P@Clinica University 0

S — -c .
B8 Aauco Salud of Windsor

UNIVERSIDAD DE CHILE INIDAD DE BIOCIRUGIA MATERIALS AND SURFACE UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE CIENCIAS (Ondas de Choque / ESWT) SCIENCE GROUP FACULTAD DE MEDICINA
GRUPO DE ESPECTROSCOPIA DEPARTMENT OF CHEMISTRY & GRUPO DE FISIOLOGIA
VIBRACIONAL BIOCHEMISTRY Y BIO-FISICA

ESPECTROSCOPIA RAMAN AMPLIFICADO POR
SUPERFICIE: ESTUDIO DE TEJIDOS
DEL MANGO ROTADOR DEL HOMBRO TRATADO
CON ONDAS DE CHOQUE

J. J. Carcamo, E. Clavijo, M. Brafies!, H. Contreras?,
R. Aroca’ and M.M. Campos Vallette.

Universidad de Chile, Facultad de Ciencias POBox 653 Santiago 21. Chile
! Unidad de Biocirugia, Clinica Arauco Salud, Avda. Presidente Kennedy 5413-B, Las Condes. Chile.
2 Universidad de Chile, Inst. Ciencias Biomédicas, Facultad de Medicina,
Avda. Independencia 1027, Santiago, Chile
*University of Windsor, Materials & Surface Science Group, N9B3P4 Ontario, Canada.


http://www.clinicaarauco.cl/main.php
http://www.uwindsor.ca/

cOndas de Choque, Medicina, Tendinosis
y ahora Quimica?

Biopsias humanas del mango rotador del hombro



Trabajo dirigido a hacer una contribucion Médica/Clinica consistente
en la aplicacion de Ondas de Choque sobre tendinopatias cronicas, no
consolidacion de fracturas y otras efermedades relacionadas.

Se ha observado que la exposicion al tratamiento de Ondas de Choque
produce una induccion biologica que trae como consecuencia neo-
angiogenesis e hipervascularicacion en los pacientes tratados.

El objetivo de este trabajo esta dirigido a dar una explicacion a estos
bioprocesos.



Muestras en estudio

Cortes histologicos de 2 um de

espesor del mango rotador del
hombro.

Los cortes son:

Patologicos tratados y no tratados
con Ondas de Choque.



Muestras de tejidos humano

LLas biopsias son tratadas bajo las tecnicas habituales de
histologia para tejidos, esto es: Elaboracion de tacos en
parafina solida, corte en microtomo, Tincion con H-E,
Tricromo de Masson y Azul de Toluidina

Tissues Composition
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Composicion Quimica de la Matriz Extracelular

Componentes Fibrosos: Las proteinas fibrosas son los elementos basicos
estructurales de los tejidos conjuntivos. Los mas importantes son: colageno,
elastina, fibronectina, laminina.

Componentes fluidos: glicosaminoglicanos y proteoglicanos.
Los glicosaminoglicanos son polisacaridos complejos. Los mas importantes son:

- Acido hialurénico (es el de mayor tamafo y no se encuentra sulfatado),
* condroitin sulfato,

* dermatan sulfato,

* heparan sulfato y

* queratan sulfato.

Estos, al combinarse con proteinas, pasan a llamarse proteoglicanos. También
reciben en general la denominacién de "mucopolisacaridos".

Los glicosaminoglicanos son moléculas muy &cidas, con numerosas cargas
negativas que atraen grandes cantidades de iones sodio y, por lo tanto, de
agua.

Componentes enzimatico: Constituido principalmente por metaloproteinas,
las que son las responsables del equilibrio homeostatico en la remodelacién
de los tejidos



Collagen proteins
25 to 33 % of the total proteins in humans equivalent to 6 % of the weight

Contains:
33% gly, 21% proline and its hydroxil derivatives in position 3 and 4, and 11 %

alanine.
Collagen contains hydroxiproline and 5-hydroxilisine.

