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SEBBE, Priscilla Frées. Estudo da eficacia do LED-terapia vs fototerapia Convencional
Fluorescente no tratamento de hiperbilirrubinemia em ratos Wistar. 2007. 63f.
Dissertacdo (Mestrado) - Curso de Engenharia Biomédica, Departamento de Instituto de
Pesquisa e Desenvolvimento, Universidade do Vale do Paraiba, S0 José dos Campos, 2007.
1. CD-ROM.

Este trabalho descreve ensaios técnicos e experimentais realizados em laboratério com o
equipamento LED-terapia desenvolvido para tratamentos de ictericia neonatal. A ictericia
neonatal € caracterizada pela concentracdo elevada de bilirrubina, um pigmento orgénico
produto da degradacdo das hemacias, no sangue do recém nascido. A ictericia € uma condicéo
clinica geral benigna e reversivel, mas sua acentuacdo exagerada pode ocasionar sequielas no
sistema nervoso central. A fototerapia consiste na aplicacdo de luz de alta intensidade a qual

promove transformacéo fotoquimica das moléculas de hilirrubina nas éreas expostas a luz

com determinado comprimento de onda (400nm-500nm). A irradidncia minima considerada
eficaz para tratamentos em neonatos é de 4pW/cnf/nm, sendo, porém o idea que seja
superior a 16pW/cnf/nm. Uma fonte de luz indicada para tratamento de ictericia é o uso de
diodos LED, que séo dispositivos simples, de baixo custo e que produzem baixo aquecimento.
Os LEDs emitem luz com uma largura de linha espectral estreita e possuem um tempo de vida
atil acima de 100.000 horas. Um equipamento que consiste em um colchdo usando uma
matriz com 88 LEDs azuis (pico de emissio em 472 nm) foi desenvolvido, sendo
caracterizado opticamente e validado versus um equipamento de fototeragpia Convencional

comercial contendo de 7 a 8 lampadas fluorescentes. A irradiancia espectral do sistema foi

determinada com um espectroradiometro USB2000, obtendo-se a uma distancia de 10 cm da
matriz o valor maximo de 77,0 pW/cnf/nm. Também foi mapeada a distribuicdo espacial da
radiacdo emitida pelos LEDs usando um detector fotovoltaico calibrado, construido no INPE
(Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais). Para validacdo do equipamento foram realizados
experimentos usando ratos Wistar machos, nos quais foi induzida uma hiperbilirrubinemia
pela obstrugdo do ducto biliar comum. O equipamento LED-terapia nos prescreve uma queda
da bilirrubina indireta de 78% no tempo de 8 h de tratamento comparado com apenas 39%
utilizando o Convencional Fluorescente. Entanto que para um tempo de tratamento de 24 h a
reducéo da bilirrubina foi de 92% e 76%, respectivamente. Na avaliacdo dos resultados
obtidos pode-se concluir que o equipamento LED-terapia desenvolvido apresentou maior
eficacia na fotodegradacdo das moléculas de bilirrubina em modelo animal, comparada a
fototerapia Convenciona Fluorescente, usada comercialmente.

Palavras - Chave: Hiperbilirrubinemia; Fototerapia; LED; Ducto biliar comum/patologia.
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This work describes technical and experimental tests done using the LED-therapy equipment
developed for neonatal jaundice treatment. The neonatal jaundice is characterized by an
elevated bilirubin concentration, an organic pigment that is a sub product of the erythrocytes
degradation, in the new-born blood. Jaundice is a clinical condition that is benign and
reversible; but, in high concentration can provoke damage to he nervous central system.
Neonatal phototherapy consist in the irradiation of a jaundice new-born with a high intensity
light, in the spectral range of 400 to 500nm, to promote the photochemical transformation of
the bilirubin molecules in the areas exposed to the light. The minimum spectral irradiancia
required for neonatal treatment is 4pu\W/cnf/nm, nevertheless the ideal value should be higher
than 16pW/cnf/nm. A convenient light source for jaundice treatment can be obtained using
blue LEDs, which are simple devices, low cost and they produce a low heating. They emit
light with a narrow spectral linewidth and present a long life-time, well over 100,000 h.
Equipment using an array with 88 blue LEDs (emission peak at 472 nm e 50 nm linewidth)
was constructed, optically characterized and then validated versus an commercia equipment
of phototherapy, containing 7 or 8 fluorescent lamps and known as the Fluorescent
Conventional. The spectral irradiance of the system was measured using the
spectroradiometer USB200, obtaining at a distance of 10 cm away from the LEDs array the
maximum value of 77,0 pW/cr?/nm. Likewise, the spatial distribution of the light emitted by
the LEDs was mapped by using a calibrated photovoltaic sensor developed a the INPE
laboratories (National Institute for Space Research of Brazil). For the equipment validation
experiments were undertaken using male Wistar rats, for which the Hyperbilirubinemia was
induced by the obstruction of the billi duct. With the LED-therapy equipment was obtained a
reduction by 78% of the indirect bilirubin concentration against only 39% when using the
commercial Fluorescent Conventional, both for 8h of treatment. For a 24h period, the
reduction was 92% and 76%, respectively. It can be concluded from the results that the LED-
therapy equipment is more efficient for photodegradation of the bilirubin molecules in animal
model than the commercia system known as Conventiona Fluorescent.

K ey-words: Hyperbilirubinemia; Phototherapy; LED; Common Bile Duct/pathology
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1INTRODUCAO

A ictericia neonatal é caracterizada pela concentracdo elevada de bilirrubina, um
pigmento organico produto da degradaco das hemécias no sangue do recém:nascido (RN)
% A ictericia se manifesta pela coloracdo amarelada da pele, escleréticas e membranas
mucosas, pois ha uma ata concentracdo de bilirrubina nesses locais, consequente de
pigmentos biliares %9,

A ictericia € uma condicéo clinica geral benigna e reversivel, mas seu agravamento
pode ocasionar seqielas no sistema nervoso central 35810 Cerca de 80% dos RN podem
apresentar algum grau de ictericia (12,

A hiperbilirrubinemia neonatal é um fenbmeno fisico provocado pela pouca
maturidade do figado no organismo do neonato. E no figado que se regula a concentracio
sérica e a degradacdo da bilirrubina. Se o0 mesmo ndo estiver homeostético, a quantidade de

(12681314 A geracio e excregio da

bilirrubina reabsorvida aumenta no sangue do RN
bilirrubina estabelecem algumas etapas, tais como: apds a destruicdo das hemécias, o grupo
heme € convertido em biliverdina e mondxido de carbono, uma reagéo catalisada pela enzima
heme-oxigenase que € a etapa limitante na destruicdo do heme. A biliverdina é convertida em
bilirrubina em uma reacdo catalisada pela biliverdina redutase. A hbilirrubina é transportada
pela corrente sanguinea ligada a abumina e captada pelos hepatocitos (células do figado)
onde ocorre a conversdo da bilirrubina ndo-conjugada (bilirrubina indireta) em conjugada
(bilirrubina direta). Esses compostos sdo excretados atraves do trato gastrointestinal. O fluxo
da bilirrubina passa pelo sistema biliar, ducto biliar e canaliculos biliares, percorre até o
intestino, onde é excretada pela urina e fezes (12810119

Preventivamente, o controle da hiperbilirrubinemia é realizado através de dois modos:
fisicamente por exsanguineotransfusdo, na qual o sangue do RN é substituido; ou
fotoquimicamente, expondo o RN & radiacgo luminosa 3¢ 1114-18)

A exposicao da bilirrubina ndo-conjugada a luz acarreta a formacdo de fotoisdmeros
polares e de lumirrubina, que resulta na ciclizacdo intramolecular. Esses compostos sao
excretados pelo figado e rins sem conjugacdo, por serem compostos menos toxicos e mais
hidrossolGveis (>8101114.19)

A fototerapia é o tratamento para ictericia nreonatal que consiste na aplicacdo de luz de
ata intensidade e comprimento de onda especifico (400 a 500 nm), com finalidade de

degradar a molécula de bilirrubina e aumentar a excregdo da mesma 711141620
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A primeira aplicacdo clinica da fototerapia foi efetuada por Cremer et al. em 1958, que

verificou um decréscimo na concentracao da bilirrubina quando o RN era exposto a radiacéo

luminosa emitida por uma unidade de fototerapia que utilizava |ampadas fluorescentes 714

19,20-22)

A luz emitida pelos equipamentos de fototerapia penetra na epiderme e atinge o tecido
subcutaneo. Desta forma, somente a bilirrubina que esta proxima a superficie da pele (2 mm)
é afetada diretamente pela luZ®.

