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RESUMO

A técnica de enxertia cutanea € definida pela transferéncia de um segmento de pele
para uma area corporal danificada, sem pediculo vascular. O processo de integracéo
do enxerto é complexo, visto que é preciso restabelecer o suprimento sanguineo e
consequentemente muitas complicacbes sdo desencadeadas. Para evitar a
reincidéncia, buscam-se tratamentos de baixo custo, facil aplicabilidade e com acdes
locais que estimulem o processo cicatricial. Recentemente, a fotobiomodulacao (FBM)
laser comegou a ser investigada nessa tematica, devido aos seus efeitos tréfico-
regenerativos descritos na literatura para diversas feridas cutaneas. Porém, os
estudos ainda s&o iniciais, com protocolos e dosimetria inconclusivos. A vista disso, o
objetivo desta tese foi avaliar a relagcéo entre poténcia e tempo de irradiagcdo da FBM
laser em fibroblastos, nos comprimentos de onda vermelho (660 nm) e infravermelho
(808 nm), investigando-a posteriormente como proposta terapéutica para otimizar a
integracdo de enxerto de pele total, quando aplicada na &rea receptora ou como
tratamento pds-cirurgico. No primeiro estudo e in vitro, células de fibroblastos de pele
humana foram irradiadas com energia de 1 J na poténcia de 50 mW e tempo de 20 s
ou na poténcia de 100 mW e tempo de 10 s, para cada comprimento de onda. Apos a
avaliagdo da proliferacdo celular e do mediador inflamatorio interleucina-6 (IL-6),
concluiu-se que a associacao da maior poténcia com o menor tempo de irradiacao foi
mais eficaz para estimular os fibroblastos e reduzir a IL-6. Nos estudos in vivo, foram
utilizados 60 ratos e todos foram submetidos a cirurgia de enxerto de pele total, com
dimensdo de 5x3 cm. No primeiro estudo, 0s animais receberam apenas uma
aplicacdo da FBM na éarea receptora, com o objetivo de bioestimular o leito para
receber o enxerto. No segundo estudo, os animais receberam a FBM no pés-cirdrgico
imediato, 24 horas e 48 horas depois, totalizando trés aplicacdes. Nos dois estudos,
as andlises foram feitas do 3° e do 7° dia ap6s o procedimento, sendo coletadas
capturas fotograficas e amostras biolégicas. Os resultados do primeiro indicaram
menor porcentagem de necrose e caracteristicas morfolégicas melhores com o laser
660 nm. Os resultados do segundo mostraram melhor desempenho do laser 808 nm,

com percentuais de necrose menores e melhores condi¢cées morfologicas.

Palavras-chave: Fotobiomodulacéo; Terapia Laser de Baixa Intensidade; Enxerto de
Pele; Reparacao Tecidual.



ABSTRACT

The skin grafting technique is defined by the transfer of a skin segment to a damaged
body area, without a vascular pedicle. The graft integration process is complex, since
it is necessary to reestablish the blood supply and consequently many complications
are triggered. To avoid recurrence, low-cost, easy-to-apply treatments are sought and
with local actions that stimulate the healing process. Recently, laser
photobiomodulation (PBM) began to be investigated in this area, due to it is trophic-
regenerative effects described in the literature for various skin wounds. However, the
studies are still initials, with inconclusive protocols and dosimetry. In view of this, the
objective of this thesis was to evaluate the relationship between power and irradiation
time of laser PBM in fibroblasts, at red (660 nm) and infrared (808 nm) wavelengths,
further investigating it as a therapeutic proposal to optimize the full-thickness skin
grafts integration, when applied in the recipient area or as a post-surgical treatment. In
the first study and in vitro, human skin fibroblast cells were irradiated with 1 J energy,
50 mW power and 20 s time or 100 mW power and 10 s time, for each wavelength.
After evaluating cell proliferation and the inflammatory mediator interleukin-6 (IL-6), it
was concluded that the association of higher potency with shorter irradiation time was
more effective in stimulating fibroblasts and reducing IL-6. In the in vivo studies, 60
rats were used and all of them underwent full-thickness skin graft surgery, measuring
5x3 cm. In the first study, the animals received only one PBM application in the
recipient area, with the aim of biostimulating the bed to receive the graft. In the second
study, the animals received PBM immediately after surgery, 24 hours and 48 hours
later, totalizing three applications. In both studies, analyzes were performed on the 3rd
and 7th day after the procedure, with photographic captures and biological samples
being collected. The results of the first indicated a lower necrosis percentage and better
morphological characteristics with the 660 nm laser. The results of the second showed
better performance of the 808 nm laser, with lower necrosis percentages and better

morphological conditions.

Keywords: Photobiomodulation; Low-Level Laser Therapy; Skin Graft; Tissue Repair.
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1. CONTEXTUALIZACAO

1.1 Insercao nalinha de pesquisa do orientador e do programa

A tese em questao foi desenvolvida por mim, Maria Carolina Derencio Oliveira,
sob a orientagdo do Prof. Dr. Richard Eloin Liebano e coorientagdo da Dra. Patricia
Brassolatti, junto ao Programa de Pdés-Graduacdo em Fisioterapia (PPGFT) da
Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar). Dentro do respectivo programa de
pés-graduacgédo, o docente esta inserido na linha de pesquisa denominada “Recursos
Fisioterapéuticos na Dor, Reparo Tecidual e Desempenho Funcional”.

Em conformidade com a linha de pesquisa, a tese € composta por 3 estudos
experimentais, um in vitro e dois in vivo, que tiveram como objetivo central investigar
parametros da fotobiomodulagéo laser para otimizar a integragéo de enxertos de pele

de espessura total.

