ndo irradiado.

ESPECTROSCOPIA POR INFRAVERMELHO (FT-IR)

Os espectros de transmitincia de FT-IR representativos para os
animais sacrificados no 14° dia podem ser vistos na figura 40. Nesta faixa
espectral estd a banda de vibragdo da 4gua, o que frequentemente dificulta

a avaliacdo de possiveis modificagdes. Vale ressaltar que as amostras
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analisadas foram desidratadas em solugdo alcodlica, apesar da presenca de
moléculas de dgua fixadas na estrutura do coldgeno. A banda com grande
absorbancia entre 3.300 e 3.400 cm™ demonstra isso com clareza quando

tomado o espectro total entre 2.000 e 5.000 cm™ de ntimero de onda.

LASER 50 J/cm2

LASER 5 J/cm2

T

LASER 6,5 J/em2

CONTROLE

ul

3666 3400 3200 3000 280¢ 2600 2400 2209 1397
-1

Figura 40 - Espectro de transmitdncia por FT-IR de cortes de coldgeno do tenddo do

rato. Néo hd diferencas dignas de nota, mas pode-se observar a banda de vibracdo

da dgua. As amostras de tenddes foram retirados no 28° dia apos a tenectomia.

Porém a faixa escolhida para estudo situa-se nas bandas ente 2.000 e
3.700 ¢cm™'. Alguns ruidos importantes foram observados em fungdo do
fato de estarmos utilizando vidro como substrato para o filme de colageno
estudado. Isto fez com que modificdssemos o método, para obtengdo de
melhor qualidade nas andlises. Para isto, utilizamos espectros de
reflectdncia nas andlises seguintes.

Justamente na faixa que se situa a banda da vibragiio da hidroxila
(OH), que frequentemente forma pontes de hidrogénio, por compartilhar




dos mesmos elétrons, ha a vibragdo atribuida a agua, cuja faixa de
absorbincia maxima se situa em torno de 3.300 e 3.400 cm’, o que
atrapalha a interpretacdo de qualquer resultado obtido. Na molécula de
colageno, ha ocorréncia freqiiente da formagéo de pontes de hidrogénio,
aumentando em nimero de ocorréncias & medida que exista maior coesdo
das fibras e ordenacdo das moléculas em relacio a um eixo preferencial.

Nos espectros por transmitdncia na faixa de 2.000 a 3.700 cm’!
analisados na figura 40 observa-se ndo haver diferencas dignas de nota
entre os espectros. As semelhangas dos espectros dos tenddes dos animais
controle em relagdo aqueles tratados com diferentes doses de laser podem
ser observados, relacionados ao 28° dia apés a tenectomia. Portanto, na
faixa entre 2.000 e 3.700 cm’, as possibilidades de observacio de
diferengas foram frustradas. Porém, a observagdo dos espectros de
reflectincia utilizados para eliminar a interferéncia provocada pelo vidro
onde estavam adsorvidas as amostras, podemos observar pequenas mas
significativas diferengas entre os dados retirados dos espectros obtidos.

Na figura 41 podemos observar uma série de espectros relativos a
tenddes representativos dos grupos estudados e coletados no 14° dia apos
a lesdio tendinosa, mostrando caracteristicas bastante semelhantes
aparentemente, mas diferentes numa andlise mais detalhada (vide tabela
2).

Uma série de analises qualitativas e quantitativas foram realizadas
nos espectros obtidos, inclusive testes estatisticos para alturas relativas em
diferentes bandas de absorgdo, deconvolugdes e segundas derivadas, na
tentativa de observar alteragSes na quantidade de pontes de hidrogénio e
de dissulfeto, sabidamente importantes na estrutura da molécula de

colageno.
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Figura 41 - Espectros de FT-IR porf reflectdncia de filmes de coldgeno obtidos apos
14 dias de cicatrizagdo. Os espectros A, B e C foram tenddes fotoestimulados
com laser de HeNe respectivamente com doses de 50, 5 e 0.5 J/em2 e o espectro
D é representativo de animal controle com tratamento simulado.

A seguir, poderemos observar os espectros realizados nas mesmas
condigbes dos anteriores, mas dos tenddes retirados dos animais
sacrificados no 28° dia ap6s a lesdo. Os espectros sio também

representativos dos diversos grupos estudados, inclusive o grupo controle.
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Figura 42 - Espectros de FT-IR por reflectdncia de filmes de coldgeno obtidos apés
28 dias de cicatrizagdo. Os espectros A, B e C foram tenddes fotoestimulados com

laser de HeNe respectivamente com doses de 50, 5 e 0.5 J/em2 e o espectro D é
representativo de animal controle com tratamento simulado.

A partir de um estudo mais detalhado destes espectros, podemos
observar diferengas importantes (vide tabela IT e III) como a banda de
vibragdo do grupamento quimico amida I no grupo controle que foi em
média 1.658,8 cm’!, deslocada para 1.676,7 cm” em média, para os

animais analisados no 14° dia e tratados com laser na dose de 0.5 J/cm?,
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fato este que representa um aumento da coesdo inter e intra-molecular na
estrutura do colageno. Provavelmente isso ocorra devido a formacio de
pontes de hidrogénio e de dissulfeto, caracteristicas do colageno durante o

desenvolvimento da fibrilogénese no processo de reparo tecidual.

Tabela II - Valores dos nimero de ondas (cm’) obtidos pela andlise por
Espectroscopia Infravermelha por Transformada de Fourier (FT-IR) de amostras de
colageno do tendfo do rato. Os valores s&o dados em média e desvio padriio (n=4)
para os grupos controle e tratados com laser de HeNe nas diferentes doses, para os
tenddes retirados de animais sacrificados 14 dias apds a lesfio,

TRAT.\BANDA Amida I Amida I Amida HI
Controle 1668,8 1551,2 1238,8
43,01 +1,78 40,37
Laser 0,5 J/em2 1672,2 1552,3 1239.,4
+5,81 +2,61 +0,60
Laser S J/cm?2 1662,9 15494 1238,0
+12,57 +5,97 12,07
Laser 50 J/cm2 1666,2 1552,9 1238.,4
+1,83 +1,64 +0,37

Nio houveram diferencas estatisticas entre as amostras analisadas quando aplicado teste “t”de Student
para amostras pareadas.

Na tabela II sdo mostrados os dados obtidos por meio de recursos
conputacionais onde podemos achar os picos de vibragio de cada espectro
¢ fizemos uma andlise estatistica simples, com calculo das médias e
respectivos desvios padrBes para o nimero de espectros (4) realizados
para cada grupo. Os resultados demonstram que ndo houve diferenca

importnte entre as médias dos diferentes grupos estudados, tanto para a




banda atribuida a amida I, constituinte principal dos aminoacidos, como

para as formas secundria e tercidria deste grupamento quimico.

Tabela III - Valores dos nimero de ondas (cm’') obtidos pela andlise por
Espectroscopia Infravermelha por Transformada de Fourier (FT-IR) de amostras de
coldgeno do tenddo do rato. Os valores sfo dados em média e desvio padrio (n=4)
para os grupos controle e tratados com laser de HeNe nas diferentes doses, para os
tenddes retirados de animais sacrificados 28 dias apos a leséio.