Na literatura, reportou-se que a dose terapéutica minima de irradiancia espectral corresponde a
4 puW/enf/nm, sendo, a ideal superior a 16 pW/cntf/nm, uma vez que quanto maior a dose de
irradiancia, mais eficaz serd a fototerapia ¢+ 14171920

Uma outra fonte de luz indicada para tratamento de ictericiaé o LED (Light Emitting Diode),
gue € um dispositivo simples, de baixo custo, que opera com nivel de tensdo de 1,6 a3,3V. A poténcia
necessaria para emissao de fotons esta na faixa tipica de 10 a 150 mW e produz baixo aquecimento.
Os LEDs emitem luz com uma largura de linha espectra estreita, na ordem de 50 nm, e possuem um
tempo de vida (itil acima de 100.000 horas (192%%%9),

A fototerapia em que se utiliza LEDs para cura da hiperbilirrubinemia é muito recente. E
necessario maior conhecimento sobre a acéo dessa nova fonte de luz sobre o metabolismo do RN.
Deve-se buscar o0 aprimoramento na aplicacdo de protocol os terapéuticos e desenvolvimento de novos
equipamentos 2.

Para 0 estudo de novos protocolos terapéuticos e equipamentos visando a cura da
hiperbilirrubinemia sdo0 necess&rios experimentos animais, contemplando quadros de ictericia
induzida

A Obstrucdo por Ligadura do Ducto Biliar Comum (LDBC) em ratos € um dos modelos
experimentais mais utilizados para o estudo das doencas colestéticas e processos de
hiperbilirrubinemia %, A ictericia é a conseqgiiéncia mais visivel da obstrucdo por LDBC e se

(34,35)

manifesta quando a bilirrubinemia atinge os 3,5 mg/dL . A seqiéncia de dteracOes

histopatol 6gicas e bioguimicas decorrentes da obstrucdo biliar ro modelo de LDBC no animal ja foi

bem estabel ecida por vérios autores®**.

1.1 Objetivo Geral

Esta pesquisa se propde ao estudo da eficacia do LED-terapia no tratamento de

hiperbilirrubinemia em ratos Wistar.
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1.2 Objetivos Especificos

Caracterizagdo do sistema LED-terapia;
Comparacdo de caracteristicas do LED-terapia vs fototerapia Convencional

Fluorescente:

Andlise dabilirrubinatotal, direta e indireta
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 A Bilirrubina

A bilirrubina (Cs3zH3zsNaOg) € um pigmento que, normalmente, esta presente no organismo em
quantidades reduzidas *3%81314_sya principal fonte é a hemoglobina proveniente da quebra
de eritrocitos maduros, a qual contribui com cerca de 80-85% da producéo total. Dos restantes
15-20%, uma pequena proporc¢do € proveniente da destruicdo prematura na medula éssea ou
no baco de eritrocitos recémformados e o maior componente € formado no figado. A
hemoglobina € uma proteina tetrdmera conjugada, composta de fracdo heme e globina
Consiste em quatro cadeias polipeptidicas de globina, sendo cada uma associada a um grupo

heme dentro de uma capa hidrofébica, como mostrado na figura 1 281014

Figura 1: Estrutura molecular da hemoglobina.
Fonte: www.vcs.br/ccet/defg/naeg/material_didatico/textos_interativos_34.htm

A fracdo heme é uma molécula planar composta de protoporfirina IX tetrapirole
contendo uma molécula de ferro central (1281013143637 Na figura 2 é mostrado o

metabolismo da bilirrubina em processos estruturais.
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Figura 2: Processo estrutural do metabolismo da bilirrubina.
Fonte: www.histo-line.it/ita/newsl etter/2004/20041101.htm
Adaptado por Sebbe, 2007.

A geragdo e excregdo da bilirrubina estabelecem algumas etapas, tais como: apés a
destruicéo das hemécias, os eritrocitos sdo apreendidos pelo sistema reticulo endotelial. O
grupo heme € convertido em biliverdina e monoxido de carbono em uma reacéo catalisada
pela enzima heme-oxigenase, que é a etapa limitante na destruicdo do grupo heme. A
biliverdina é convertida em bilirrubina em uma reacdo catalisada pela biliverdina redutase
(1281013143637) A bjljrrubina assim formada é chamada bilirrubina néo-conjugada ou indireta

Como mostra a figura 3, a hilirrubina formada é transportada pela corrente sanguinea,
e por ser lipossolUvel, liga-se a albumina para ser carreada até o figado e nele ser captada
pelas membranas do hepatocito. Dentro da célula ligase a glicuraniltransferase a qual
transportard a bilirrubina até o reticulo endoplasmético liso, onde sofrerd conjugacéo,
tornando a bilirrubina hidrossoltvel (bilirrubina conjugada). Apos a conjugacao, a bilirrubina
val para os canaliculos biliares mediante mecanismo ativo ao atravessar a membrana dos
hepatocitos chegando até o intestino. Esses compostos sdo excretados através do trato
gastri ntestinal (1,2,8,9,10,13,14,36,37).
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Figura 3: Mecanismo de geragéo e excregao da bilirrubina.
Fonte: Adaptado pelo autor, de: hhtp:// www.hepcentro.com.br/gilbert.htm

O figado tem funcdo importante no metabolismo da bilirrubina, sendo responsavel
pela sua captacdo, conjugacdo e excrecdo. A hilirrubina uma vez excretada do hepatocito é
transportada dos canaliculos biliares para os dictulos, destes para os ductos interlobulares e
destes para os ductos septais, e, assim, sucessivamente, até atingir os dois lobos do figado
(direito e esquerdo). Os dois ductos formam o ducto hepético comum, o qual, apés unir-se
com o ducto cistico e formar o ducto biliar comum, desemboca no duodeno (%39,

A concentragdo sérica da bilirrubina representa um equilibrio entre sua produgéo e a
sua excregdo; 0s niveis podem estar elevados em conseqiéncia da maior producdo de
bilirrubina ou da deficiéncia na excrecdo hepatica. A concentracdo é composta da fracéo

conjugada (direta) e da ndo-conjugada (indireta) (1281013.14)

2.1.1 Bilirrubina ndo-conjugada ou bilirrubina indireta

A bilirrubinaindireta é produzida no sistema reticulo endotelial, € apolar, insolivel em
agua e é transportada para o figado através da corrente sanguinea ligada a albumina, mas
reversivel aela. A bilirrubinaisolada da albumina entra na célula hepética (hepatécito) e, uma
vez no citoplasma, se associa a glicuraniltransferase. O complexo bilirrubina-enzima é entéo
transportado ao reticulo endotelial liso, onde a enzima uridina difosfato glicuronil transferase

(UDPGT) catalisa a répida conjugacéo da bilirrubina?®.
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2.1.2 Bilirrubina conjugada ou bilirrubina direta

A hilirrubina direta € produzida apds o0 processo de conjugacdo, que € realizado no
reticulo endotelial liso. Esse processo de conjugacdo transforma a molécula ndo-polar da
bilirrubina em uma mistura polar/néo-polar que atravessa as membranas celulares. O derivado
conjugado, solivel em agua, € excretado do hepatécito na forma de bile e congtitui um dos
pigmentos biliares. Devido a solubilidade em &gua, a bilirrubina conjugada é encontrada em
pequenas quantidades tanto na corrente sanguinea como na urina. A excregdo da bilirrubina é

afasefinal do processo 3.
2.2 Ictericia ou Hiperbilirrubinemia Neonatal

A ictericia no RN é uma patologia que se caracteriza pelo aumento da taxa de
bilirrubina no sangue. Manifesta-se por uma coloragdo amarelada da pele e das mucosas, mais
ou menos intensa, devido ao depdsito de pigmentos biliares nos tecidos. Quando a bilirrubina
se encontra em niveis elevados na corrente sanguinea dé-se o nome de hiperbilirrubinemia
6892021.36-38) ‘A jctericia é clinicamente detectada quando a concentracgo sérica de bilirrubina
no RN ultrapassa 2,0-3,0 mg/dL (valor normal: 0,3-1,0 mg/dL) (1-358102021.36)

A hiperbilirrubinemia indireta quando presente em valores elevados pode ultrapassar a
barreira hematoencefdlica e impregnar-se no sistema nervoso central desencadeando uma
sindrome neuroldgica chamada Kernicterus, extremamente grave, que deixa sequelas
irreversiveis e com alta mortalidade 9.