1.2 Parcerias nacionais e internacionais

O desenvolvimento desta tese dispds das seguintes comparticipacoes:
|. Profa. Dra. Angela Merice de Oliveira Leal (Departamento de Medicina, UFSCar -
campus Sao Carlos) colaborou com infraestrutura para os desdobramentos do estudo
in vitro “Investigagédo da relacdo poténcia e tempo de irradiacdo da fotobiomodulagéo
laser em fibroblastos humanos”, submetido no periddico “Lasers in Medical Science”
(fator de impacto: 2.555);

Il. Profa. Dra. Ana Claudia Garcia de Oliveira Duarte (Departamento de Educacao
Fisica e Motricidade Humana, UFSCar - campus Sao Carlos) e Profa. Dra. Fernanda
de Freitas Anibal (Departamento de Morfologia e Patologia, UFSCar - campus Sé&o

Carlos) que gentilmente subsidiaram os estudos in vivo;

[ll. DMC Importagéo e Exportacao de Equipamentos Ltda, Sdo Carlos, Sao Paulo,
Brasil, por intermédio da Fundacdo Nupen - Instituto de Pesquisas e Ensino na
Area da Saude, que solicitamente forneceu o equipamento Therapy XT, bem como

colaborou na manutencao e calibracdo do mesmo.

Adicionalmente, o Prof. Dr. Ivaldo Esteves Junior (professor titular e
coordenador do curso de fisioterapia da Universidade Paulista - UNIP) convidou a
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doutoranda em questdo e seu respectivo orientador para colaborarem com a
elaboragcdo do estudo “Photobiomodulation effect in tumoral necrosis factor-alpha
(TNF-) on the viability of random skin flap in rats”, publicado no periddico “Lasers in

Medical Science” (fator de impacto: 2.555).

1.3 Estagio (nacional e/ou internacional)

A aluna em questdo foi impossibilitada de se candidatar a estagios tantos
nacionais quanto internacionais, devido a pandemia causada pelo coronavirus SARS-
CoV-2 (pandemia de COVID-19).

1.4 Originalidade

Na presente tese, primeiramente verificou-se a relacdo entre poténcia e tempo
de irradiacdo da fotobiomodulac&o laser em um estudo in vitro, e os achados foram
aplicados in vivo. Nessa sequéncia experimental, foram propostos dois protocolos de
tratamento: intraoperatorio, para bioestimular o leito antes de receber o enxerto de
pele e potencializar sua integracdo; pds-operatorio imediato seguido por mais dois
dias, totalizando 3 irradiacdes dentro dos periodos de coagulacdo e parte do
inflamatorio do processo de cicatrizacao.

Entdo, a tese em questdo € inovadora quanto a parametrizacao investigada da
fotobiomodulacao laser, posto que € uma tematica complexa e ainda inconclusiva para
diversos tratamentos, como no caso dos enxertos de pele. Para mais, 0
aprofundamento acerca dos efeitos tréfico-regenerativos do laser em enxertos se faz

fundamental para ampliar essa abordagem terapéutica, tornando-a mais assertiva.

1.5 Contribuicdo dos resultados da pesquisa para o0 avanco cientifico

Os resultados do estudo in vitro e dos estudos in vivo contribuem para 0 avanco
cientifico acerca do uso da fotobiomodulacdo laser no reparo cutaneo. A literatura
ainda busca compreender o mecanismo completo de acdo da fotobiomodulacéo,
assim como parametros mais especificos e eficazes para cada tipo de ferida cutanea.

Entdo, os resultados contidos nesta tese trazem informagdes novas sobre a
inter-relacdo entre poténcia e tempo de irradiacdo, com a recente implementacéo da
terapia laser na viabilidade de enxertos de pele total, investigada tanto no

intraoperatorio quanto no tratamento pés-cirargico.
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1.6 Relevancia social

Sédo diversas as situacfes clinicas que usufruem da técnica de enxertia
cutanea, e com frequéncia ha a necessidade de um novo procedimento cirdrgico
devido falhas na integragéo do enxerto. Esse ciclo contribui na sobrecarga do sistema
de saude, além de impactar na vida dos pacientes. Entéo, torna-se relevante associar
uma abordagem terapéutica de facil aplicacéo, baixo custo e com acdes locais que
beneficiem a regeneracao do tecido transplantado.

Nessa perspectiva, o presente estudo traz a fotobiomodulagcéo laser como uma
terapia promissora para aumentar a viabilidade dos enxertos de pele, ja que pode ser
aplicada tanto no intraoperatdorio quanto no pos-operatorio, sendo capaz de otimizar a
recuperacao dos pacientes e reduzir a taxa de reincidéncia. Além disso, essa tematica
realca uma atuacao fisioterapéutica ainda pouco conhecida, principalmente no que

tange a comunidade de um modo geral.
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1.9 Descricédo da tese para o publico leigo

Este estudo buscou os beneficios de dois tratamentos com laser para ajudar
na cicatrizacdo de enxertos de pele. Primeiro foi investigado a relacao entre dois
parametros do laser para compor a dose de aplicacéo; depois, essa dose foi estudada
em animais de experimento cientifico. No tratamento feito no meio da cirurgia, o laser
de cor vermelha ajudou na cicatrizacao, e no tratamento feito por trés seguidos, foi o

laser sem cor (infravermelho) que ajudou na cicatrizacao.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Enxerto de pele

Define-se enxerto cutdneo como um segmento de pele retirado de uma area do
corpo (area doadora) e transferido para uma regido corpérea danificada (area
receptora), no qual necessita restabelecer novo suprimento sanguineo para assegurar
sua integracdo (Alexandre et al., 2007; Castro et al., 2020). H& trés preceitos mais
usuais para categorizar os tipos de enxerto, sendo classificados quanto a espessura,
a fonte de obtencdo ou de acordo com a constituicdo histolégica do tecido (Lofégo
Filho et al., 2006).

Quando relacionada a espessura tecidual presente no enxerto, classifica-se em
enxerto de espessura total (pele total) e de espessura parcial (pele parcial) (Hierner et
al., 2005). O primeiro consiste na presenca da epiderme e toda a espessura da derme
da area doadora, e 0 seguinte se caracteriza pela preservacao de parte da derme na
area doadora (Alexandre et al., 2007; Carvalho, 2015), possibilitando assim sua
devida reepitelizacéo (Castro et al., 1994; Baldi; Amaral, 2002).