TRAT.\ BANDA Amida I Amida IT Amida IT1
Controle 1658.8 1552,5 1238,8
18,43 +2.56 +0,59
Laser 0,5 J/em2 1676,7* 1558.6 1240,8%**
+2,81 +8,72 +1,21
Laser 5 J/em2 1662,2** 1550,3 1238,7
+4.06 +2,54 0,28
Laser 50 J/em2 1663,1 1550,3 1239,2
+2.83 +4.21 +0,49

* Diferenca estatisticamente significante quando comparada o grupo tratado com laser 0,5 J/em? com
o valor médio do grupo controle. ** Diferenca estatistica quando comparado doses de laser de
0,5 e 5 Jicm? *+* Diferenca estatistica quando comparado a dose de 0,5 J/em? com o grupo
controle. Os outros valores ndo foram estatisticamente diferentes entre si quando aplicade o
teste “t” de Student para amostras pareadas para p <0,05.

Houve uma dispersdo bastante grande em aiguris dos dados mas
também uma boa distribuicdo dos valores amostrais quando se observam
os valores dos dados nas tabelas I e I11. Foi aplicado o teste “t”de Student
para amostras pareadas e comparado cada grupo de picos nos espectros
atribuidos para amida I, II e IIT com o grupo controle. Apenas houve
diferenca estatisticamente significante para a amida I dos grupos controle

quando comparada com o grupo tratado com laser a 0,5 J/cm? de dose. Na
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média, houve um deslocamento do pico da amida primaria de 1.658,8 cm’!
para 1.676,7 ceml, o que da uma diferenca de 17,9 cm™, valor bastante

significante do ponto de vista das correlagdes de forgas moleculares.
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Figura 43 - Grdfico dos espectros dos grupos controle (vermelho) e tratado com
laser com dose de 0.5 Jiem® (azul) aos 28 dias apbs a tenectomia. Notar a
diferenca contrastante (na média, estatisticamente significantes) dos picos
(primeiros a esquerda) atribuidos para amida I, onde para o controle o pico foi de
1.659 cm’” e para o tratado foi de 1.677,4 cm™. O deslocamento para esquerda do
pico do grupo tratado provavelmente apareceu devido a um aumento de
ocorréncia de pontes de hidrogénio intra e intermolecular nas moléculas de
coldgeno do tenddo do rato.

Na figura 43 conseguimos distinguir com maior precisdo as bandas
de vibragdo atribuidas as amidas I, Il e III, onde se verifica um
deslocamento importante na banda da amida I. Este deslocamento pode ser
atribuido ao aumento da interacdo da carbonila com grupamentos hidroxila

provindos da agua, aumentando a agregacdo das moléculas no enrolamento




da triplice hélice, assim como aumenta a disponibilidade de radicais
hidroxila para realizacdo de ligacdes covalentes, chamadas de pontes de
hidrogénio, onde os elétrons deste atomo sdo partilhados pela carbonila e

hidroxila simultaneamente.

Observacdes Finais

O conjunto de resultados apresentados demonstram uma clara
atuagfo do laser de HeNe sobre o processo de reparagdio do tenddo por
meio de modificagbes na velocidade de organizacio das fibrilas, no
sentido da agregacdo molecular do coldgeno. Feixes de dimensdes maiores
e espessura das fibrilas de caracteristicas mais maduras relativamente ao
tempo de sintese € um arranjo intra e intermolecular mais ajustado e com
ligagOes cruzadas realizadas por aumento de pontes de hidrogénio foram
resultados observados nas andlises realizadas, que justificam haver
mecanismos que interferem no processo bioldgico de reparacio tecidual do

tenddo em niveis moleculares.
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O tenddo em processo de reparo aparentemente tem um
comportamento semelhante ao tendio em desenvolvimento a partir da sua
constituicdo inicial antes do nascimento, ou seja, na embriogénese. A
formagdo das fibrilas de colageno na regido da reparagio tecidual acontece
de forma hierarquica, onde parte do processo se da dentro dos fibroblastos
¢ outra parte fora deles. Maior celularidade nos momentos iniciais da
reparacdo ¢ esperado ¢ uma lenta inversdo do volume de células para dar
espago a um volume maior de fibras colagenas, com didmetros
diferenciados ao longo do curso do processo. Um fino controle do
processo € exercido pelos fibroblastos na maioria dos passos, desde a
estequiometria dos diferentes produtos da matriz genética durante a sintese
¢ subsequente empacotamento para a secregdo, até a extrusio das

macromoléculas e a formagdo dos feixes na regido extracelular. A
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manuten¢do das condigdes estruturais ¢ metabélicas do tendo no animal
adulto, quando ja existe uma grande propor¢do de fibras em relagdo a
celularidade  (fibroblastos ou “tenoblastos” quando no tendio ou
peritenddo), requer menor atividade de sintese por meio do reticulo
endoplasmatico rugoso destas células, uma vez que J4 ha um certo
equilibrio entre a degradagdo e sintese destes polipeptideos.

No entanto, quando ha uma lesdo do tecido tendinoso e portanto
aparece a necessidade de reparo, ha informagdo genética para
procedimentos do organismo nesta dire¢do (Miller, 1976). Ha um periodo
de maior celularidade, no qual ha um volume maior de fibroblastos em
relagdo ao de fibras, que para o rato vai até cerca de 5 dias e
posteriormente ocorre uma inversdo, proporcionada por uma atividade
sint¢tica elevada por parte dos fibroblastos, que passam a tomar o espago
antes ocupado pelas células.

O modelo de cicatrizagio do tenddio apds tenectomia ¢ bastante
discutido por Enwemeka (1991) como adequado para estudos de métodos
fisicos sobre a estrutura do colageno, que pode ser avaliado quanto a
intensidade de sintese e orientagdo ou organizacdo das fibras.

Os nossos resultados mostram que houve uma ocupagdo importante
de fibras no espago cicatricial, onde o processo de reparo ocorreu. O
periodo inicial de reparagfo ndo foi objeto desta investiga¢do, uma vez
que iniciamos as observagdes ja no sétimo dia apos a lesdo, quando
esperava-s¢ um numero maior de fibras em relagio ao de células. As
observagOes se pautaram pela andlise do registro axial das fibras e fibrilas
em diferentes etapas do processo de reparacio. Hia uma evidente
orientagdo dos feixes macromoleculares de colageno no sentido do longo

eixo do tenddo.




138

- Tald 7 Tyt T
iy re ‘v i PP TP
LOLERSVENIG O o~ IEINOIISAG0

Birk et al. (1989) afirmam que as fibrilas se organizam em
macroagregados ¢ no tenddo tem um arranjo proximo de um arranjo
umaxial. Os fatores que levam a limitagdo do comprimento e didmetro dos
segmentos das fibrilas ndo s3o conhecidos. E aceito que o processo de
organizagdo nos canais da matriz extracelular ¢ simplesmente limitado pela
quantidade de procoldgeno no espago. Qutros mecanismos de limitagdo da
polimerizagdo que interagem com o segmento em crescimento podem
ocorrer. Pode ser visto que a tensdo exercida pelas células sobre a matriz
em desenvolvimento pode mais facilmente rearranjar segmentos curtos ao
invés dos longos. Além disso, o processo descontinuo da formagdo de
fibrila segue um arranjo angular para o crescimento e o reparo.