A hiperbilirrubinemia inicia-se ap6s 24 horas de vida. Como existe pouca ou nenhuma
atividade da UDPGT no figado do RN, h& uma habilidade muito limitada para a conjugacdo
da bilirrubina. Em RN com 9 meses completos de gestacdo @ termo) as concentragdes de
bilirrubina no soro estéo ao redor de 4,0-6,0 mg/dL durante as primeiras 48h de vida extra-
uterina. A incidéncia da hiperbilirrubinemia € muito maior entre prematuros e neonatos de
baixo peso corporal. Criancas nascidas prematuramente (pré-termo) atingem uma
concentragdo meédia de bilirrubina no soro entre 10,0-12,0 mg/dL, entre 0 5° e 0 6° dia de vida
(356141520) ' Cerca de 25% a 50% dos RN desenvolvem valores séricos de bilirrubina maiores

que 7’0 mg/dL (3,5,6,14,15,20).

S&0 causas de hiperbilirrubinemia neonatal :

A maior velocidade de producéo de bilirrubina no RN;
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Hipoperfusdo hepatica devido a adaptacdo cardio-circulatéria apos 0 nascimento,
com consequiente débito de sua fungdo excretora;

Captagdo defeituosa da bilirrubina na corrente sanguinea provocada por ligandina
diminuida ou por ligacdo de ligandina a outros anions;

Conjugacdo defeituosa devido a diminuicdo da atividade da UDPGT;

Estrogenizacdo do RN: altos niveis circulantes de estrégenos no feto deprimem a
capacidade de glicuronizacdo dabilirrubing;

Aumento da circulagdo éntero-hepatica da bilirrubina. A flora bacteriana do
intestino grosso € responsavel pela hidrogenizacdo da bilirrubina, enquanto o
crescimento desta flora ndo se estabelece, ha grande atividade da enzima
betaglicuronidase, que leva a hidrdlise da bilirrubina conjugada, de modo que o
pigmento de reacdo indireta novamente se forma, sendo reabsorvido na mucosa
intestinal, retornando a circulagdo sistémica e exigindo nova conjugacéo em nivel de

hepatécito (356141520

2.3 Tratamentos para Hiperbilirrubinemia Neonatal.

Atualmente existem diversas publicagdes relacionadas as formas de tratamento para a
hiperbilirrubinemia neonatal. Porém, os tratamentos mais realizados sdo feitos através de dois
modos. remogao mecanica, por exsanguineotransfusdo, na qual o sangue do RN é substituido;
ou aumentando a excrecdo da hilirrubina, fotoquimicamente, expondo o RN a radiacdo

luminosa, a fototerapia (3561114212425

2.3.1 A Fototerapia

A utilizacdo da fototerapia como tratamento da hiperbilirrubinemia foi proposta pela
primeira vez em 1958 por Cremer et a., construindo a seguir uma unidade fototerdpica
utilizando |ampadas fluorescentes. Desde entdo novas técnicas e equipamentos de fototerapia
foram desenvolvidos (3—5,7,14,15,17,21,24,3941).

A fototerapia é o tratamento para hiperbilirrubinemia neonatal que consiste na
aplicacéo de luz de alta intensidade com finalidade de degradar a molécula de bilirrubina e
aumentar a excrecdo da mesma, devendo o RN ser exposto a radiagdo com determinado

Compri mento de onda (3-5,7,14,15,17,21,24,39-41) )
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A molécula de bilirrubina absorve energia luminosa ho comprimento de onda entre
400 e 500 nandmetros (nm). A luz nesta faixa espectral penetra na epiderme e atinge o tecido
subcutaneo, entretanto somente a bilirrubina que estiver préxima da superficie da pele sera
afetada diretamente pela luz e a eficacia da fototerapia dependerd da quantidade de energia

7,14,15,17,21,24,

liberada pela fonte luminosa &> 3941 A exposicdo & luz da bilirrubina acarreta a

formagédo de fotoisdmeros polares e de lumirrubina, que resulta na ciclizagdo intramolecular,
sendo esses compostos excretados pelo figado 14172141

O principio bésico da agéo da fototerapia € a transformagéo da estrutura da molécula
de bilirrubina em produtos hidrossolUvels, passiveis de eliminacdo renal e hepética. Dois
mecanismos tém sido propostos para explicar a acdo da fototerapia na reducdo dos nivels
séricos de bilirrubina: a fotoisomerizacéo e a fotooxidagao 571440,

A Fotoisomerizacdo ocorre no espaco extravascular na pele. Uma vez irradiada, a
molécula de bilirrubina da origem a dois tipos de isdbmeros o isdbmero geométrico ou
configuracional e o isdmero estrutural ou lumirrubina 744D

O isdbmero geométrico se forma rapidamente e é reversivel a molécula de bilirrubina
que lhe deu origem; entretanto sua excrecdo é muito lenta em RN 71440,

Os isdmeros estruturais, ou lumirrubina sdo gerados em forma mais lenta que iSOmeros
geométricos, porém esta reacao € irreversivel. A lumirrubina, por ser solivel em agua, ao
contrario da bilirrubina indireta, é rapidamente excretada pela bile e pela urina do RN, sem a
necessidade de conjugacdo. A formacdo de isOmeros estruturais € 0 mecanismo mais
importante de diminuicao da bilirrubina através da fototerapia & 71449,

O mecanismo de acdo da Fotooxidagcdo parece ter pouca contribuicdo na diminuicéo
dos niveis séricos de hilirrubina. Consiste na oxidacéo de uma pequena fracdo das moléculas
ativas da bilirrubina em ambiente aerdbico, levando a producéo de complexos pirdlicos,

sol(iveis em &gua, que serdo eliminados na urina 71440
2.3.1.1 Eficacia da Fototerapia

A eficécia dafototerapia depende da concentracéo séricainicial da bilirrubina antes do
tratamento, superficie corporal do RN exposta a luz, distancia entre a fonte luminosa e o
paciente, fluncia (DE=Pxt/A, onde P é a poténcia, t € o tempo de aplicacdo daradiacdo e A é
a &rea irradiada), irradiancia espectral e comprimento de onda da radiacdo emitida pela fonte

luminosa, dém de caracteristicas intrinsecas do RN como sinais de doenca subjacente:
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vomitos, letargia, dificuldade na alimentacéo, perda de peso excessiva, apnéia, taquipnéia, ou
instabilidade da temperatura (714-16:2440)

A irradiancia espectra mima para efeito terapéutico deve ser de 4 pW/cnf/nm 59,
sendo porém o ideal que seja superior a 16 pW/cnf/nm, ja que quanto maior a dose mais
eficaz serd aterapia®- Entretanto, vérios trabalhos demonstraram que a irradiancia média dos
aparelhos de fototerapia encontramse muito abaixo da minima requerida ®. Sendo assim
alguns insucessos da fototerapia podem ser causados por fontes de luz ma utilizadas,
podendo ser evitado com um maior controle de manutencdo e medicdo freqlente da

irradiancia através de um fotodosimetro 839,
2.3.1.2 Indicagao da Fototer apia

Os niveis de hilirrubina sérico somados ao quadro clinico do RN indicam o emprego
da fototerapia, a qual tem a dose gjustada individualmente para cada caso. Os principais
fatores a serem considerados, além do proprio nivel de bilirrubina, incluem o tipo de ictericia,
(hemoalitica ou ndo), tempo de vida pos-natal, peso de nascimento, idade gestacional e fatores
de risco para Kernicterus 567,

Alguns autores indicam valores para utilizacdo da fototerapia em funcéo do tempo de

vida extrauterina relaciorado a concentracdo de bilirrubina sérica (Tabela 1) 3.8),

Tabela 1: Indicagdo de Fototerapiaem RN sem doenca hemoalitica.

Tempo de vida (horas) Bilirrubina total (mg/dL)
24-48 >15
> 48 >18
72-96 >20
>96 >22

Fonte: “ Assisténcia ao Recém Nascido de Risco”
Adaptado por Sebbe, 2007

Os RN com peso inferior a 25009 e com 24h de vida ndo sdo considerados saudaveis
em relacdo aos valores de bilirrubina. RN com niveis de bilirrubina direta que ultrapassem 15-
20% do valor de bilirrubina total ndo tém indicacdo de fototerapia (Tabela 2) 9.
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Tabela 2: Indicagdo de Fototerapiaem RN com peso inferior a 2500g.