A respeito da fonte de obtencéo, tem-se quatro subcategorias (Andreassi et al.,
2005). No auto-enxerto ou enxerto autdgeno, o doador e o receptor s&o0 0 mesmo
individuo; diferentemente do aloenxerto ou homoenxerto, em que o doador e o
receptor sdo individuos diferentes da mesma espécie (Castro et al., 1994; Andreassi
et al., 2005). Ja o isoenxerto compreende individuos geneticamente idénticos, e o
xenoenxerto, também denominado heteroenxerto ou zooenxerto, designa-se quando
o doador e o receptor sédo individuos de espécies distintas (Baldi; Amaral, 2002;
Teixeira Neto et al., 2010).

Ja na classificacdo que considera a constituicdo histolégica, os enxertos sao
conceituados como simples ou composto (Ishida; Shiroma, 1992). Quando simples, 0
enxerto é constituido exclusivamente por um unico tipo de tecido; quando composto,
0 enxerto se constitui de uma porcao intacta de toda a epiderme e derme, com um
componente adicional de gordura ou cartilagem (Ishida; Shiroma, 1992; Lofégo Filho
et al., 2006; Teixeira Neto et al., 2010).

A enxertia cutanea € uma das técnicas mais utilizadas na cirurgia plastica
reparadora, uma vez que busca cobrir a perda significativa de pele decorrente de
diversas situacdes clinicas (Andreassi et al., 2005). Sdo exemplos: queimaduras,

traumatismos, infec¢des, doengas autoimunes, necrose de pele apdés um trauma ou
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cirurgia, deformidades congénitas que se submeteram a corre¢des cirurgicas (Young;
Fowler, 1998; Alves; Corréa; Liebano, 2009; Ferreira et al., 2011), pé diabético, feridas
nos membros inferiores consecutivas a ma circulacao, deformidades ou excisées de
neoplasia (Audrain; Bray; de Berker, 2015; Castro et al., 2020).

Dados indicam que, por ano, mais de 6 milhdes de pacientes necessitam de
enxerto de pele devido a queimaduras (Harrison; Macneil, 2008), sem contabilizar as
tantas outras demandas clinicas citadas. Contudo, a implementacdo desse tecido em
um novo leito pode desencadear resultados estéticos e funcionais nédo satisfatorios via
complica¢cdes pos procedimento, que podem levar a perda do enxerto (Alves; Corréa;
Liebano, 2009).

A principal complicac&o consiste na necrose tecidual, no qual cerca de 20% dos
enxertos de pele de espessura total sofrem algum grau de auséncia no suprimento
sanguineo (Goncalves et al., 2007; Martignago et al., 2019). O bloqueio da
vascularizacdo pode ocorrer mediante o acumulo de fluidos, como seroma e/ou
hematoma, que geram uma barreira entre o enxerto e o leito, e juntamente aos
movimentos de cisalhamento levam a separagdo mecanica do tecido (Mcgregor;
Mcgregor, 1995; Alves; Corréa; Liebano, 2009; Ferreira et al., 2011; Stanley et al.,
2013).

Outras falhas no processo de integracdo do enxerto advém da presenca de
infeccbes e discromia, que alteram o comportamento fisioldégico da cicatrizacéo
(Lofégo Filho et al., 2006). Ainda, ha a possibilidade de contracéo da pele, que reduz
a mobilidade articular e possivelmente repercute na perda de funcdo (Harrison;
Macneil, 2008; Martignago et al., 2019).

Diante da alta aplicabilidade da enxertia cutanea e dos desfechos insatisfatérios
derivados, buscam-se meios que sejam eficientes para estimular a integracao da pele
enxertada e maximizar os resultados funcionais e estéticos, para que nao seja
necessario um segundo procedimento cirdrgico (Moreira et al., 2020). Como o enxerto
nao possui suprimento sanguineo proprio, sua integracdo depende de fatores que
contribuem para o processo cicatricial, objetivando viabilizar melhor epitelizacéo,
maior resisténcia ao tecido, com boa textura e coloracdo (Andreassi et al., 2005;
Miraliakbari; Mackay, 2006; Carvalho, 2015; Reis Filho et al., 2017; Martignago et al.,
2019; Castro et al., 2020).
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Fotobiomodulacdo laser na integracdo de enxerto de pele

A fotobiomodulacdo (FBM) laser corresponde a uma terapia com luz
monocromatica, coerente e de baixa poténcia, que atua na aceleracdo de processos
regenerativos. Sua acao terapéutica alcanca diferentes tecidos biolégicos, com
destaque para os efeitos trofico-regenerativos (Sobranko; Alster, 2008; de Andrade et
al., 2017) via estimulacdo da atividade mitocondrial, proliferacao celular, fatores de
crescimento e sintese proteica. (da Silva et al., 2013; Kazemikhoo et al., 2018).

Em adicdo, a FBM também intensifica a proliferacéo de fibroblastos, que resulta
na melhora da sintese e reorganizacédo do colageno (Otterco et al., 2018; Moreira et
al., 2020), além de induzir a angiogénese, aumentando a microcirculacao local, a
perfusdo tecidual e o tecido de granulacéo (Vaghardoost et al., 2018; Kazemikhoo et
al.,, 2018; Castro et al.,, 2020). Ainda, ha outros beneficios relevantes, como:
diminuicdo e absorcdo de hematomas e edema; modulacdo de mediadores
inflamatorios; contracédo da ferida; producdo de analgesia (Piva et al., 2011; da Silva
et al., 2013; Reis Filho et al., 2017; Castro et al., 2020).