Fibers interact each other through glucosamineglicans
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Aminoacids (collagen constituents)

H— C—NH,
CH,

Hidroxiprolina Alanina

Prolina

5-Hidroxilisina. Glicina




Estudios de tejidos
patologicos !!!

{Hay informacion de estructura
molecular de estos sistemas?



Informacidén obtenida por
tincion y microscopia

* Clasificacion Riley

- disminuciéon focos angiogénesis
- apoptosis progresiva
- pérdida estructura matriz

- metaplasia focos angiogénesis
- mayor alteracion matriz

- vasodilatacion
- neoangiogénesis inicial
- aumento n? fibroblastos / otras - metaplasia condral

- aumento cel’s. endoteliales - microcalcificacion / calcificacion
- expresion céls. mesenquimales - microrupturas
- alteracion relacion col | : 1l



Informacion obtenida por
ensayos Inmunohistoquimicos

Tendinosis Coll - OCh

Retinaculo carpo cd34+

Vesicula biliar control




¢Que hay en espectroscopia?

BIOPOLYMERS VOL. 14, 379-391 (1975)

Raman Secattering of Collagen, Gelatin, and Elastin

BRUCE G. FRUSHOUR and JACK L. KOENIG, Department of
Macromolecular Science, Case Western Reserve Universily,
Cleveland, Ohio 44106

TABLE 10
Summary of conformationally sensitive protein Raman lines

Amide I Amide 111 Skeletal mode

Alpha helix 1655-1659 cm™1 (s) 1250-1280 cm~1 (w)  900-960 cm—! (s
Antiparallel beta sheet ~ 1667-1672 cm™1 (s) 1229-1240 cm™1 (s) 900-960 cm~! (w
Random coil (disordered) 1665-1675 cm™1 (s) 1243-1265 cm™! (m)  900-960 cm—! (w




Classification of the degenerative grade of lesions of supraspinatus
rotator cuff tendons by FI-Raman spectroscopy

Bianca Palma Fogazza®, Carolina da Silva Carvalho', Sergio Godoy Penteado’, Claudio S. Meneses’,
Airton Abrahdo Martin®, 'Herculano da Silva Martinho’
“Instituto de Pesquisa & Desenvolvimento, Universidade do Vale do Paraiba, Av. Shishima Hifumi,
2911. 12244-000, Sdo Jose dos Campos, Sdo Paulo, Brazil;
"CIPAX — Medicina Diagndstica, Av. Nove de Julho, 507, 12243-000, Sdo José dos Campos, Sdo
Paulo. Brazil




Relacion de Colagenos | y Il

Disciplina que estudia la componente estructural: Raman y SERS



ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL

ESPECTROSCOPIA RAMAN
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ESPECTROSCOPIA RAMAN
AMPLIFICADA POR SUPERFICIE

*Raman permite el estudio de materiales biologicos en
condiciones fisiologicas.

*Alta intensidad puede ser alcanzada por SERS, donde el
analito es puesto sobre Ila superficie de una
nanoparticula metalica, amplificando las senales en 10° -
102 y en algunos casos a 1075,



ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL
AMPLIFICADA POR SUPERFICIE

= |0X1 0¢

Caracteristicas del efecto:

* Alta sensibilidad: aumento de la seccion eficaz Raman.
* Atenuacion de la fluorescencia.

* Mayor efecto cerca de la superficie.



Ventajas de SERS:

Minima preparacion de muestra
Alta resolucion espacial en el caso de microscopia Raman

Deteccion de una molecula (ppm-ppb, atomomol), bajas
concentraciones en solucion acuosa

Bajo poder de laser (100 ot W y 10 mW), capacidad no
invasiva sobre la muestras

Alta sensibilidad, sencibilidad a pequenos cambios
estructurales

Rapida capacidad de deteccion

Espectro tnico para un analito en matrices complejas



EQUIPO RAMAN LABORATORIO DE ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL

Espectrometro Micro-Raman Renishaw laser 514 nmy 633 nm.
Detector CCD.