Bilirrubina total (mg/dL)

Peso do RN (Q)
24-48 h 48-72h 72-96 h >96h
<1500 6 8 8 8
1501-2000 8 10 10 10
2001-2500 12 14 14 14

Fonte: “Assisténcia ao Recém Nascido de Risco”
Adaptado por Sebbe, 2007

O método de aplicacdo consiste em expor o RN aradiagdo luminosa, nu e com apenas
uma venda sobre os olhos. A distancia entre o equipamerto e o RN varia de acordo com a
iluminagdo utilizada, se fluorescente, »45cm, se halégena, »50cm, etc. Como a intensidade da
luz é inversamente proporcional ao quadrado da distancia, a eficiéncia do método € menor

quando a distancia aumenta (429,

2.3.1.3 Fototerapia Convencional Fluorescente

Na fototerapia convencional rormalmente utilizam-se de 7 a 8 lampadas fluorescentes
de 20W (Figura 4). A fototerapia convencional tem a vantagem de iluminar grande parte da
superficie corporal do RN, com a desvantagem de emitir uma baixa irradiancia quando
utilizada ldmpadas do tipo “luz do did” e outra desvantagem € a alta desidratacéo provocada
pela associacso de berco aguecido e a fototerapia 47114248

_.._._-_'I:—.E' an

&

Figura 4: Equipamento de fototerapia Convencional Fluorescente.
Fonte: www.gigante.com.br/produtos/fototerapi_f br.asp
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Recomenda-se manter a fonte de luz a uma disténcia em média de 45 cm do paciente,
pelo risco de lesdo ocular e perigo de hiperaguecimento. A figura 5 mostra a fototerapia
Convenciona Fluorescente diretamente em contato com a clpula superior da incubadora, tal
posicionamento aumenta o calor dentro da incubadora sendo extremamente perigoso ao RN.
O acrilico de protecdo do equipamento mais a cupula da incubadora também de acrilico
diminuem a irradiéncia que chega a0 RN, explicando em parte a baixa eficacia clinica

observada com o uso de aparelhos convencionais de fototerapia 4249,

Figura5: Utilizacdo da fototerapia Convencional Fluorescente com aincubadora.
Fonte: www.geociti es.com/bebesano/neoicte.html

As lampadas fluorescentes disponivels no mercado nacional emitem radiacdo na faixa
do azul, cerca de 25% menor do que similares produzidas fora do pais Figura 6). Sendo
assim, fototerapias convencionais equipadas com |ampadas fluorescentes tipo “luz do did’,
apresentam baixa irradiancia espectral (média de 3,5 pW/cnf/nm), e consequentemente baixa

eficacia clinica G649,

Figura 6: Visualizag8o da parte inferior do equipamento de fototerapia Convencional Fluorescente.
Fonte: www.mp.pl/artykuly/?aid=24978
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A irradiancia é diretamente relacionada a distancia entre a fonte de luz e o paciente. A
irradiancia em determinada banda de comprimento de onda € chamada irradiancia espectral e
é expressa em pW/cnf/nm. Os radidmetros ou dosimetros comercialmente disponiveis
medem a irradiédncia em uma banda predeterminada. Os radiémetros sdo Uteis com finalidade
de controle de qualidade, para medir os niveis de irradiancia de unidades de fototerapia e
compara-1os com os valores fornecidos pelos fabricantes®
Quanto mais préximo o paciente estiver da fonte emissora de luz maior a irradiancia sobre a
pele do RN. Nas condi¢bes da distancia entre o paciente e a fototerapia convencional,
utilizada na prética clinica, airradiancia variade 2,5 a 4,5 uW/cnf/nm. Estas irradiancias sio

inferiores as recomendadas na literatura para o tratamento de hiperbilirrubinemia neonatal 4%
49)

2.3.1.4 Fototerapia utilizando LEDs

O LED azul surgiu em meados dos anos 90, especificamente, em 1993. Estudos dos
LEDs como fototerapia para tratamento da hiperbilirrubinemia foram descritos em meados do
ano 2000; sendo necess&rios mais estudos sobre a acdo desta fonte de luz na degradacéo e
metabolismo das moléculas de bilirrubina, com vista a construir novos equipamentos de
fototerapia mais eficazes (192325:28.29.5051)

O desenvolvimento de novos protocolos e/ou equipamentos de fototerapia estéd na
dependéncia de estudos envolvendo a fototerapia empregada a hiperbilirrubinemia

experimental.

2.4 Hiperbilirrubinemia experimental com vista ao desenvolvimento de
novas modalidades de fototer apia

Existem diversas maneiras para inducdo de hiperbilirrubinemia, por injecdes de

drogas, por mudanca génica e por obstrucéo do ducto biliar >34

A Obstrucdo por Ligadura do Ducto Biliar Comum (LDBC) em ratos € um dos

modelos experimentais mais utilizados para 0 estudo das doencas colestéticas e

q (3452

hiperbilirrubinemi . A seqiéncia de adteracbes histopatoldgicas e bioquimicas

decorrentes da obstrucéo biliar no modelo de LDBC no animal adulto jafoi bem estabelecida,

(2,30-34,36,52-54)

podendo ser empregado para inducdo da hiperbilirrubinemia . A ictericia



obstrutiva € a consequiéncia mais visivel da obstrucéo por LDBC e se manifesta quando a
bilirrubinemia atinge os 3,5 mg/dL 339,
Os disturbios imunoldgicos provocados pela ictericia obstrutiva podem ser analisados
sob trés aspectos, muitas vezes interrelacionados: ¢
Auséncia de bile naluz intestinal;
Obstrucéo do fluxo hiliar;
Acumulo de substancias toxicas (bilirrubina indireta).

A obstrucéo biliar resulta no acimulo de substancias que sdo normalmente excretadas
pela via biliar. Assim, o comprometimento da excrecdo biliar leva a retengdo sistémica de
substancias toxicas com os consequientes efeitos del etérios.

Lee em 1972 (apud Biondo-Simdes, 1997) ® relata ter trabalhado com ratos, onde se
fez seccdo do ducto biliar comum entre ligaduras, tendo obtido obstrucdo permanente mm

ictericiade pele e colUria.



3MATERIAL E METODOS

3.1 Equipamentos emissores de luz para terapia em hiperbilirrubinémicos
3.1.1 Equipamento LED-terapia

Foi desenvolvido um sistema Optico usando como fonte luminosa uma matriz de LEDs
emitindo na faixa espectral do azul e adequado as normas internacionais |IEC 60601-2-50
(International  Electrotechnical Commission), que trazem prescricdes de seguranca e
desempenho para equipamentos de fototerapia destinados ao tratamento de
hiperbilirrubinemia neonatal 5 |

O sistema optico desenvolvido consiste em uma matriz de 88 lampadas LED
conectadas em paralelo (8x11) inserida em um colchdo de espuma anti- mofo, antialérgica e
biocompativel. O colcho foi construido em formato retangular (20x14cm) que corresponde
a0 tamanho médio de um RN, com a finaidade de distribuir a irradiancia num plano de
projecdo da luz em toda a superficie corporal exposta .

As caracteristicas do LED utilizado foram: modelo OSUB5131P (Optosupply, China),
com 5mm de didmetro, angulo de abertura de 30°, comprimento de emissdo com maximo em
472 nm e largura de linha de 50nm e intensidade luminosa média de 6250 mcd. A fonte de
alimentac&o do equipamento foi de 5V, sendo a corrente em cada LED de 0,22 A. Nas figuras

7A e 7B s3 mostradas fotografias do equipamento LED-terapia ©® .
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Figura 7: Equipamento LED-terapia. Vistalateral (A) e superior (B) do equipamento.

Para a caracterizacdo do equipamento foram considerados alguns pontos da Norma
|EC 60601-2-50, dentre os quais se destacam: a defini¢do de uma banda espectral efetiva para
0 tratamento, compreendida entre os comprimentos de onda de 400 a 550 nm; a defini¢éo de
um parametro de uniformidade para a distribuicdo da irradiancia sobre o leito do RN e o
estabelecimento de niveis maximos de irradiancia para o ultravioleta e infravermelho,
radiaces nocivas para 0 heonato e ndo eficazes no tratamento (51649

Os ensaios contemplaram 2 tipos de experimento: medicdo da distribuicdo espectral de
energia (luz) emitida pelo equipamento de fototerapia e a medicdo da distribuicdo da

irradiancia num plano de projecéo (15161920
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Para medicfes da irradidncia emitida foi utilizado um Espectroradidmetro USB 2000
da Ocean OpticsInc. (USA), pertencente ao INPE (Instituto Nacional de pesquisas Espaciais-
S80 José dos Campos), com sensibilidade entre 339 nm e 1019 nm. A distancia entre a fonte
luminosa (colchdo com a matriz de LEDSs) e o detector (posicionado no centro da regiéo
iluminada), como mostra a figura 8, foram espacadas de 10 em 10 centimetros de altura até 40
cm, por corresponder ao valor médio recomendado clinicamente aos equipamentos
convencionais de fototerapia.

Figura 8: Fotografia da fonte luminosa utilizada e o espectroradidmetro no centro da matriz.

Na figura 9, pode-se visudizar o posicionamento da régua para as medi¢gdes das
diferentes alturas.