Mesmo diante de tantas vantagens terapéuticas, o que se sabe até o momento
sobre o mecanismo de acao da FBM origina-se com Passarella e Karu (2014), que
foram os pioneiros a indicarem os cromoéforos mitocondriais como responsaveis pela
absorcao da energia luminosa, com destaque para o citocromo c oxidase (CCO) que
parece atuar como fotorreceptor e transdutor da FBM (Karu, 2010). Entdo, uma vez
gque a luz do laser é absorvida, ocorre aceleracdo da cadeia transportadora de
elétrons, aumento do potencial de membrana e do metabolismo oxidativo, modificando
as concentracbes de adenosina trifosfato (ATP), espécies reativas de oxigénio
(ERQOS), célcio e 6xido nitrico (Huang et al., 2011; Wu et al., 2014, de Freitas; Hamblin,
2016).

Essas alteracdes nos elementos da sinalizacdo mitocondrial dissociam o 6xido
nitrico, permitindo as EROS ativar numerosas vias de sinalizacdo intracelular
(Hamblin, 2018) que resultarao nos beneficios que a FBM proporciona, de acordo com
0 espectro de luz absorvido. No caso do CCO, a eficiéncia para mediar os
componentes da sinalizacdo celular ocorre pela absor¢cédo da luz visivel (vermelho),
ideal para tratamentos de pele (de Andrade; de Lima; de Albuquerque, 2010; Karu,
2010), e luz néao visivel (infravermelho), que também gera estimulos para acelerar a
cicatrizacao de feridas (Karu, 2010; Fathabadie et al., 2013).
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Concomitante aos espectros de luz vermelho e infravermelho, que
compreendem os comprimentos de onda entre 600-1070 nandmetros (nm) (Chung et
al., 2012), ha os parametros inter-relacionados que fazem a escolha da dosimetria ser
altamente complicada. Por mais que a FBM seja estudada desde sua primeira
utilizacdo no reparo cutaneo (Mester et al., 1971; Chung et al., 2012), seu uso para
estimular a viabilidade de enxertos de pele é recente, o que amplia ainda mais as
controvérsias em relacao aos parametros e protocolos disponiveis na literatura.

Os estudos experimentais de laser em enxerto de pele trazem da Silva et al.
(2013) que realizaram o tratamento aplicando fluéncia de 6 joules por centimetro
guadrado (J/cm?), por 18 segundos (s) no pés-operatério imediato, 72 horas e no 7°
dia apos o procedimento, sem mais detalhes. Reis Filho et al. (2017), por sua vez,
utilizaram o comprimento de onda de 660 nm, poténcia de 30 miliwatts (mW), fluéncia
de 4 J/cm?, tempo de irradiacdo de 8 s em cada ponto e sendo 12 pontos irradiados,
também no pos-operatdrio imediato, 72 horas e no 7° dia ap0s o procedimento.

Castro et al. (2019) exploraram o laser de 660 nm, poténcia de 40 mW, fluéncia
de 60 J/cm?, energia de 2,4 J por ponto, irradiados por 60 s cada, totalizando 12 pontos
e dos quais 2 foram aplicados em cima do enxerto e 10 ao redor do mesmo. Ainda, o
tratamento iniciou-se no pds-operatério imediato e a cada 24 horas, totalizando 7
aplicagfes. Ja de Souza et al. (2019) compararam os comprimentos de onda 660 nm
e 830 nm, com parametros fixos: poténcia de 30 mW, fluéncia de 10 J/cm?, energia de
0,28 J por ponto, irradiados por 9,34 s cada, no total de 13 pontos. O tratamento
iniciou-se no 3° dia pés-operatorio, quando foi retirado o curativo compressivo, e foi
estendido por sete dias consecutivos.

Ademais, Moreira et al. (2020) também usaram o comprimento de onda de 660
nm, na poténcia de 30 mW, irradiando 15 pontos distribuidos nas margens e no centro
do enxerto. Cada ponto foi irradiado por 12 s com fluéncia de 6 J/cm?, ou por 20 s com
fluéncia de 10 J/cm?, e o tratamento de cada dosimetria foi realizado em duas
frequéncias, sendo a cada 3 ou 5 dias do poOs-operatério até completar 15 dias do
procedimento.

Diante dos estudos encontrados na literatura, fica explicito que as evidéncias
sdo escassas e consequentemente ha uma importante lacuna a ser percorrida. Nos
parametros investigados até o momento, somente um estudo utilizou fluéncia maior
que 10 J/cm?, assim como apenas um comparou o comprimento de onda vermelho

com o infravermelho e s6 foram testadas poténcias de até 40 mW. Adicionalmente,
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todos os protocolos abordam a terapia no pds-operatério, ndo sendo encontrados
estudos que avaliem a acdo da FBM laser aplicada previamente a colocacdo do
enxerto, no intuito de estimular e preparar o leito para receber o tecido.

Portanto, torna-se necesséario ampliar os conhecimentos acerca dos protocolos
e parametros da FBM laser, tal como a inter-relagdo entre os parametros, objetivando

otimizar a integracdo de enxertos de pele e com perspectivas futuras a pratica clinica.
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3. OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a relagéo poténcia e tempo de irradiacdo da FBM laser em fibroblastos
humanos in vitro, com posteriori analises dos efeitos da terapia com FBM laser
aplicada na area receptora, ou como tratamento pos-cirargico, para otimizar a

integragcéo de enxerto de pele total em um modelo experimental in vivo.
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RESUMO