Mello et al. (1975) demontraram evidéncias de modifica¢fes na
orientagdo macromolecular das fibras de colageno durante o processo de
reparagao em tenddes de rato. Quando observamos as imagens de
microscopia eletrénica de varredura e microscopia de forca atémica
obtidas neste trabalho, ha evidéncias de modifica¢des estruturais
promovidas pela fotoestimulagdo com o laser de HeNe, nas diferentes
doses estudadas. Além da fotoestimulacdo com laser na faixa de luz visivel
(HeNe), os trabalhos de Longo et al. (1987) mostra que na faixa do
infravermelho € possivel obter aceleragio da cicatrizagdo. Tsuchida et al.
(1991) conseguiu cicatrizagfio acelerada com laser inclusive em feridas em
animais diabéticos, 0 que mostra um potencial terapéutico a ser analisado
no futuro.

A onentagdo das fibras e dos feixes de colageno sfo indicios de
modificagOes funcionais da estrutura do tenddio. O tenddo é uma estrutura
preparada para o desenvolvimento de tragdes em dire¢do ao seu maior
eixo. Hunter e Finlay (1973) mostram que ha formagio de ondas e

enrugamentos ao longo deste eixo que se destinam a recepgdo de tragbes
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mecanicas, propriedade natural dos tenddes. Nio esta claro ainda se estas
ondas sdo uma propriedade intrinseca das fibrilas constituintes,
determinada pela seqiiéncia de aminoacidos das moléculas de
tropocoligeno, ou ¢ o resultado da interagdo das fibrilas de colageno com
0s componentes ndo colagénicos do tecido. Entretanto a base bioquimica
para a fungdo biologica destas ondas e enrugamentos parece ser a rapida
entrada de agua nas moléculas quando aparece uma contra¢do muscular.
Quando inicia-se uma contragdo ha um aplanamento das ondas e o
musculo inicia sua ag¢do de tragdo mecdnica ¢ posteriormente hi uma
limitagdo & distensdo devido ao deslizamento de uma fibrila sobre as
outras (Hunter e Finlay, 1973). O modo de preparacdo das nossas
amostras foi Unico, sem submissio prévia dos tenddes a tracdo. Os
enrugamentos ¢ ondas que apareceram sdo integrantes naturais destas
amostras, que caso houvesse interferéncia por parte dos métodos de
preparagdo, ela se repetiria em todas amostras de forma semelhante.
Portanto néo se pode atribuir a observagdo desta morfologia caracteristica
a um artefato de preparo.

E interessante notar que as imagens sdo bastante ilustrativas sobre o
aparecimento das ondas ou da morfologia de enrugamento das fibras, que
sdo demonstradas tanto com a microscopia eletrénica de varredura, nos
diferentes aumentos, como também em resolugdo bastante superior, como
no caso das imagens de microscopia de forga atdmica, onde as imagens
parecem se repetir, apesar das diferengas de resolugio. A 1mpressdo que
se tem ¢ de que ndo ha diferengas de resolugdes nas imagens apresentadas.
O fato € que a caracteristica de autoenrolamento da molécula de colageno
aparece em ambas as situa¢des, tanto com maiores como menores graus de

resolugdo das imagens.
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As moléculas de dgua proporcionam uma maior probabilidade de
realizagdes de pontes de hidrogénio na molécula de colageno além de
proporcionar maior densidade de pontes intermoleculares covalentes
(Davidson, 1989). As ligacSes cruzadas parecem estar intimamente
ligadas a uma melhoria na resisténcia e firmeza do tecido cicatricial
(Frank et al., 1995). Neste sentido, h4 fortes evidéncias de que houve um
aumento de ligagdes cruzadas nas moléculas de coldgeno quando
submetidas a irradiagdo com laser de HeNe. Os arranjos dos feixes, a
orientagdo das fibras e a organizagio das fibrilas podem ser observadas em
maior propor¢do nas imagens tomadas dos animais submetidos ao laser.
Murray (1989) ja havia mostrado que a interagdo do laser (argdnio) na
pele e no vaso sangiiineo induz a formagdo de ligagBes cruzadas no
colageno tipo I e tipo VI, proporcionando uma fusio dos tecidos com
melhor qualidade, reduzindo a intensidade do processo inflamatorio
decorrente da intervengdo experimental. Apesar do objetivo destes autores
ser diferente daquele que temos com este trabalho, além do comprimento
de onda, da poténcia e dose de laser empregados, as condi¢des de
interagdo da luz com os tecidos permite-nos fazer associagdes com o0s
resultados obtidos neste trabalho. Enwemeka et al. (1990) realizou
trabalho com o mesmo tipo de laser que utilizamos neste trabalho ¢ obteve
uma cicatrizagdo de melhor qualidade, além de observar um aumento na
sintese de coldgeno pela fotoestimulagdo. A associacdo dos resultados dos
trabalhos de ambos os investigadores nos permitiram propor métodos
diferenciados de andlise para obter dados que comprovassem a eficacia do
laser de HeNe no processo de reparo do tendso por fotoestimulag3o.

Aparentemente o efeito visto no tecido sob observagio ndo ¢ o

unico que aparece. Efeitos sistémicos sobre o sistema nervoso central e
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periférico foram observados por Rochkind et al. (1989) quando

analisavam o efeito do laser sobre queimaduras e feridas de pele.

Microscopia Eletronica de Varredura.

O Laser de HeNe parece agir no processo de orientagdo das fibras
de colageno provavelmente por agdo nos fibroblastos, que se depositam ao
longo da regiio em processo de reparo (Manske e Lesker, 1984).
Acredita-se que na regeneragio de tecidos tendinosos, as populagtes de
fibras ¢ fibrilas tem organizagdo e didmetros diferenciados em fungdo dos
estimulos mecénicos (Matthew e Moore, 1991; Raspanti, Ottani e
Ruggeri, 1990; Elliott, 1965). Por outro lado, Enwemeka (1990)
demonstra em seu trabalho um aumento nas dimensdes das fibras de
colageno avaliados morfometricamente em microscopia eletrénica de
transmissdo em animais tratados com laser de HeNe.

A redugdo do tempo de maturagdo das fibras proporciona atividade
mecanica precoce, 0 que aumenta a estimulacio mecanica nos tenddes.
Macroscopicamente, os tenddes tratados com laser de HeNe se
apresentaram com sec¢do transversa maior e fasciculos bastante unidos
entre si, enquanto que nos animais controle os fasciculos estavam bastante
separados.