Figura9: Fotografia do equipamento L ED-terapia, mostrando a régua usada paraa
medicéo das diferentes distancias.



Para a realizacdo do mapeamento da distribuicdo espacial da luz em diferentes planos
paralelos ao colchdo foram utilizados, um radiémetro adequado para o sistema de luz LED
construido no INPE e um multimetro Fluke 189 true RMS Multimeter. O sensor do
radiémetro é uma célula solar de silicio com resposta calibrada em 472 nm. Esta célula tem
uma resisténcia “shunt” que transforma o valor da corrente da célula solar em tensdo elétrica,
aqua é proporciona a intensidade luminosa. A figura 10 mostra o equipamento LED-terapia
com o radidmetro desenvolvido.

FiguralO: Fotografia do equipamento L ED-terapia e o radiémetro desenvolvido.

A éreailuminada vista pelo detector corresponde ao tamanho do orificio de entrada do
mesmo (2 cm de didmetro). As medidas também foram espacadas de 10 em 10 cm até a
disténcia méxima de 40 cm da fonte luminosa. A figura 11 mostra como foi realizado o

mapeamento da distribuicéo espacial daluz nos diferentes planos paralelos.

Figurall: Mapeamento da distribuic¢éo espacial daluz em diferentes planos paralelos



3.1.2 Equipamento Convencional Fluorescente

Foi utilizado para a comparacdo um equipamento de fototerapia Convencional
Fluorescente (Hospital Pré-Infanciaa S&o José dos Campos), com caracteristicas: Modelo
Convencional, fabricado pela FANEM, com 2 |ampadas Fluorescentes 20W na cor azul e 3
l&mpadas fluorescentes 20W “luz do dia’.

Para a comparacdo da fototerapia Convencional Fluorescente e LED-terapia, foram
feitas medicbes da irradiancia emitida utilizando o Espectroradiémetro USB 2000 da Ocean
Optics Inc. (USA), pertencente ao INPE, com sensibilidade entre 339 nm e 1019 nm. A
distancia entre as fontes luminosas (LEDs e lampadas fluorescentes) e o detector (posicionado
no centro das regides iluminadas), foi de 10 cm para o LED-terapia, e 45 cm para a

fototerapia Convenciona Fluorescente.

3.2 Animais

Para 0 desenvolvimento deste estudo foram empregados 30 ratos Wistar machos
(aproximadamente 500g), provenientes do biotério Anilab (Animais de Laboratério,
Campinas-SP), mantidos em ciclo claro-escuro de 12 horas e &gua e racdo ad libitum. Neste
estudo os animais foram tratados segundo o principio ético da experimentacdo animal de
acordo com o Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), com aprovacdo do
“Comité de ética em pesquisa animal” da UNIV AP, protocolo n°A054/CEP/2007.

3.3 Grupos experimentais

Foram usados 30 ratos, divididos aleatoriamente em trés grupos de 10 animais e
subdivididos em dois grupos, sendo n=>5.

Grupo A: controle, (negativo), sem cirurgia;

Grupo B: controle (positivo), com cirurgia de LDBC. Tanto o grupo A quanto o B
foram avaliados apés 7 dias;

Grupo C: LED, os animais foram expostos ao LED-terapia por um periodo de 8 horas;

Grupo D: LED, os animais foram expostos ao LED-terapia por um periodo de 24
horas,

Grupo E: Fluorescente (FLUO.), os animais foram expostos a fototerapia

Convenciona Fluorescentes por um periodo de 8 horas;



Grupo F: Fluorescente (FLUO.), os animais foram expostos a fototerapia
Convenciona Fluorescentes por um periodo de 24 horas.

Todas as terapias foram realizadas a partir do séimo dia da inducéo LDBC.

De acordo com dados acima prescritos, a tabela 3 indica a divisdo da experimentacéo

animal.

Tabela 3: Indicagdo dos grupos experimentais

GRUPO EXPERIMENTAL (n=30)
Grupo Controle Grupo LED Grupo FLUO.

(n=10) (n=10) (n=10)

Positivo (A) Negativo(B) LED8h(C) LED24h(D) FLUO.8h(E) FLUO.24h

(n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (F)
(n=5)

FLUO = Fototerapia Convencional Fluorescente

Positivo = Animais normais sem cirurgia

Negativo = Animais com Ligadura do Ducto Biliar Comum (LDBC) e avaliados apés sete dias
LED 8h = Animaiscom 7 dias de LDBC + 8 horas de tratamento com o LED-terapia e avaliados
LED 24h = Animais com 7 dias de LDBC + 24 horas de tratamento com LED -terapia e avaliados

FLUO. 8h = Animais com 7 dias de LDBC + 8 horas de tratamento com fototerapia Convencional Fluorescente
eavaliados

FLUO. 24h = Animais com 7 dias de LDBC + 24 horas de tratamento com fototerapia Convencional
Fluorescente e avaliados

3.3.1 Inducdo da Hiperbilirrubinemia: Procedimento Cirdrgico de

Obstrucéo do Ducto Biliar Comum

Para inducéo de hiperbilirrubinemia os animais receberam administragdo de 0,1 nL
para cada 100 g de peso corporeo de Cloridrato de cetamina 10% (Syntec) e Cloridrato de
xilazina 2% (Syntec), via intramuscular %3V, Apés assepsia com dcool iodado 2% na regido
daincisdo acirurgiafoi realizada por meio de laparotomia mediana (incisdo mediana=1,5cm).
Identificado o ducto biliar foi feita ligadura com fio de sutura inabsorvivel monofilamentar de
polipropileno 6-0. A parede abdominal foi fechada com sutura smples em dois planos,
utilizando-se fio de polipropileno 4-0. Este modelo experimental foi realizado de acordo com
Gibelli em 2003 42,



3.3.2 Intervencao terapéutica experimental

Para a realizacdo do procedimento terapéutico, 0s animais permaneceram em gaiolas e
0S equipamentos foram posicionados acima das mesmas, em diferentes distancias, LED-
terapia a 10 cm e fototerapia Convencional Fluorescente a 45 cm, por motivos da Norma
IEC ©9),

O tratamento nos grupos LED e FLUO tiveram inicio 7 dias apoés finalizacdo do
procedimento cirargico de LDBC (PO-P6s operacdo). Apds o tratamento foi instituido o
exame sanguineo de bilirrubina.

Nas figuras 12A, 12B e 12C sdo mostradas fotografias de exposi¢do dos animais com
0 LED-terapia.

Figura 12: Aplicacéo do LED-terapia nos animais com hiperbilirrubinemia. Vista do equipamento
frontal (A), lateral (B) e em detalhe (C).
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Seguindo a parte experimental, nas figuras 13A e 13B sdo mostradas fotografias da

exposicao dos animais a fototerapia Convencional Fluorescente.

A

Figural3: Aplicacéo dafototerapia Convencional Fluorescente nos animaiscom
hiperbilirrubinemia Vista superior (A) elateral (B) do equipamento.

3.3.3 Coleta e andlise da bilirrubina

Foi coletado 1 mL de sangue de cada animal por via cava inferior e centrifugada para a
separacao do soro sanguineo, em centrifuga Macro I11.

A hilirrubina foi dosada por diazotizacdo e formacdo de azobilirrubina vermelha com
absorcdo maxima em 525 nm. A bilirrubina direta foi dosada em meio aquoso, enquanto que a

total (direta e indireta) foi dosada por acdo de um solubilizador de acdo catalisadora. Para o



procedimento de preparo manual (reacdes quimicas), foram utilizados trés tubos de ensaio
grandes e um pequeno para 0 Diazo Reativo, procedendo a seguir:

Preparo do Diazo reativo (tubo de ensaio pequeno): € um processo quimico na qua se
mistura uma gota do reativo Nitrito de Sodio e 1,5 mL do reativo Acido Sulfanilico.

Preparo dos tubos de ensaio grandes: Os tubos séo chamados de B (branco), D (direta),
T (total). Para o tubo B, 2,5 nlL de agua deionizada, 0,2 mL do reativo Sulfanilico e 0,05 mL
de soro da amostra sanguinea. Para o tubo D, 2,5 mL de dgua deionizada, 0,2 mL do Diazo
reativo e 0,05 mL de soro da amostra. Para o tubo T, 2,5 mL de revelador, 0,2 mL de Diazo
reativo e 0,05 mL de soro da amostra.