Objetivo: Avaliar a proliferacdo celular de fibroblastos dérmicos humanos (HDFn) e
os niveis de interleucina 6 (IL-6) submetidos a fotobiomodulagdo (FBM) com laser
vermelho (660 nm) e infravermelho (808 nm) em duas poténcias distintas, com curto
periodo de irradiacdo versus prolongado periodo de aplicagcdo. Métodos: Foram
cultivadas células HDFn distribuidas em 5 grupos, dos quais 1 foi submetido a
irradiacédo simulada (GC) e 4 receberam a mesma energia da FBM, em dois diferentes
tempos de irradiacdo (10 s versus 20 s) associados as diferentes poténcias (50 mW
versus 100 mW), nos respectivos comprimentos de onda. As irradiacbes ocorreram
nos periodos de 24, 48 e 72 horas ap0s o in6culo. Em cada periodo, foram avaliadas
viabilidade celular, atividade mitocondrial e concentracdo IL-6. Foi utilizado o teste
ANOVA two-way com post hoc de Tukey para diferencas entre os grupos e nivel de
significancia de 5%. Resultados: A FBM manteve a viabilidade celular nos diferentes
tempos e grupos. Em 48 horas, apenas 1 grupo irradiado n&o apresentou reducéo na
concentragao de IL-6. Em 72 horas, a concentracéo de IL-6 reduziu significativamente
nos 4 grupos irradiados, e houve aumento da atividade mitocondrial nos dois grupos
irradiados com a maior poténcia e curto tempo de aplicacdo. Conclusédo: A FBM com
poténcia maior (100 mW) e curto tempo de irradiagéo (10 s), nos dois comprimentos
de onda utilizados, foi eficaz para estimular a proliferacéo de fibroblastos dérmicos

humanos e para a reducao da IL-6.

Palavras-chave: Fotobiomodulacdo; Fibroblastos Dérmicos Humanos; Proliferacéo

Celular; Interleucina 6; Estudo in vitro; Terapia Laser de Baixa Intensidade.
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4.1.1 Introducéo

A terapia laser de baixa intensidade, recentemente denominada como terapia
por fotobiomodulacdo (FBM), consiste em um tratamento ndo farmacolégico que,
através da luz, proporciona diversos beneficios terapéuticos (Engel; Khan; Arany,
2016). Dentre suas funcionalidades, destaca-se o estimulo para a cicatrizacdo de
diferentes tipos de feridas cutaneas, uma vez que seus efeitos fotobiomoduladores
aceleram a reparacdo tecidual mediante neovascularizacdo, sintese proteica,
proliferagcdo e diferenciacdo de diversos tipos celulares (Barboza et al., 2014;
Szezerbaty et al., 2018).

No tecido cutaneo, a proliferacéo celular pode ser estimulada pela luz vermelha
e infravermelha, entre os comprimentos de onda de 600-760 nm e 780-1000 nm,
respectivamente (George; Hamblin; Abrahamse, 2018). A acdo da luz age diretamente
nos fotorreceptores da membrana plasmatica mitocondrial, mais especificamente no
citocromo C oxidase presente na cadeia respiratéria (Karu, 2010). A energia absorvida
€ convertida em energia metabdlica, a qual desencadeia diversas respostas
biolégicas, tais como aumento da sintese de ATP, mudancas na concentracao de
espécie reativa de oxigénio (EROS), calcio e 6xido nitrico (Karu, 2010; Kim, 2014).

Estudos também relatam os efeitos bioestimulatérios da FBM em diversos tipos
celulares (de Andrade et al., 2019), entre eles os fibroblastos (Webb; Dyson; Lewis,
1998; Almeida-Lopes et al., 2001; Webb; Dyson, 2003; Ayuk; Abrahamse; Houreld,
2018; Harorli; Hatipoglu; Erin, 2019). Almeida-Lopes et al. (2001) destacam que o
aumento na proliferacdo de fibroblastos esta relacionado com o tempo de aplicacéo,
independente do comprimento de onda utilizado. Similarmente, Ayuk et al. (2018)
acrescentam que a FBM é capaz de diminuir os fatores envolvidos na degradacédo da
matriz extracelular e regular positivamente a sintese proteica, o que contribui para as
fases de proliferacdo e remodelamento.

Além disso, Basso et al. (2015) apontam que o laser infravermelho com
poténcia menor (25 mW) modula a expressdo de fatores relacionados com a
modulacdo da inflamacdo, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a
interleucina 6 (IL-6). Harorli et al. (2019), por sua vez, apontam que a acédo da FBM
para modular citocinas inflamatorias, como no caso da IL-6, estd intimamente
relacionada a escolha dos parametros, com enfoque para o tempo de irradiacéo e ao

namero de aplicacbes da FBM.
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Com isso, nota-se que a parametrizacdo da FBM laser ainda ndo esta
totalmente elucidada, principalmente quando se relaciona qual o melhor tempo de
aplicacdo e poténcia necessarios para desencadear o mecanismo de proliferacdo
celular no modelo in vitro. Sendo assim, € imprescindivel destacar que a escolha do
comprimento de onda, tempo de irradiacéo e poténcia precisam ser adequados para
o efeito terapéutico desejado, caso contrario, poderdo néo surtir efeitos ou mesmo ser
inibitorios e prejudiciais (Otterco et al., 2018).

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a proliferagéo celular de fibroblastos
dérmicos humanos e os niveis de IL-6 submetidos a FBM em duas poténcias distintas,
com curto periodo de irradiacdo versus prolongado periodo de aplicacdo, nos
comprimentos de onda vermelho e infravermelho, para assim compreender melhor a
acdo da luz laser e seus mecanismos bioldgicos, e com isso propor a elaboracéo de
protocolos eficazes.

4.1.2 Métodos
As células utilizadas neste estudo foram cedidas pelo Laboratério de
Farmacologia Cardiovascular (LFCV) da Universidade Federal de S&o Carlos

(UFSCar), campus Sao Carlos.

Cultura celular

Foram cultivadas células fibroblasticas dérmicas humanas, da linhagem HDFN,
em frascos T (Greiner, EUA) de 75 cm? mantidos na incubadora com temperatura de
37°C, 5% de CO- e umidade controlada (Thermo Scientific®, EUA). Dentro dos frascos
T foi adicionado meio DMEM (Sigma-Aldrich, EUA), suplementado com 10% de soro
fetal bovino (Hyclone, EUA), antibidtico PEN/STREP 1% (Gibco, EUA), L-glutamina,
Hepes e Bicarbonato (Sigma-Aldrich, EUA).