Romanos, Pelekanos e Strub (1995) demontram que a alta energia
do laser Nd:YAG causa uma lentiddo na cicatrizacdo mas quando se fez
com baixa energia, houve uma cicatrizagdo mais rapida e sem formacgdo de
cicatriz hipertréfica. O colageno tipo I é responsavel pela estabilidade de
uma rede estrutural onde os filamentos curtos entrarfio nos mecanismos de

reparagao ¢ regeneragdo. Evidéncias de que o colageno tipo I pode ser




estimulado pela radiagdo coerente do laser de HeNe foram obtido por
Saperia et al. (1986) avaliando os niveis de RNAm de procolageno tipo I
e Il Neste trabalho, até 28 dias apos a fotoestimulagdo, os investigadores
detectaram elevagdes nas concentragdes de RNAm para ambos os tipos de
precursores do colageno.

As alteragOes estruturais da matriz extracelular que esta cercada de
células e elementos vasculares, estabelece uma rede ativa de sinalizagio
entre as células e a propria matriz (Vidal, 1989).

Yu et al. (1996) comentam que o laser de HeNe tem um efeito
sistémico em adi¢do aos efeitos locais sobre a cicatrizagdo. A produgio de
fatores de crescimento ou a estimulagdo da capacidade fagocitica dos
leucdcitos apos irradiagdo pode estar envolvendo o efeito sistémico.
Porém a estimulagdo da liberacdo de fatores de crescimento parece estar
envolvida tanto em situagdes in vivo como in vitro.

O laser de HeNe estimulou a liberacdo de interleucina 1-ot ¢ IL-8
(Armendariz-Borunda, Katayama e Seyer, 1992). Ambas as citocinas
estimulam a proliferagdo celular de queratindcitos. Provavelmente isto
acontece por estimulagio da respiragdo celular por oxidagdo dos
fotoaceptores (moléculas fotoativas), levando a um gradiente de prétons na
membrana mitocondrial que estimula a produgdo de ATP (Passarella et
al., 1984). Estes achados sdo evidéncias de aumento da cicatrizagdo pelos
mecanismos celulares e moleculares pelo laser de HeNe. Os resultados da
microscopia eletronica de varredura dos tenddes de  animais
fotoestimulados com laser de HeNe sdo bastante ilustrativos da melhoria
da qualidade do reparo a que estes tenddes foram submetidos e da
aceleragdo na velocidade deste processo.

Na observagdo das fotomicrografias eletronicas de varredura, a

aparéncia € muito semelhante aquilo que se observa em cortes de tenddo
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na microscopia de luz. A apresentagio de feixes mais €Spessos, com
numero maior de fibras e o aparecimento de ondulagdes ou enrugamentos
("crimped morphology") em maior quantidade e mais precocemente nos
animais tratados com laser pode ser observado quando comparados com o
grupo controle. Isto é uma evidéncia de aceleracido na formagdo e
maturagdo das fibrilas submetidas ao laser.

Além da idade cronolégica das fibras e a influéncia deste fator no
desenvolvimento de fungdes de tragdo, o aspecto ondulado se modifica
com o grau de maturagio das fibras coldgenas proporcionando um
aumento na capacidade de suporte as tragdes mecAnicas (Shah, Palacios e
Palacios, 1982 e Moore e Beaux, 1987). Aparentemente outras estruturas
¢ moléculas ndo colagénicas estdo envolvidas no desempenho mecanico
dos tendBes ou mesmo de outros tecidos que estdo constantemente sujeitos
a tragOes mecanicas (Danielsen, Yahia et al., 1990), especialmente as
fibras elasticas. Portanto, o laser proporciona um provavel aumento na

capacidade de suporte as tragdes mecanicas destes tenddes i vivo.

Microscopia de Forca Atémica.

As dificuldades para realizagdo de imagens de MFA com materiais
biologicos ja € conhecida (Morris, 1994). Hi a possibilidade de
interpretagdo dos achados de forma incorreta, o que leva a um cuidado
maior para inferir sobre os resultados com esta técnica de andlise.

A observagdo atenta durante a varredura e a comparag¢do com as
diferentes ampliagSes da imagem parecem ser de grande importincia no

processo de tomada de imagens para materiais biolégicos. H4 grande
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possibilidade de penetragdo da ponta sobre a amostra, especialmente
quando se umidifica a amostra para conseguir uma maior aproximagio
com as condigdes naturais das moléculas de coldgeno, como foi realizado
neste trabalho.

Quando associamos as imagens de MFA com MEV, podemos
perceber uma grande repetitibilidade das condi¢des estudadas. H4 uma
corroboragdo dos resultados observados nas menores resolugdes
(relacionadas as imagens de MEV) quando se compara com as imagens
com resolugdes maiores. E o que ocorre nas observagdes das imagens
obtidas por MFA.

A morfologia de ondulagdes na superficie analisada ¢ evidente.
Apresenta-se imagens que demonstram o aparecimento das ondulacdes
tanto naquelas imagens com grande resolugio apresentadas no capitulo 5
(comprovagdo), realizadas em condi¢des especiais (periodo noturno) para
evitar ruidos ambientais, como durante a tomada das imagens de menor
ampliacio.

Varios autores estudaram o coligeno como amostra para MFA
(Guckenberger et al., 1988; Voelker et al., 1988; Snellman et al., 1990;
Zhu et al., 1991; Chernoff e Chernoff, 1992 ¢ Hillebrand et al.,, 1992).
Se conseguiu demostrar a estrutura alongada e fibrosa em tamanho
adequado e com o aparecimento da periodicidade proxima daquela que se
conhece por outros métodos. Chernoff e Chernoff (1992), nos estudos
com MFA de preparagdes de colageno sobre mica e analisadas no ar
ambiente, mostraram imagens das fibrilas, dos monémeros ¢ da banda D
caracteristica das fibrilas de colageno. A banda D foi detectada também
por Gathercole et al. (1993) cuja observagio parece muito pertinente: a
varia¢do de contraste observada na microscopia eletrénica de transmissdo

para a banda D corresponde a um padréo de deposicdo maior de corante,
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sabidamente associado ao grau de hidrofilicidade (cargas) dos grupos
aminoacidos ao longo das microfibrilas. Nossos resultados demonstram
haver a periodicidade, mas ndo podemos atribuir precisamente & banda D.
Além da periodicidade nas imagens de grande resolugdo, hid o
aparecimento de um periodo que aparentemente se refere a morfologia de
ondulagbes ¢ enrugamentos, observavel tanto ao MFA (em altas
resolugdes) como com outra técnica e em menor resolugdo, a MEV.
Parece haver ondas dentro de outra onda, ou seja, parece haver um
envelope. Diamant et al. (1972) comenta em seu estudo que hi a
necessidade de observagdo em duas ordens de magnitude para analisar as
estriagdes das microfibrilas no sentido do cumprimento de sua fungdo
natural no organismo. As fibrilas se enrolam em triplice hélice, que por sua
vez produz outro enrolamento secundario e que pode se enrolar outras
vezes mais, proporcionando uma provavel melhoria de performance nas
caracteristicas de tragdo mecénica do tenddo, especialmente quando isto
acontece na dire¢do das forgas atuantes. Este mecanismo seria comparado
a uma mola, que se alongana sob tragdo e teria um valor maximo de
resisténcia a tragdo. Apos atingir tal valor, haveria fadiga do material ¢
portanto a sua ruptura. Diamant et al. (1972) foi o primeiro a descrever a
morfologia de ondulagdes e correlacionou-as com o aspecto de tragfio
mecanica. Outros autores também associaram a tracdo exercida com o
desempenho funcional em situa¢des in vivo ( Yahia, Drouin e Newman,
1990; Yahia et al., 1990; Hunter e Finlay, 1973).