ApG6s 5 minutos as reagfes foram analisadas por um Espectrofotémetro (Intertek, Stat

Fax 3300) a’530nm, como é mostrado na figura 14 9.
|

Figura 14: Espectrofotdmetro I ntertek

Os valores foram lidos separadamente e somente a bilirrubina direta e a total foram
identificadas. A bilirrubina indireta (BI) foi obtida pela diferenca das bilirrubinas total (BT) e
direta (BD), BI=BT-BD 9,



3.4 Andlise estatistica

Os resultados foram armazenados e processados com o programa Microsoft Office
(Excel como forma de calculo). Os walores dos dados obtidos foram expressos em média +
erro da média. Os célculos estatisticos foram feitos com o programa GraphPad Instat Versdo
3.0. Foi utilizado o teste tStudent paramétrico e as diferencas estatisticas consideradas

significativas quando p< 0,05.

3.5 Eutanasia dos animais

Apbs o tempo determinado de cada protocolo, os animais foram sacrificados. Feita
anestesia, de acordo com o item 3.3.1, foi retirado o sangue pela veia cava inferior para a
realizagdo de exames, e posteriormente 0s animais receberam overdose de cloreto de potassio

19,1% (Equiplex), via intracardiaca.



4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacdo do equipamento LED-terapia e a comparacdo com a

fototerapia Convencional Fluorescente

Existem diversos tipos de luz para fototerapia a serem utilizados, porém com seus pros
e contras. As lampadas fluorescentes, por exemplo, iluminam grande superficie corporal do
RN, mas contém baixa irradiancia, média de 3,5 pW/cnf/nm, tendo que ser mantida a uma
disténcia na média de 45cm por causa da alta temperatura. As lampada hal égenas possuem
uma 6tima irradiancia, 25,0 pW/cnf/nm, porém sdo muito utilizadas em RN pequenos, pois
fornecem somente no centro um halo luminoso de 20cm de diametro com alta irradiancia .

O equipamento LED-terapia possui de acordo com a figura 15, a 10cm de altura, um
resultado de 77,0 pW/cnf/nm, e a 40cm um méaximo de 23,4 pW/cnf/nm, obtendo-se uma

reducédo de 70% de uma distancia para outra.

200 T T T T T T T T ¥ T L
—LED 10 cm, max=77,0
e LED 20 cm, max=56,5
-------- LED 30 cm, max=36,3
150 = 4T W W 0 e LED 40 cm, max=23,4 |
| Padréo SOLAR
100 |- .

Irradiancia Solar (W\/cm?nm)

1 L 1 L 1 L 1 =

600 700 800 900 1000
Comprimento de onda (hm)

Figura 15: Distribuicéo espectral dairradiancia emitida pelafonte luminosa para diferentes distancias do
equipamento LED -terapia.
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A figura 16 mostra a irradiancia espectral da radiacéo emitida pelos equipamentos
LED-terapia e Convencional Fluorescente, em funcdo do comprimento de onda a uma
distancia de 45 cm para ambos. A emissdo do LED-terapia apresenta um maximo estreito,
com uma largura de 50 nm, entanto que para o Convencional Fluorescente o espectro € largo
cobrindo a faixa espectral de 350 a 700 nm. Na figura pode-se observar que 0 maximo de

irradiéncia para o LED-terapia € 3 vezes maior que para o Convencional Fluorescente.

100 T T T T T T T T T T T T T
Fluorescente 45 cm, max=5,7
? ——LED 45 cm, max=17 1
&
™
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400 500 600 700 800 800 1000
Comprimento de onda (nm)

Figural6: Irradiancia espectral dos equipamentos de L ED-terapia e fototerapia Convencional
Fluorescente, em func&o do comprimento de onda, ambos na disténciade 45 cm.

A distribuic&o espacia da radiagéo do sistema optico, a 10 cm de altura, € mostrada na
figura 17. Observa-se que a irradiancia € maxima no centro do equipamento, com um valor de
1260 pW/ent e, diminui & medida que se afasta do centro. A regido pontilhada na figura
corresponde a area do cobertor de LEDs. Nesta érea temos uma poténcia de iluminacdo de
790+470 pWi/cnt, que corresponde a uma uniformidade de 59%. Na borda do cobertor a
irradiancia cai para aproximadamente 550 uW/cnt , que corresponde a 45% do valor
maximo. Este valor da irradiancia € ainda muito alto em relacdo aos fornecidos pelos

convencionais.
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Figural?: Distribuicéo espacial daradiacdo aumadistanciade 10 cm

Na figura 18 é mostrada a distribuicdo espacial da radiacdo emitida pela fonte de
LEDs a uma disténcia de 30 cm de atura. A irradidncia ainda € maxima no centro de
equipamento 815,0 pW/cnt , valor este mais baixo que para uma distancia de 10 cm.. Nas
bordas da area pontilhada (entre 2 e 21 cm na largura e de 6 a 26 cm no comprimento) a
irradiancia é reduzida para 356,6 pW/cnt , uma reducdo a 44% do méaximo. Nesta area temos
uma poténcia de iluminacgo de 585+230 pW/cnt, que corresponde a uma uniformidade de
39%. Uma irradiancia de 356,6 pW/cn? continua sendo ainda muito mais alta que a emitida

pel os equi pamentos convencionais fluorescentes.
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Figural8: Distribuic&o espacial daradiacio aumadistanciade 30 cm.



4.2 Hiperbilirrubinemia Induzida

Osvaores de bilirrubinatotal, direta e indireta estdo resumidos na tabela 4.

Tabela 4: Analise dos dados de bilirrubinatotal, direta e indireta apds L ED -terapia e fototerapia Convencional Fluorescente. O nivel de significancia estatisticafoi
estabel ecido pela comparacdo entre o grupo L ED-terapia e fototerapia Convencional Fluorescente. Os dados estdo expressos em média + erro padréo da média.

Bilirrubina Controle LDBC LED Fluor escente LED Fluor escente
7 dias PO 8hPT 24h PT
Total 072+0,14  1318+103* 992+1,13° 12,04 + 0,95 1,36 + 0,29%9" 9,2+1,38°
Direta 0,48 + 0,08 6,12 + 1,072 8,32+ 0,94 7,58+ 0,78 0,80 + 0,16%9" 7.48+1,32
Indireta 0,24 + 0,09 706+057% 1,60+ 0,37 4,46+ 0,37° 0,56 + 0,19%M9 1,72 + 0,29°%

LDBC — Ligadura do ducto biliar comum, PO — Pés-operatério, PT — Pés-terapia &' p <0,05 (Intergrupos - a: Controle vs LDBC; b: LDBC vs LED 8 h PT; c: LDBC vs
Fluorescente 8 h PT; d: LDBC vs LED 24 h PT; e: LDBC vs Fluorescente 24 h PT; f: LED 8 h PT vs Fluorescente 8 h PT, g: LED 24 h PT vs Fluorescente 24 hPT,
Intragrupos—h: LED 8 h PT vs LED 24 h PT; i: Fluorescente 8 h PT vs Fluorescente 24 h PT).



A figura 19 mostra a diferenca dos animais apés feita cirurgia de LDBC. A partir das

primeiras 24 h de LDBC pode-se observar uma coloragdo corpOrea amarelada.

Figural9: A) animal ictérico, B) animal normal.

De acordo com os resultados mostrados na figura 20, observa-se que a cirurgia de
LDBC foi extremamente eficiente nos animais normais (p<0,001), tendo um significativo
aumento da bilirrubina total, atingindo uma média de 13,18 mg/dL.

Observa-se que o grupo de animais com LDBC, tratados 8 horas com a fototerapia
Convencional Fluorescente ndo foi significante relacionando-se com o grupo LDBC sem o
tratamento, sendo assim descartada a possibilidade de utilizacdo do equipamento fototerapico

Convencional Fluorescente por ser ineficaz para tratamentos de curta duragéo.
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Legenda

a (Controle vs LDBC)= p<0,001, extremamente significante

b (LDBC vs LED 8h PT)= p<0,05, significante

d (LDBC vs LED 24h PT)= p<0,001, extremamente significante

e (LDBC vs Fluo. 24h PT)= p<0,05, significante

g (LED 24h PT vs Fluo. 24h PT)= p<0,001, extremamente significante
h (LED 8h PT vs LED 24h PT)= p<0,001, extremamente significante

Figura20: Concentracdo de bilirrubinatotal nos diferentes grupos experimentais.

A figura 21 apresenta a concentragao de bilirrubina direta nos grupos experimentais. A
bilirrubina direta nos animais com poucas horas de tratamento fototerapico (LED 8h e Fluo.
8h) e fototerapia Convencional Fluorescente com 24 horas de tratamento, ndo foram
significantes relacionando-se com o grupo de LDBC sem o tratamento. Porém o grupo tratado
com 24 horas de LED-terapia foi muito significativo (p<0,01) quando comparado com todos
0S outros grupos.