Quando as células atingiram uma confluéncia adequada (80 a 90%), essas
foram inoculadas a 1x10* por poco em placas de 48 pogos (KASVI, BRA) semeadas
de modo intercalado, ou seja, um poco entre os semeados foi deixado vazio para
prevenir possiveis dispersdes da FBM. Durante todo periodo experimental, as placas
foram mantidas na incubadora, sendo retiradas apenas para as irradiacdées com a
FBM.
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Protocolo da terapia laser

O equipamento utilizado para as emissdes com laser foi 0 modelo Therapy XT
(DMC Equipamentos-LTDa. Sédo Carlos/SP, Brasil), com diodos Arseneto de Galio e
Aluminio (GaAsAl) e Aluminio Galio Indio Fdsforo (InGaAIP), nos comprimentos de
onda vermelho (660 nm) e infravermelho (808 nm), respectivamente. Foram utilizadas
as poténcias de 50 mW e 100 mW, com energia fixa de 1 J e area transversa do feixe
de 0,04 cm?.

O aparelho foi posicionado em um suporte, de forma perpendicular, a uma
distancia de 3,34 cm da ponta da caneta laser até o fundo de cada poco, para que a
FBM recobrisse todo o poc¢o. Foram irradiados quatro grupos, com técnica de
aplicacao pontual e modo de emissao continua, enquanto o grupo controle recebeu a

irradiacao de forma simulada.

Tabela 1: Parametros da FBM laser GaAsAl e InGaAlP utilizados.

GC GL GL GL GL
660-50 808-50 660-100 808-100

Comprimento de Onda (nm) - 660 808 660 808
Poténcia (mW) - 50 50 100 100
Tempo (S) - 20 20 10 10
Densidade de Energia (J/cm?) - 25 25 25 25
Energia (J) - 1 1 1 1
Irradiancia (mW/cm?2) - 1.250 1.250 2.500 2.500

As placas receberam a FBM nos periodos de 24, 48 e 72 horas apos a
semeadura. As avaliacdes foram realizadas nos trés periodos, sempre com intervalo
de 24 horas da ultima irradiacéo, totalizando assim um maximo de trés aplicagées. Em
cada periodo, foram avaliadas a atividade mitocondrial pela citotoxicidade, viabilidade
e densidade celular, e a concentragéo de IL-6.
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Citotoxicidade e viabilidade celular

Foi utilizado o método colorimétrico pelo 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-
diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT) (Sigma-Aldrich, EUA) de citotoxicidade
celular, para avaliar a atividade mitocondrial. As placas ficaram incubadas por 4 horas
e, apos esse periodo, foi adicionado Dimethyl sulfoxide (DMSO) (Sigma-Aldrich, EUA)
para solubilizar os cristais de formazam. Em seguida, foi realizada a leitura da
absorbancia por um leitor de microplacas Multiskan FC (Thermo Scientific®, EUA),
com comprimento de onda de 501nm.

Na avaliacdo da viabilidade e densidade celular, foi utilizado o método de
exclusdo do corante azul de trypan (solucdo 4%, Gibco, EUA). Foram retiradas
aliquotas de 20 pL, misturadas com 20 pL da solucéo etilica 0,4% (v/v) azul de trypan,
e agitadas. Essa mistura foi homogeneizada e depositada no hemocitdmetro para as
contagens das células, que foram realizadas por dois examinadores experientes e
cegos ao estudo. Para as contagens, foi utilizado o microscépio modelo BX51

(Olympus, Japao).

Deteccédo da citocina interleucina-6

A concentracao de IL-6 presente nos periodos de 24, 48 e 72 horas apds as
irradiacbes foi quantificada pelo kit ELISA (MyBioSource, California, USA). Foram
utilizadas microplacas de alta afinidade com anticitocina monoclonal, e uma série de
solucdes padréo de dupla diluicéo foi preparada, seguindo as instru¢des do fabricante.
A leitura da absorbancia foi medida a 450 nm em um espectrofotdmetro de placas
(Thermo Scientific™ Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer), e as
concentragOes foram calculadas a partir de uma curva padrao. Os resultados foram

transformados em porcentagem (%) para a analise estatistica.

Analise estatistica

Para garantir a reprodutibilidade dos dados, o experimento foi realizado em
triplicata. Todas as analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism
(Versao 7.04 for Windows), no qual os dados foram submetidos ao teste de
normalidade de Shapiro-Wilk e as diferencas entre os grupos foram verificadas pelo
teste de ANOVA two-way, com post hoc de Tukey. Foram considerados os valores

com nivel de significancia de 5%.
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4.1.3 Resultados

A tabela 2 apresenta os valores da viabilidade celular obtidos pelo teste de
exclusdo azul de trypan, nos diferentes tempos e grupos. Todos os parametros da
FBM utilizados mantiveram as caracteristicas celulares viaveis, demonstrando assim

gue o laser néo prejudicou a proliferacéao celular.

Tabela 2: Viabilidade celular avaliada pelo método azul de trypan apds a FBM.

GC GL GL GL GL
660-50 660-100 808-50 808-100
24h 100 100,31 +2,7 97,22+5,2 98,58+ 1,4 99,93+2,1
48h 100 93,17+6,1 99,60+5,1 109,07+18,8 118,41 +21,6
72h 100 96,54 +1,3 114,71+7,4 120,09+5,4 105,79+21,2

Valores expressos em média + desvio padrdo. Ndo houve diferencas estatisticas

significativas (p>0.05).

Em relacéo a atividade mitocondrial, avaliada pelo teste do MTT e apresentada
na figura 1, observou-se que nos dois primeiros periodos ndo houve diferencas
estatisticas significantes (p>0.05). No periodo de 72 horas, os grupos GL660-100 e
GL808-100 tiveram um aumento significativo da absorbancia em relacdo ao GC
(p<0.05). J& na avaliagdo entre os grupos irradiados, o GL808-50 apresentou-se

significativamente inferior quando comparado aos GL660-100 e GL808-100 (p<0.05).
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Figura 1 - Atividade mitocondrial, expressa em porcentagem, dos diferentes grupos e
tempos, quando comparados ao controle. (*) Diferenca significativa (p<0.05).