No nosso modelo de reparo, estimulado com laser de HeNe em
diversas doses, podemos observar a formacfio das ondulagdes na
dependéncia da dose utilizada e também relacionada com o tempo de
evolugdo da reparagdo. O aspecto periédico das ondulagdes esta

estreitamente relacionado com a idade das fibrilas. Diamant et al. (1972)
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observam no seu trabalho que a idade dos animais interfere no periodo e
também no comprimento das fibrilas, mas ressalta uma excecéo: as fibras
novas decorrentes do processo de reparo. Neste caso o importante nfio é a
idade do animal, mas a idade fisica das novas fibrilas que seriam formadas
no processo de reparo, levando portanto a um menor comprimento de
fibras e portanto periodos de menor valor.

Nas imagens de MEV e MFA podemos notar esse fato. Nas
imagens das etapas iniciais de reparagio (14 dias), os periodos se
apresentam menores ¢ a medida que tomamos as imagens das etapas
subsequentes, ha o aparecimento de fregiiéncias de maior valor, com fibras
aparentemente mais longas. Os didmetros parecem também aumentar com
o curso temporal da reparagio tecidual do tendio.

A correlagdo entre estimulagdo mecinica e aumento da espessura
das fibrilas de colageno e seu estado de agregacdo ja ¢ conhecida
(Diamant et al, 1972). Por ouro lado, acredita-se que o tenddo
desempenhe fungdes de ftransdutor, contando com propriedades
piezoelétricas e piroelétricas (Fukada, 1974; Liboff e Furst, 1974;
Vidal, 1989). Esta conversdo da deformacio mecanica em carga na
estrutura da molécula nos sugere uma possibilidade de interagdo da
energia eletromagnética com a estrutura molecular do colageno.

Charman (1990) propde como forma de interagio da energia
eletromagnética, a possibilidade de formagdo de dipolos (magnéticos e/ou
elétricos) dentro da estrutura molecular, que por estarem separados por
uma curta distdncia entre eles, proporcionaria um momento de forca
(produto da carga pela distdncia), que oscilaria de acordo com uma
freqiéncia de ressondncia propria. Estas freqiiéncias estariam vinculadas
as dimensdes ¢ propriedades estruturais dos tecidos ¢ células. Na mesma

proposta, Charman (1990) comenta sobre a interferéncia destes campos
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eletromagnéticos com a atividade enzimatica dos tecidos e nas moléculas,
dando evidéncias que as cargas nas membranas e nas biomoléculas
modificam a eficiéncia de interagdo, promovendo diferengas nos produtos
finais de reagdo (Hasted, 1988).

Parrish (1985) discute os eventos fotofisicos que podem ser
considerados como conseqiiéncia da intera¢fo da energia com a matéria. A
energia eletromagnética atravessa os tecidos enquanto vai interagindo com
as biomoléculas. No processo de “dissipa¢do” dessa energia, as moléculas
podem ser alteradas reversivel ou irreversivelmente, podendo causar
modificagdes mensurdveis (configuracdo estrutural) nas propriedades
teciduais.

A radiagdo eletromagnética caminha pelos tecidos com a velocidade
da luz decrescida por um fator relacionado com o indice de refracdo do
material tecidual. A transferéncia da radia¢do para os tecidos ¢ complexa.
Depende das propriedades opticas dos tecidos que de certa forma acaba
determinando a dose de radiagdo recebida pelas diferentes camadas
teciduais. Neste sentido as propriedades de absorgio e o espalhamento das
ondas podem modificar fortemente a resposta a uma dada exposigdo.

Os fotons, apos investirem contra as biomoléculas, sdo absorvidos e
deixam de existir (Parrish, 1985). Sua energia é transferida para os
cromOforos ou moléculas que o absorveram. As moléculas excitadas
eletronicamente podem ter energia suficiente para causar alteragdes
fotoquimicas nas ligagdes. Modificagdes nas configuragdes primarias,
secundarias, tercidrias e quaternarias das macromoléculas podem ocorrer
nos tecidos.

Estes eventos fotofisicos podem levar a ativa¢dio ou inativagio de
enzimas ou podem alterar as propriedades fisicas e quimicas das

macromoléculas mais importantes. Isto pode ativar uma cascata de reagdes
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quimicas que modifica as respostas de fluxo sangiiineo e permeabilidade
vascular em fun¢fio das modificagdes no potencial de membrana.

O laser, como campo eletromagnético, tem uma particularidade que
o coloca em vantagem com relagdo as demais formas de energia
eletromagnética. Frohlich (1988) define a coeréncia no tempo e espago
como uma grande vanfagem para melhorar a sintonia entre o “emissor” de
um smal e o “receptor” deste sinal, reduzindo os ruidos de interferéncia e
funcionando como uma espécie de “filtro”. Por outro lado, Smith (1988)
relaciona o sistema enzimatico com um “amplificador” de sinais, onde o
sinal de entrada esta relacionado a “quantidade de enzima no local” e o
sinal de saida esta relacionado com a “quantidade de produto da reagio
formado por minuto”. Uma confirma¢do desta hipotese foi feita por
Paschoal (1991), quando utilizou luz coerente e obteve resultados
satisfatorios na cicatrizagdo de pele e no mesmo trabalho, ao utilizar a luz
incoerente nas mesmas doses, os resultados foram insatisfatorios.

Ao que se apresenta como resultado, hd uma interagio importante
entre a luz coerente do laser de HeNe e as moléculas de coldgeno,
provavelmente envolvendo os fibroblastos. Os feixes de coldgeno se
comportam de forma diferenciada em relago as distintas dosimetrias
utilizadas, demonstrando uma espécie de transdugio da energia
eletromagnética coerente, modificando sua estrutura intrinseca por
deslocamentos inter e intramoleculares, provocando liberagdo dos grupos
polares nas superficies das fibras, que interagem com os componentes da
membrana celular dos fibroblastos. Vidal (1989) propds uma teoria que
poderia explicar estas formas de modulagio dos sinais ¢ o seu
reconhecimento pelos componentes extracelulares. Os fendmenos de
adesdo ¢ reconhecimento dos diferentes estados funcionais dos

biopolimeros parecem ser o caminho da interagdo entre as fontes externas
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de energia e a detecgdo das necessidades de ajustes funcionais, tanto em
situagdes fisiologicas como nos estados fisiopatoldgicos, como é o caso do
processo de reparagio.