ESTUDIOS SOBRE MATERIAL
BIOLOGICO EN EL
LABORATORIO
DE ESPECTROSCOPIA
VIBRACIONAL



Espectros SERS del aminoacido lisina sobre
coloide de Ag medido en distintos tiempos
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SERS proteinas azules de cobre
concholepas concholepas y megathura
crenulata
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Difrenciacion de las sub-unidades A and B fueron tambien
identificadas, comcluyendo que la sub-unidad A es responsable de la
actividad inmunogenica
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Bacterias genéticamente modificadas para los procesos de
lixiviacion de metales. Los espectros de las membranas
muestran diferencias segun el medio en que se desarrollan

SERS spectra of Bacteria 14401270 1025 cm!

Acidithiobacillus ferroxidans phesphal
1649 1002 614 cm' ' Fhe

772 cm'! polysac.

Tiosulfato
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ESPECTROSPIA RAMAN AMPLIFICADA POR
SUPERFICIE

TEJIDOS HUMANOS

ONDAS DE CHOQUE

Nosotros proponemos en términos de hipotesis, que estos procesos
estarian relacionados a aspectos estructurales resultado de cambios
biomecanicos, originados por las Ondas de Choque.

Las herramientas utilizadas para este estudios son: Espectroscopia
Raman y Raman amplificados por superficie metalica (SERS)



PROPOSICION

Sobre la base de los conceptos anteriores, nos proponemos
a través de la espectroscopia vibracional, dar algunas
luces acerca de los sistemas biologicos y los mecanismos
que participan en los procesos bioquimicos, como
resultado del tratamiento de ondas de choque en Medicina



RESULTADOS

Es fundamental para identificar los espectros de cada
producto quimico, especies que coexisten en la muestra
biologica

Una base de datos con las especies mas comunes debe ser
construido



Estudio Raman Y SERS de
Componentes aislados

= Colageno

" Aminoacidos: Prolina, Hidroxiprolina,
Glicina, Hidroxiglicina, Alanina.

¢Por qué Raman y SERS?

Yy bases de datos para las frecuencias de vibraciones Raman pero
uy poco para SERS



Primeras Imagenes de tejidos

a = Coloide de Plata preparado con borohidruro b = Coloide de Oro preparado con citrato

c = Coloide de Plata preparado con citrato k = Muestra sin coloide




Muestra 46463, biopsia de manguito rotador

a464631

FLUORESENCIA 464631

c464631
k464631

Condiciones:

A 5

T =10s

L =25%Sb
Obj = 50x

LL =514 nm

k = Muestra sin coloide



Imagenes muestra 46463

a = Coloide de Plata preparado con borohidruro



Hemos registrado mas de 1000 espectros de 52 biopsias preparadas.
Este espectro muestra que coexisten varios materiales biologicos. Hemos
identificado proteinas, aminoacidos, fosfolipidos y particularmente
colageno.
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Las principales diferencias son mas bien relacionadas con
aspectos conformacionales de proteinas principalmente de

colageno.

SERS Degenerate Tissue
A 465242 11 (SW)
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¢Como estudiar el colageno en una matriz
tan compleja como un tejido?

*Mapa histologico

* La técnica de inmuno-histoquimica nos dara una
informacion adicional sobre el Ilugar y Ila
composicion de la muestra de tejido. En ese lugar
determinado haremos un espectro SERS del ya
reconocido sistema molecular.



Lo que hemos hecho:
Raman Colageno



Raman y SERS Colageno
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Raman y SERS Prolina



Raman y SERS Glicina
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Raman y SERS Alanina
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Proximos Pasos

e Construccion de bases de datos con los
componentes individuales

* Analisis y asignacion de todos los espectros
obtenidos.

*Procesamiento estadistico de los datos espectrales

*Maping de tejidos



Por ultimo, estamos aun lejos de
proponer mecanismos bioquimicos
que expliqguen los buenos resultados
observados después de aplicar el
tratamiento de Ondas de Choque
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