A figura 2 mostra a concentracdo de IL-6 expressa nos periodos de 48 e 72
horas de cada grupo, visto que no periodo de 24 horas nao foram encontradas
diferencas estatisticas significativas. Em 48 horas, nota-se que apenas o GL808-50
nao apresentou diferencas significantes em relacdo ao GC, e os demais grupos
irradiados tiveram uma redugéo significativa da IL-6 (p<0.05) quando comparados ao
GC. Ja no periodo de 72 horas, todos os grupos apresentaram diferencas estatisticas
significantes em relacéo ao GC (p<0.001).
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Figura 2 - Concentracéo de IL-6 nos periodos de 48 e 72 horas comparadas ao grupo

controle. Diferencas significativas: (*) p<0.05 e (**) p<0.001.
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4.1.4 Discusséo

FBM é o termo recentemente empregado para descrever o uso de fontes de luz
como recursos terapéuticos que beneficiam diversas afeccbes, das quais a
regeneracao e cicatrizagdo tecidual sao frequentemente apontadas. A aplicacao
dessa terapia segue alguns padrées conceituais e clinicos como o uso de baixas
doses de irradiacdo biofotdnica ndo ionizante e ndo térmica que sdo capazes de
interagirem com o ambiente bioldgico, desencadeando assim respostas especificas
em trés vertentes distintas como modulagdo da inflamagéo, alivio da dor e
regeneracao de tecidos (Avci et al., 2013; Engel; Khan; Arany, 2016).

Contudo, apesar dos expressivos relatos na literatura sobre o assunto e seus
possiveis efeitos (Favaro-Pipi et al., 2011; Bossini et al., 2012; Avci et al., 2013; Basso
et al., 2015; Trajano et al., 2015; Brassolatti et al., 2016; Ayuk; Abrahamse; Houreld,
2018; Otterco et al., 2018; de Andrade et al., 2019), informac¢des de comparacao a
respeito do tempo de irradiacdo associado a poténcia, para desencadear os estimulos
de interesse em um ambiente celular especifico, ainda permanecem insatisfatérios.
Devido a isso, o atual estudo buscou avaliar e comparar a taxa de proliferagéo celular
de fibroblastos dérmicos humanos e os niveis de IL-6 submetidos a FBM de estimulo
rapido com poténcia maior versus irradiacdo mais prolongada com poténcia menor,
nos comprimentos de onda vermelho e infravermelho.

Autores como Karu (2010) e Hamblin (2018) descrevem que 0s principais
mecanismos de atuacdo da FBM concentram-se na aceleracao da atividade da cadeia
transportadora de elétrons desencadeada por fotoaceptores intrinsecos presentes na
mitocondria. Além disso, chamam a aten¢do para a importancia dos efeitos bifasicos
descritos pela lei de Arndt-Schulz, considerados requisitos basicos para eleger
conceitualmente uma dose ideal e consequentemente obter a resposta celular
desejada (Hawkins; Houreld; Abrahamse, 2005). Entretanto, apesar de alguns
estudos in vitro compararem as respostas moleculares e biol6gicas desencadeadas
pelos dois diferentes comprimentos de onda mais utilizados terapeuticamente
(vermelho e infravermelho), poucas evidéncias sado encontradas sobre os efeitos
dependentes do tempo de irradiagdo associado a poténcia.

Em relacdo ao espectro de luz vermelho da FBM, Hawkins, Houreld e
Abrahamse (2005) relataram em seu estudo, com cultura de fibroblastos de pele
humana, que uma Unica dose de 5 J/cm? ou exposi¢ées mltiplas com 2,5 J/cm? séo

capazes de promoverem estimulos mitocondriais, resultando na proliferacdo de
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fibroblastos, sem danificar as células. Similarmente, Szezerbaty et al. (2018) também
investigaram os efeitos do laser 660 nm com a mesma fluéncia do estudo anterior, em
cultura de fibroblastos, e relataram efeitos positivos relacionados a melhor
organizacao e distribuicdo do citoesqueleto celular, com maior descondensacao da
cromatina. Ainda, destacaram que os parametros utilizados foram eficazes em
aumentar a expressao do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e, em
contrapartida, reduzir a expresséao da IL-6.

Interessantemente, os dois estudos citados acima utilizaram poténcias
consideradas baixas (aproximadamente 35 mW) e longos periodos de exposicdo, o
gue contradiz com os achados deste estudo, em que se observou que as maiores
poténcias com menores tempos de irradiacdo, em ambos 0s comprimentos de onda,
favorecem a atividade mitocondrial, relacionada diretamente com a viabilidade celular.
De forma complementar, Flores Luna et al. (2020) obtiveram os resultados mais
favoraveis no aumento da atividade mitocondrial com laser 660 nm, poténcia de 40
mW, energia de 0,84 J e consequente tempo de aplicagdo de 21 s. Mediante a
parametrizacao investigada por Flores Luna et al. (2020), constata-se que 0S mesmos
resultados foram obtidos neste estudo associando uma poténcia mais alta a um
estimulo mais rapido, e ndo apenas no espectro de luz vermelho, mas também no
infravermelho.