Para as diversas doses de laser utilizadas houveram diferentes
respostas do organismo, levando a crer que a interagdo parece vinculada a
energia absorvida. A relagdo da dose de fotoestimulagdo com laser e os
resultados em relagdo as dimensdes da seccdio transversa e do didmetro
das fibrilas de colageno ja foi demonstrada por Enwemeka et al. (1990),
corroborando a idéia que as respostas sdo dependentes da dose. No
entanto, quando utilizamos doses bastante elevadas, quando comparadas
com aquelas recomendadas para utilizagio clinica, no caso deste trabalho
este valor foi fixado em 50 J/cm?, aparentemente houve uma estimulacdo
menor que a dose de 5 J/cm?, considerada dentro de um valor médio. Este
bloqueio da resposta se deve provavelmente a formacgdo de radicais livres,
que sdo estimulados pelo laser, e dependendo de sua concentragio no
tecido, pode chegar a uma saturagio dos mecanismos de sintese de
proteinas, levando até a sua redugfio (Lubart et al, 1992).

A penetragdo nos tecidos pelo laser e sua possibilidade de acgdo tem
sido colocado em divida. Um estudo comparativo entre os lasers de HeNe
(632,8 nm) ¢ HeCd (442nm) na cicatrizagio em ratos foi realizado por
Zhang e Al-Watban (1994). Ambos os lasers produziram aceleragdo da
cicatrizag¢do na pele de ratos, porém houve um destaque para os efeitos do
HeNe. A velocidade de cicatrizagiio foi dependente das doses utilizadas
(1, 4, 7 e 11 Jem®). Os diferentes efeitos sobre a velocidade de
cicatrizagdo pode ser atribuido as diferentes penetragdes e transmissoes
dos comprimentos de onda, o que leva a absor¢do diferenciada pela derme

¢ epiderme.
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Yamamoto et al. (1996) demonstraram um aumento na produgdo
de procolageno al e a2 em meio pobre de nutrientes mas ndo em soro
fetal bovino. Isto mostra que algum fator do soro fetal bovino interfere na
sintese de procolageno. Talvez isto explique porque o laser tenha grande
eficiéncia em ulceras torpidas.

Irradiando fibroblastos com duas doses, a menor dose (3 min)
mostrou ser mais efetiva. Foi utilizado dexametasona para analisar o
mecanismo de estimulagdo do laser na produgdo de procolageno pelos
fibroblastos. Se demonstrou uma inibigdo ao nivel pré-translacional da
sintese de RNAm (Raghow, Gossage e Kang, 1986). Como houve o
retorno aos niveis de controle apds algum tempo, os autores sugerem haver
um efeito no momento da translagdo da sintese do RNAm.

Acredita-se que o GMPc no fibroblasto pode estar envolvido no
processo de sintese de procolageno. Foi utilizado um bloqueador da
guanilato ciclase, o azul de metileno, que conseguiu reduzir a sintese de
procolageno em 60% em relagdo ao controle, que n3o aumentou sob a
agdo do laser de baixa intensidade como era esperado.

Poppas et al. (1996) num modelo experimental de incisdo de pele,
utilizaram laser para facilitar a soldagem pela albumina, associado ao fator
de crescimento transformador B; (TGF-B;), um estimulador da
cicatrizag8o. A alegacio dos autores para explicar os seus resultados & que
usando a albumina, que é desnaturada pelo laser (calor), pode haver a
liberagdo de substdncias bioativas. Essas substincias assim como os
fatores de crescimento, podem auxiliar no processo de cicatrizagio.

Muraka et al. (1997) mostraram que o TGF-B; estimula a sintese
de colageno através de uma conexdo com TGF-B; e por um mecanismo
independente que ¢ capaz de controlar e bloquear o efeito estimulatério do

TGF-B,. Ja € conhecido a regulagdo das diferentes isoformas de TGF-B;.
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B> - B3 em varios tecidos durante a embriogénese, a fibrose e a
cicatrizagao.

O TGF-$; funciona como uma sintonia fina na sintese de matriz
extracelular dentro do amplo contexto de estimulagdo desta familia de
peptideos. Uma via importante de regulagdo dos TGF-B se da por meio
das citocinas e outros fatores de crescimento.

O TGF-B, € abundante nas lesdes teciduais. O ambiente proteolitico
caracteristico das lesdes pode servir para ativar o peptideo ou liberar dos
seus estoques na matriz extracelular ou do codgulo formado rapidamente
apos a lesdo.

Os resultados de Schindl et al. (1994) mostram que o laser de baixa
intensidade estimula a angiogénese positivamente de forma precoce com
doses como 1,2 J/em?®. Nio s6 a velocidade de formagdo dos vasos é
acelerada mas o didmetro dos novos vasos e sua persisténcia foram
observadas nas condigdes experimentais induzida pelo fenémeno de
Arthus na cornea de coelho. Essa possibilidade de atuagdo do laser pode
significar um potente aliado no processo de reparo tecidual, aumentando a
disponibilidade de nutrientes, o que poderia facilitar a sintese protéica
pelas células imersas na matriz extracelular, que por sua vez, depositaria
este material sintetizado no meio extracelular.

A partir desta etapa, os fendmenos de organizacdo e ordenamento
da matriz extracelular agiriam. A estruturagio da matriz depende da
adesividade dos componentes celulares entre si e com a prépria matriz
extracelular. Karu et al. (1996) demonstram que as interagdes da
superficie celular com outras células e com a matriz extracelular estio
envolvidas na regulagdo de processos como embriogénese, crescimento

celular e diferenciagdo, morfogénese € a formagdo de metastase.




Algumas moléculas relacionadas ao mecanismo de adesio entre
células e entre célula-matriz extracelular ja foram caracterizadas como as
glicoproteinas, as proteoglicanas e os glicolipideos. Essas moléculas ndo
absorvem radiagdo na faixa da luz visivel ou infravermelho proximo
(Quarto, Martino e Michelini, 1988). Isto significa que as alteragdes de
adesividade foram devido modificagdes na membrana das células e nio
por excitagdo direta destas moléculas. A adesdo celular em fibroblastos
estimulada pelo laser de HeNe ¢ um fenémeno conhecido para situagses in
Vitro (Boulton e Marshall, 1986) e corrobora a hipétese aqui discutida e
comprovada sobre a matriz extracelular in Fivo pelos resultados
apresentados. Karu et al. (1996) também sustenta a hipotese de que o
laser de baixa intensidade aumenta fortemente a adesdo celular, inclusive
em processos de cicatrizagdo.

Esta resposta biologica estd relacionada 4 cascata de reagdes
bioquimicas no citoplasma e na membrana celular a partir de fotoaceptores
nas mitocOndrias. Estes fotoaceptores sdo principalmente o citrocromo C e
superoxido dismutase presentes nas mitocéndrias (Quarto, Martino e
Michelini, 1988).