A bilirrubina direta do grupo tratado com 24 horas reduziu significativamente
(p<0,001) apo6s LED-terapia. O vaor da hilirrubina direta do grupo LED-terapia foi 89,4%
menor que o valor obtido apds a fototerapia Convencional Fluorescente (grupo tratado com
24 horas).
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Bilirrubina Direta
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Legenda:

a (Controle vs LDBC)= p<0,001, extremamente significante

d (LDBC vs LED 24h PT)= p<0,01, muito significante

g (LED 24h X Fluo. 24h)= p<0,01, muito significante

h (LED 8h PT vs LED 24h PT)= p<0,001, extremamente significante

Figura2l: Concentragdo de bilirrubinadireta nos diferentes grupos experimentais.

Na figura 22 esta expressa a bilirrubina indireta, mostrando a extrema significancia
(p<0,001) nos grupos Controle e LDBC em 95,6%. Apdés tratamento fototerdpico, tanto com o
LED-terapia como a fototerapia Convencional Fluorescente, a bilirrubina indireta teve uma
gueda extremamente significativa (p<0,001), relacionando-se ao grupo com LDBC.

Comparando o LED-terapia e a Convencional Fluorescente, em 8 horas de tratamento
pode-se observar aextrema significancia (p<0,001) em 64,2% de eficacia do LED-terapia
para a quebra da molécula de bilirrubina indireta. Em 24 horas de tratamento temos uma
reducdo em 67,5% (p<0,05).

O grupo tratado 8 horas com LED-terapia foi extremamente significante (p<0,001),
com 77,8% de reducdo nos valores de bilirrubina, sendo que com o grupo tratado 8 horas com
a fototerapia Convencional Fluorescente foi somente 38% efetivo na reducdo dos valores de

bilirrubinaindireta, em relagdo aos animais do grupo LDBC.



O grupo tratado 24 horas com LED-terapia foi extremamente significante (p<0,001),
com 92,2%, sendo que com o grupo tratado 24 horas com a fototerapia Convencional

Fluorescente foi 76,1% efetivo, em relacdo aos animais do grupo LDBC.

Bilirrubina Indireta
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Legenda:

a (Controle vs LDBC)= p<0,001, extremamente significante

b (LDBC vs LED 8h PT)= p<0,001, extremamente significante

¢ (LDBC vs Fuo. 8h PT)=p<0,001, extremamente significante

d (LDBC vs LED 24h PT)= p<0,001, extremamente significante

e (LDBC vs Fluo. 24h PT)= p<0,001, extremamente significante

f (LED 8h PT vs LED 24h PT)= p<0,05, significante

g (Fluo. 8h PT vs Fluo. 24h PT)= p<0,001, extremamente significante
h ( LED 8h PT vs Fluo. 8h PT)= p<0,001, extremamente significante

i (LED 24h PT vs Fluo. 24h PT)=p<0,05, significante

Figura 22: Concentracdo de bilirrubinaindireta nos diferentes grupos experimentais.
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5DISCUSSAO

A eficacia dos aparelhos de fototerapia depende da concentracdo sérica inicia da
bilirrubina antes do tratamento, superficie corporal exposta a luz, distarcia entre a fonte
luminosa e o paciente, dose e irradiancia emitidas e tipo de luz utilizada®*®1519 Assim, a
presente pesquisa propde o estudo da eficacia do LED-terapia ®® para o tratamento de
hiperbilirrubinemia apos LDBC em ratos Wistar. Com objetivos especificos de caracterizacao
do sistema LED-terapia, comparacéo de caracteristicas do LED-terapia com a fototerapia
Convencional Fluorescente, e aandlise da bilirrubinatotal, direta e indireta.

De acordo com Silva em 2002 “9 aguns pardmetros de andlise s de suma
importancia para a validacéo de equipamentos de fototerapia. Os ensaios no atua estudo
foram contemplados com 2 tipos de experimentos. medicéo da distribuicdo espectral de
energia (luz) emitida pelos equipamentos, LED-terapia e fototerapia Convencional
Fluorescente e medicdo da distribuicdo da irradiancia num plano de projecdo, para o
equipamento LED-terapia (15161920

Existem diversos tipos de fototerapia sendo utilizadas, porém com muitos paréametros
a serem definidos. A lampada fluorescente, do aparelho convencional, ilumina grande
superficie corporal do RN, mas com baixa intensidade de irradiagdo (3,0-4,0 pW/cnf/nm),
com um espectro de emissdo amplo (380nm-770nm) devendo ser mantida a uma distancia
média de 45 cm do paciente, sob o risco de causar hiperaquecimento. Existem estudos
evidenciando a possibilidade de aumento da irradiancia de 4 uW/cnt/nm para 12puW/cnf/nm
guando a lampada fluorescente é posicionada de 50 cm para 10 cm do RN, contudo o risco de

hiperaquecimento do RN é eminente (74244

. Os pardmetros empregados em terapias
convencionais promovem a reducdo da hiperbilirrubinemia, contudo sdo relativamente longos
(com duragdo de dias no “banho de luz’) e pode causar danos a0 RN. Existe ainda a
necessidade de emprego de vendas oculares no individuo tratado.

No presente estudo o equipamento de LED-terapia a 40 cm gerou uma irradiancia de
23,40 uW/cnf/nm, contudo ao reduzir-se esta distncia a 10 cm obteve-se uma irradiancia de
77,0 pW/cnt/nm, ou sdja, 70% de ganho de uma distancia para outra. O equipamento de
LED-terapia apresenta 67% mais irradiancia que o Convencional Fluorescente, a uma
distancia de 45 cm entre equipamento e medidor de poténcia. Considerando-se que a luz LED
nao gera aumento de temperatura a esta irradiancia, optouse pela distancia de 10 cm para o
tratamento dos ratos ictéricos, buscando otimizar o tempo de tratamento em relacdo ao

tratamento convencional. O equipamento de LED-terapia atende as dificuldades atual mente



descritas por diferentes autores ®7%%4) no que se refere a possibilidade de iluminar amplas
superficies, além de possibilitar diferentes formas de apresentacdo (colchdes, amofada e
jaqueta).

Os LEDs na regido espectral do azul, empregados no tratamento de
hiperbilirrubinemia, ndo emitem radiacdo eletromagnética na regido do infravermelho ou
ultravioleta como ocorre com equipamento Convencional Fluorescente, evitando risco de
danos a0 DNA ou perda de fluidos nos RN . De acordo com Chang et al. em 2005 %), aém
das caracteristicas mencionadas, os LEDs apresentam inimeras vantagens ndo encontradas
em aparelhos convencionais como peso leve, tamanho compacto, alta eficacia energética, uso
de baterias de baixa voltagem e vida extremamente longa. Estas caracteristicas fazem dos
aparelhos de LED fonte de luz ideal para tratamento de fototerapia durante o transporte ou em
casa.

Para a validagdo e comparacdo do sistema LED-terapia, foi readlizada a inducéo da
hiperbilirrubinemia por procedimento cirdrgico de obstrucdo do ducto biliar comum em ratos
Wistar. A obstrucdo do ducto biliar comum resulta em um acimulo de substancias que
normalmente sdo excretadas pela via biliar. Um dos distirbios provocados pela ictericia
obstrutiva é o acimulo de substancias toxicas (bilirrubinaindireta), justamente por aumentar a
circulagdo éntero-hepatica com a grande atividade da enzima betaglicuronidase que leva a
hidrdlise da bilirrubina conjugada, de modo que o pigmento de reagdo indireta novamente se
forme, sendo reabsorvido na mucosa intestinal, retornando a circulagdo sistémica, obtendo-se
0 acimulo dabilirrubinatotal 356141520)

De acordo com alguns autores 239 foi observado que a partir da LDBC a bilirrubina
total aumenta de forma significativa a cada hora. Com base nestes estudos foi escolhido o
sétimo dia para realizacdo do tratamento fototergpico. Os resultados obtidos nesta pesquisa
sd0 semelhantes com os obtidos por Maia et d em 2003 ©? e Gibeli em 2003 @9,
comprovando a hiperbilirrubinemia no sétimo dia. No grupo controle positivo a bilirrubina
total (direta e indireta) teve um aumento de 94,5 % com relagdo ao grupo controle negativo.

No atual estudo foi possivel observar que a bilirrubina direta nos animais, com poucas
horas de tratamento fototergpico (LED 8h e Fluo. 8h) e fototerapia Convencional
Fluorescente com 24 horas de tratamento, ndo foram significantes relacionando-se com o
grupo de LDBC sem o tratamento. Talvez por motivos da realizacdo de uma obstrucéo
ductolar e ndo uma ruptura das hemacias. Porém observou-se que o grupo tratado com 24

horas de LED-terapia foi muito significativo relacionando-se a todos os outros grupos, sendo
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assm o LED-terapia uma possibilidade de cura para outras patol ogias associadas a bilirrubina
direta

Como relatado na literatura, a ictericia neonatal € o aumento da bilirrubina indireta,
por este motivo, foram enfatizados resultados da bilirrubina indireta para validagdo do
equipamento L ED-terapia.