O gradiente i6nico na membrana esta estritamente relacionado com
as fases miciais da adesdo celular, especialmente nos fibroblastos
(Zedelft, 1980). Sabe-se que o laser modifica o gradiente idnico
(Passarella et al., 1984). Os resultados apresentados ddo suporte a idéia
de que métodos que alteram o transporte idnico através da membrana
celular poderiam modular ou influir na adesdo e portanto na sedimentagio
celular, claramente observados nas imagens mostradas neste trabalho,
tanto na MEV como na MFA. Tal fato parece estar na dependéncia da
dose e portanto da mteragdo do campo eletromagnético coerente com o

tecido tendinoso.
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Garden et al. (1986) demonstra que além da cicatriza¢do acelerada
pelo laser em diversos tipos de tecidos, na pele especificamente ele
aumentou a forga de fixagdo da cicatriz medida como tensdio de ruptura.
Juri e Palma (1987) demonstram isso na pele com tlcera de decubito. Tal
fato nos leva a crer que além dos aspectos morfologicos apresentados,
provavelmente possa haver reflexos destas modificagdes no desempenho
funcional dos tecidos sob a¢do do laser.

Neste sentido, Mathew e Moore (1991); Raspanti, Ottani e
Ruggeri (1990) ¢ Elliott (1965) demonstram que no processo de
regeneragdo do tenddo, as populagdes de fibras e fibrilas tem organizacgio
¢ didmetros em funcdo dos estimulos mecanicos recebidos. Como
observamos didmetros de fibras de maior espessura e uma organizacdo de
melhor qualidade nos tenddes tratados com laser em doses intermediarias
dentre aquelas usadas neste trabatho, ¢ entendendo que Diamant et al.
(1972) mostrou que o desempenho mecénico dos tenddes com estrutura do
colageno na forma de ondulagdes ¢ de melhor qualidade, ou seja, suportam
maiores cargas sob estresse, podemos inferir que provavelmente os
tendGes mostrados nas figuras 22-26 ¢ 31-35 sdo ilustrativos da melhora
no desempenho funcional. Yahia, Drouin e Newman (1990); Yahia et al.
(1990) ¢ Hunter e Finlay (1973) também correlacionam a morfologia de
ondulagBes nas diversas escalas de observago com desempenho funcional
do tecido onde o coldgeno se insere ¢ funciona como a matriz de
organizagio tecidual.

A 1dade cronologica das fibras parece ser outro fator no processo de
reparagdo do tenddo. As ondulagdes que aparecem precocemente nos
animais tratados com laser demonstram um grau de maturacio maior nas
fibras colagenas e aumenta a capacidade de tragdes mecénicas (Shah,

1982; Moore e Beaux, 1987). Além do coldgeno, é provavel que outras
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moléculas ndo colagénicas estejam envolvidas no desempenho mecénico
dos tendSes ou outros tecidos sujeitos a tragdes de maneira constante
(Danielsen, 1981 ¢ Yahia et al., 1990), especialmente as fibras elasticas e

as proteoglicanas.

ESPECTROSCOPIA POR INFRAVERMELHO (FT-IR)

Os espectros de colageno do tenddo mostrados nos resultados nos
fornecem informagdes valiosas para o entendimento daquilo que
provavelmente esteja acontecendo quando observamos morfologia com
aumento do grau de enrolamento das fibrilas. Deslocamento da banda de
absorgdo da amida I como observado na tabela 2 é demonstragio clara do
aumento das pontes de hidrogénio ligadas as hidroxilas, que podem ser
tanto intramolecular como intermolecular.

A simetria da banda de absorgdo, sem aparecimento de ombros na
faixa de 1658 a 1676 cm™, & sinal de que ha uma presencga importante de
estruturas o-hélice e enrolamentos aleatérios (autoenrolamento) como
estruturas secunddrias deste polipeptideo. A atribuicio na faixa de 1.000-
1.100 cm™ para as proteoglicanas ¢ fato conhecido (Ozaki, Mizuno e
Kaneuchi, 1992). Observamos nos espectros do tendio que esta absorgdo
ocorreu com pico em cerca de 1.080 cm-1. Sabe-se que ha uma grande
concentra¢do de proteoglicanas dcidas e sulfatadas, o que pode inclusive
assinar com uma banda de absorgio para o S proximo de 1.240 c¢m-1.
Nossos dados mostram 1238 cm-1 como assinatura atribuida ao grupo

sulfato. Além das proteoglicanas, a banda proxima de 1.080 cm-1 contém
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vibragdes de intensidade média para 4cido hialurdnico, que mostra uma
banda adicional em 1.238 ¢m-1, juntamente com a amida 111.

A absorcdo intensa nas bandas de amida T e amida II
respectivamente em 1.668 e 1.551 c¢m-1 mostram uma vibragio
caracteristica atribuida por Ozaki, Mizuno e Kaneuchi (1992) a
poliglicina, uma vez que o coldgeno tem em um tergo de sua molécula o
aminoacido glicina.

Sowa (1995) atribui ao deslocamento vibracional em proteinas para
valores superiores a estruturas com maior quantidade de o-hélices,
enquanto os deslocamentos inferiores, os agrupamentos sdo mais
desordenados, chamados também de estruturas . O fato de CONSeginmos
observar a vibragdo de amida I em valores em torno de 1.668 cm™, cujas
variagOes para nimeros de onda superiores ou inferiores pode significar
aumento ou diminuigdo da quantidade de ligacBes entre as moléculas de
colageno, especialmente as do tipo aquosas, onde a hidroxila forma pontes
de H (Wong, Wong e Fung, 1993).

Internamente na molécula de colageno, as pontes podem se formar
relacionadas freqiientemente ao grupo carbonila, onde os residuos acidos
cedem elétrons e se ligam mais fortemente, em pontes de H, o que esta
imbricado na formagio da a-hélice. O pico entre 1.658-1.672 cm’ que
aparece bem acentuado nos espectros obtidos neste trabalho, refere-se ao
aumento de ligagbes das carbonilas com agua, produzindo grande
aproximagdo dos monbémeros do colageno, o que resulta em
empacotamento molecular mais denso. (George e Veis, 1991).

Sob o ponto de vista da espectroscopia, ao observarmos as
diferengas estatisticas relativas a variagio dos picos referentes a amida I,
onde o controle estd em 1.658,8 cm™ e conta com uma grande variancia e

0 os espectros obtidos do grupo tratado com laser com 0,5 J/cm?®, cujo
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valor médio estd em 1.676,7 cm™, demonstra a coeréncia dos achados da
analise morfologica, tanto com microscopia eletrénica de varredura como
microscopia de forga atdémica. Associando os resultados anteriores com a
diferenca encontrada entre os grupos tratados com as doses de 0.5 e §
J/em?, e levando-se em consideragdo que os valores do grupo tratado com
laser a 0,5 J/em? sdo semelhantes quando comparados com o controle,
podemos concluir que as doses efetivas foram 0.5 e 5 J/em? no sentido de
aumento na formagao das pontes de hidrogénio e portanto melhor arranjo e
empacotamento molecular, produzindo como conseqiiéncia um aumento da
jungio das fibrilas de colageno.

No que concerne ao papel da amida III, diferencas foram
observadas em relagdo ao grupo controle, o que mostra que inclusive a
presenc¢a de estiramento de C-N aliftico intenso na estrutura da molécula
do colageno, provavelmente com a formagdo das pontes de dissulfeto, uma
vez que o aumento do nimero de onda mostra elevagdo da vibragdo
relacionada provavelmente com a banda do enxofre (S). Qutra possivel
contribuigdo para esta banda ¢ a quantidade de fosfodiester (Sowa, 1995),
cuja estrutura possibilita a formagdo também de pontes de hidrogénio entre
as amidas III (Ozaki, 1989). A grande presenca de metileno pode ser uma
contribui¢do que néo pode ser descartada nesta banda de vibragio.

E interessante notar que a banda da amida III ¢ bastante destacada
por Jacobsen e Wasacz (1990), sendo fortemente influenciada por fatores
como pH do meio, temperatura ou mesmo relacionados a preparagdo do
material, podendo provocar deslocamentos nas bandas estudadas.

Além das diferengas estatisticas encontradas relativas ao
deslocamento dos picos de vibragdo da amida ] e amida III, ambas nos
grupos sacnificados no 28° dia apés a tenectomia, podemos notar que

apesar de estatisticamente ndo serem diferentes os picos no 14° dia,
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apontam uma tendéncia que se confirma no 28° dia. E o caso da amida I
do controle versus 50 J/em® e amida III do grupo de 0,5 J/cm® versus 50

T/em?,

CONSIDERACOES FINAIS

Ainda € precoce fazer afirmagGes sobre as implicagdes destes
resultados na utilizagdo clinica do laser de baixa intensidade, apesar de
haver uma caréncia muito grande de fundamenta¢do nesta area do
conhecimento. O que se pode depreender dos dados apresentados neste
trabalho € que ha possibilidades de aceleragdo do processo de reparagiio
do tenddo fotoestimulados pelo laser de baixa intensidade, dependente da
dose, onde parece haver doses que atuam de maneira diferenciadas. Numa
delas se conseguiu resposta menos intensa (0,5 J/cm?), com outra, resposta
mais intensa (5 Jem®), e outra dose (50 Jem®) que parece ser muito
elevada, pois mostrou haver uma satura¢do do sistema envolvido no
processo de reparo do tendo.

N&o podemos afirmar que 5 J/cm? é a dose melhor para atuacio na
reparagdo do tenddo porque fizemos uma curva de doses com apenas trés
pontos, seguindo uma escala logaritmica, e portanto ficaria comprometida
uma afirmacdo desta natureza. E necessario ter mais pontos da curva para
se fazer tal afirmagfio, ajustando as intensidades de resposta até que se
obtenha o maximo valor, que acredito, possa ser aplicado uma curva de
distribui¢do de Gauss. Estas curvas seriam convenientes serem construidas
para cada tipo de fendmeno a ser estudado sob fotoestimulagdo pelo laser

de baixa intensidade.
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O presente trabalho abre uma perspectiva de continuidade de toda
uma linha de investigagdo sobre os fendmenos de interagdo do campo
eletromagnético coerente ¢ ndo coerente com o colageno, analisado sob o
ponto de vista da ordem na estrutura molecular, assim como a interagdo
com outros modelos bioldgicos.

Questdes como doses mais adequadas de laser para produzir
melhores efeitos, satura¢do dos sistemas enzimdticos, adequagdo dos
comprimentos de onda para as methores absorgdes pelos diferentes tecidos
sdo possibilidades de estudos futuros. Investigagdes sdo importantes para
se elucidar mecanismos de interagdo dos campos eletromagnéticos
coerentes e sua comparagdo com os campos ndo coerentes. Os fendmenos
de fotobiomodulago (ativagdo ou 1mbigdo) nos diferentes tecidos e
células, assim como na matriz extracelular de distintos orgios sdo
diretrizes para encaminhamento de aigumas das questSes levantadas no
decorrer deste trabalho, que entendo, pode ser a solugdo vidvel para o

tratamento de varios problemas de saude.
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CONCLUSOES ¢ CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho mostra evidéncias que o laser de baixa energia tem
efeitos significativos sobre o processo de reparacdo tecidual no tendio,
especialmente relacionado com a matriz extracelular.

Diferentes doses do laser de HeNe produziram efeitos diferenciados
quando analisados sob microscopia eletrénica de varredura, microscopia
de for¢a atbmica e espectroscopia por infravermelho, métodos estes
usados neste estudo cujos resultados foram complementares e se
corroboraram.

Observagdes da estrutura fibrilar pela microscopia eletronica de

varredura evidenciou melhoria da organizagdo tecidual e o depdsito de

o ma
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maior namero de células para a sintese de material da matriz extracelular
produzido pela fotoestimulag¢do com laser de HeNe.

As andlises realizadas pela microscopia de forca atoémica
corroborou os dados da microscopia eletronica de varredura, porém com
amplificagdo das estruturas, permitindo observacdes em nivel
macromolecular, mostrando que o laser de HeNe estimulou a formacéo de
colageno precocemente, com melhor empacotamento e organizacio ao
longo do eixo maior do tenddo. Estes resultados demonstram também que
a intensidade da fotoestimulagdo depende da dose do laser que foi
empregada e ndo ocorre de maneira diretamente proporcional.

A espectroscopia por infravermelho pela transformada de Fourier
pode fazer a complementa¢io das informac¢des ultra e nanoestruturais
(morfologicas) com a andlise daquilo que acontece intrinsecamente na
molécula, mostrando que as hipdteses sobre as quais se analisava
qualitativamente, se conseguiu um tratamento quantitativo e se mostrou
muito util para afirmar que o laser tem uma ag¢fio sobre a formagdo de
pontes de hidrogénio na molécula do colageno, durante o desenvolvimento
do processo de reparac¢do do tenddo.

As doses de laser por ordem decrescente que foram superiores na
fotoestimulagdo da molécula de coldgeno com laser de 6 mW e
comprimento de onda de 632,8 nm foram as seguintes: 5 J/em2, 0,5 J/cm?2
e 50 J/em2.

Estes resultados confirmam alguns dados da literatura aplicados
sobre outros processos e abre uma perspectiva de novos estudos para
elaborar curvas de dose-resposta e observagdes de diferentes
comprimentos de onda, coerentes ou ndo, aplicados sobre os tecidos

bioldgicos sob diferentes modelos experimentais.

o
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Podemos concluir que o laser de HeNe:

1- Teve efeito na reparacdo tecidual.

2- As melhores doses de laser de baixa intensidade entre aquelas
empregadas neste trabalho foram 0,5 e 5 J/cm®.

3- Houve uma aceleragio na velocidade de reparo do tenddo observavel no
14° dia e bastante evidente no 28° dia apos a lesdo total do tendio
(tenectomia).

4- Pode-se afirmar que houve um aumento na quantidade de pontes de
hidrogénio formadas na molécula de coldgeno pela fotoativagiio pelo
laser de HeNe detectada pela espectroscopia por infravermetho.

5- Houve uma melhor organizagdo da estrutura fibrilar ¢ molecular do
colageno, com melhor orientagdo azimutal ¢ empacotamento dos feixes
de fibras e das moléculas, com destaque para a espessura dos feixes
formados.

6- Os métodos utilizados para analise foram complementares e eficientes
quanto ao objetivo de andlise estrutural e bioquimica da matriz

extracelular no tenddo do rato.
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