Os resultados evidenciaram que a metodologia aplicada para a inducdo da
hiperbilirrubinemia foi eficaz, uma vez que o aumento da bilirrubina total (direta e indireta)
apés a LDBC foi de 94,5%. A técnica de LDBC empregada ¥ promoveu elevacdo da
bilirrubina total aproximadamente 50% maior que a obtida por Maia et al. em 2003 ®¥| porém
ndo podemos evidenciar o porqué do aumento, pois 0 artigo de Maia ndo especificava
técnicas de obtencdo da bilirrubina.

Para a realizacdo do tratamento fototerapico nos animais ictéricos o equipamento de
fototerapia Convencional Fluorescente foi disposto a distarcia de 45 cm por exigéncias da
norma particular internacional para equipamentos de fototerapia, |IEC 60601-2-50 ©?. J4 o
equipamento de LED-terapia foi utilizado a uma distancia de 10 cm por gerar ata irradiancia
sem causar aumento de temperatura.

Segundo Colvero et a. em 2005 () e Mello em 2006 © quanto maior: a &rea exposta, a
proximidade (menor distancia) e a intensidade luminosa, mais eficaz sera o tratamento de
fototerapia. Os resultados obtidos no presente estudo (redugdo da bilirrubina indireta nos
grupos tratados durante 8 e 24 horas com LED) atestam propriedade no dado citado.

Segundo Chang et a. em 2005 ® equipamentos de fototerapia utilizando LEDs
causam quebra da molécula de bilirrubina mais rgpido que o equipamento Convenciona
Fluorescente, corroborando os resultados obtidos no presente estudo.

De acordo com resultados, podemos obter vantagens clinicas do uso do LED-terapia
como do tempo de tratamento e melhoraria no prognéstico da hiperbilirrubinemia neonatal,
reduzindo a necessidade de transfusdes sanguineas, minimizando o risco de hilirrubinas
téxicas no sistema neurol gico e efeitos colaterais atestados por Chang et al. em 2005 %9,

Equipamentos com LEDs podem fornecer irradiagdes muito mais atas, assm como
uma maior eficacia, podendo ser considerados fontes ideais de luz para fototerapia para

tratamentos em RN ictéricos 3422,
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Observando-se todos os resultados, as vantagens e beneficios na utilizacdo do LED-
terapia sdo:

Os RNs poderdo receber o tratamento em suas préprias casas, como também em
bercérios nos hospitais;

N&o existirA necessidade de interromper o tratamento fototerapico durante a
amamentacao;

E um equipamento totalmente flexivel, podendo ser acondicioredo em incubadoras,
bercos, etc;

Seu custo sera 50% abaixo do equipamento Convencional Fluorescente;

Maior vida util do equipamento;

Circuito simples de f&cil e rgpida manutencéo;

Auséncia de elevacao na temperatura corpérea por irradiacéo direta.



6 TRABALHOS FUTUROS

Sugerem se 0s seguintes trabalhos futuros:

Comparacdo do equipamento LED-terapia com outros tipos de fonte luminosa (lampadas
hal 6genas, fibras Opticas);

RealizacOes de tratamentos entre 8 e 24 horas, com induc&o de hiperbilirrubinemia em
guantidades maiores de animais e com pesos de aproximadamente 250 gramas (ratos
jovens);

Andlise da temperatura do equipamento LED-terapia comparado com outros

eguipamentos.



7 CONCLUSAO

Na avaliagdo dos resultados obtidos pode-se concluir que o equipamento LED-terapia
apresentou maior eficdcia, em modelo animal, na fotodegradacdo das moléculas de

bilirrubina, comparada a fototerapia Convencional Fluorescente, usada comercial mente.
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APENDICE A

O LED esuaslimitacbes
Descricéo do LED

O LED (Light Emitting Diode ou diodo emissor de luz), como o proprio nomejadiz, &
um diodo (jungdo P-N) que quando energizado emite radiacéo luminosa (infravermelha ou
visivel). A luz é monocromética e é produzida pelas interacdes energéticas do elétron (329, 0
processo de emissdo de luz pela aplicagdo de uma fonte elétrica de energia € chamado

"eletroluminescéncia’ %9,

Inside a
Light Emitting
Diode

Tramspareni
Plaslie Cida

Figura 23: Configuracdo de um LED.
Fonte: dansdata.com/caselight.htm
O material dopante de uma area do semicondutor contém &omos com um elétron a
menos na banda de valéncia em relagdo ao material semicondutor. Na ligacéo, os ions desse
material dopante (ions "aceitadores') removem elétrons de valéncia do semicondutor,
deixando "lacunas', portanto, 0 semicondutor torna-se do tipo P. Na outra area do
semicondutor, o material dopante contém &omos com um elétron a mais do que o
semicondutor puro em sua faixa de vaéncia. Portanto, na ligagdo esse elétron fica disponivel
sob a forma de elétron livre, formando o semicondutor do tipo N (359
Na regido de contato das duas éreas, €l étrons e lacunas se recombinam, criando uma
fina camada isenta de portadores de carga, a chamada barreira de potencial, onde temos
apenas os ions "doadores' da regido N e os ions "aceitadores' da regido P, que por ndo
apresentarem portadores de carga "isolam" as demais lacunas do material P dos outros
elétrons livres do material N (%0,
Um elétron livre ou uma lacuna so pode atravessar a barreira de potencial mediante

a aplicacdo de energia externa (polarizagdo direta dajungdo). Aqui é preciso ressaltar um fato
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fisico do semicondutor: nesses materiais, os € étrons s podem assumir determinados niveis
de energia (niveis quanticos), sendo as bandas de valéncia e de conducdo as de maiores niveis
energéticos para os el étrons ocuparem (23°9),

A regido compreendida entre o topo da de valéncia e a parte inferior da conducéo € a
chamada "banda proibida’. Se o material semicondutor for puro, nédo tera elétrons nessa banda
(dai ser chamada "proibida'). A recombinacdo entre elétrons e lacunas, que ocorre depois de
vencida a barreira de potencial, pode acontecer na banda de valéncia ou na proibida. A
possibilidade de essa recombinacdo ocorrer na banda proibida se deve a criagdo de estados
eletrdnicos de energia nessa &rea pela introducdo de outras impurezas no material®>?,

Como a recombinacdo ocorre mais facilmente no nivel de energia mais proximo da
banda de conducdo, pode-se escolher adequadamente as impurezas para a confecgdo dos
LEDs, de modo a exibirem bandas adequadas para a emissdo da cor de luz desgada
(comprimento de onda especifico) 50

A luz emitida € monocromética (largura de linha estreita, tipicamente na faixa dos
50nm), sendo o comprimento de onda da radiagdo emitida dependente da composicdo do
cristal e daimpureza usada para dopar o componente fabricado. O LED que utiliza 0 arsenieto
de gdlio emite radiagcdo infravermelha; entanto que dopando-se com fésforo, a emissdo pode
ser vermelha ou amarela, de acordo com a concentracdo. Utilizando-se fosfeto de galio com

dopagem de nitrogénio, a luz emitida pode ser verde ou amarela, etc @39,

As limitagcOes de um LED

Como o diodo, o LED né&o pode receber tenséo diretamente entre seus terminais, uma
vez que a corrente deve ser limitada para que a juncdo ndo seja danificada. Assim, 0 uso de
um resistor limitador em série com o LED é comum nos circuitos que o utilizam 359,

Tipicamente, os LEDs grandes (de aproximadamente 5 mm de diametro, quando
redondos) trabalham com correntes da ordem de 12 a 20 mA e 0s pequenos (com
aproximadamente 3 mm de diametro) operam com a metade desse valor (de 6 a 10 mA) @359

Os LEDs ndo suportam tensdo reversa (Vr) de valor significativo, podendo danificar-
se com apenas 5V de tensdo nesse sentido. Por isso, quando aimentado por tensdo
C.A.(corrente alternada), o LED costuma ser acompanhado de um diodo retificador em anti-
paraelo, com a finalidade de conduzir os semi-ciclos nos quais o LED fica no corte,
limitando essa tensdo reversa em torno de 0,7V (tensdo direta maxima do diodo), ou sga, em

um valor suficientemente baixo para que sua juncéo no se danifique 3%,
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ANEXO A
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