Por sua vez, Maldaner et al. (2019) também apresentaram resultados
relacionados a aplicacao do laser 660 nm, poténcia de 35 mW e curtos periodos de
irradiacdo (10 s, 14 s, 16 s, 20 s e 28 s), porém, com aplicacédo pulsada. Neste caso,
0s autores relatam que a FBM foi capaz de minimizar os impactos desencadeados
pelo peroxido de hidrogénio utilizado para simular os efeitos do envelhecimento
natural em fibroblastos dérmicos, destacando assim a importancia do laser para a
protecao e proliferacéo celular. No entanto, apesar dos tempos de exposi¢cdes serem
proximos aos utilizados em nosso estudo, a comparacao dos dados torna-se dificil e
ainda contraditria, visto que Maldaner et al. (2019) utilizaram o modo de aplicacéo
pulsado, enquanto o nosso estudo utilizou o modo continuo, além dos valores das
poténcias também serem diferentes. Adicionalmente, os autores relataram efeitos
positivos no ambiente celular, o que também foi observado em nosso estudo, que
constatou os mesmos efeitos benéficos no ambiente celular quando exposto a FBM

com poténcia quase trés vezes maior do que o utilizado por Maldaner et al. (2019).
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Estudos comparativos como o de Ayuk et al. (2018) que avaliou os efeitos de
ambos os comprimentos de onda, 660 e 808 nm (108 mW e 94 mW respectivamente,
e 5 J/cm?), em dois tipos celulares diferenciados, fibroblastos normais e fibroblastos
representando as condi¢cdes de hipdxia diabética, apontaram que esses dois
comprimentos de onda foram capazes de reduzir o ambiente proteolitico e aumentar
0s niveis de expressao de colageno do tipo I, especialmente nas células danificadas.
Analisando esses achados acerca dos efeitos positivos da luz infravermelha, em uma
poténcia considerada maior do que nos estudos anteriores e muito proxima da
utilizada em nosso estudo, é possivel corroborar nossos achados com os de Ayuk et
al. (2018), uma vez que a melhora do estado proteolitico pode auxiliar em um ambiente
mais favoravel para a proliferacéo celular.

Almeida-Lopes et al. (2001) também compararam diferentes comprimentos de
onda na proliferacdo de fibroblastos gengivais. Os autores demonstram que o laser
infravermelho auxiliou significativamente no crescimento de células que apresentavam
déficits nutricionais, quando comparado ao laser vermelho, e concluiram que
irradiacdes mais rapidas da FBM foram mais benéficas. Em partes, tais relatos
corroboram com alguns dados obtidos neste estudo, pois observamos que o uso do
laser infravermelho, com poténcia maior e menor tempo de aplicacdo da FBM,
apresentou as melhores respostas celulares avaliadas.

Todavia, Damante et al. (2009) destacam em seu estudo que a proliferacao
celular n&o é o unico evento biologico que deve ser levado em consideracéo, e ainda
apontam que a luz infravermelha tem um efeito positivo na producéo de fatores de
crescimento indispensaveis para sobrevivéncia e funcéo celular. Em vista disso, outro
aspecto extensamente discutido na literatura acerca dos mecanismos de acdo da FBM
consiste em sua atuacdo direta para producdo ou inibicdo de citocinas anti e pro
inflamatorias, visto que, dependendo da dose aplicada, a FBM age como moduladora
de processos inflamatorios.

As citocinas sdo mediadores diretamente relacionados ao processo de
cicatrizacdo, uma vez que essas moléculas promovem recrutamento, migracao e
proliferacao celular (Huang et al., 2011; Basso et al., 2015). Contudo, niveis altos de
citocinas pré inflamatorias, como a IL-6, podem estar relacionados a desarranjos
teciduais ou mesmo nos quadros de inflamacdes cronicas. Estudos como o de Basso
et al. (2015) reportam que a FBM pode promover a biomodulacdo de citocinas

inflamatorias juntamente com a sintese de fibroblastos gengivais, e que a aplicacao
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do laser infravermelho, com doses entre 3 e 6 J e poténcia de 25 mW, podem reduzir
a expressdo do TNF-a e IL-6.

Similarmente, o estudo de Harorli, Hatipogli e Erin (2019) destacaram que, em
doses adequadas, a FBM pode atuar como importante modulador de citocinas como
a IL-6 e IL-8, discutindo que a acao desta terapia esta estritamente relacionada com
as doses aplicadas e ao tipo de laser utilizado. Esses resultados corroboram com
nosso estudo, pois foi possivel observar que em todos os parametros investigados
houve reducdes na expresséo da IL-6, sendo ainda mais significativos nos grupos com

maior poténcia e breve exposi¢cdo a FBM, nos dois comprimentos de onda utilizados.

4.1.5 Concluséao

A FBM atua como um recurso eficaz na proliferacédo de fibroblastos dérmicos e
para modular citocinas proé-inflamatérias. Ressalta-se que a associacdo entre
poténcias maiores e irradiacfes de curtos tempos é uma parametrizacdo norteadora

para a elaboracéo de protocolos eficazes.
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4.2 ESTUDO IN VIVO: Fotobiomodulag&o na Area Receptora

Bioestimulacdo da area receptora com fotobiomodulacé&o laser para otimizar a
integracéo de enxerto de pele total, em ratos
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RESUMO

Objetivos: Avaliar a acdo da fotobiomodulacdo na area receptora para otimizar a
integracdo de enxertos de pele total. Métodos: Trinta e seis ratos Wistar foram
alocados em trés grupos: laser vermelho (660 nm), laser infravermelho (808 nm) e
controle. Em todos os grupos, um segmento de pele de 5x3 cm foi removido, seguido
pela disseccdo do musculo paniculo carnoso. No grupo controle, a pele foi recolocada
apos uma rotacao de 180°. Nos grupos laser, primeiro o leito recebeu irradiagdo com
energia total de 6 J e depois a pele foi recolocada. A eutanasia ocorreu no 3° e 7° dia
poOs-operatorio, quando foram coletadas capturas fotograficas e amostras teciduais.
Na andlise estatistica utilizou-se os testes Anova-Two way com post hoc de Tukey,
Kruskall Walis e Friedman com post hoc de Dunn. Resultados: O grupo 660 nm
atingiu os menores percentuais de necrose, mostrando-se mais eficaz que o grupo
808 nm no 7° dia, e a necrose aumentou consideravelmente entre os dois periodos no
grupo 808 nm. Os grupos controle e 660 nm apresentaram aspectos morfoldgicos
semelhantes, porém o grupo 808 nm exibiu alteracdes expressivas na fibrose e no
infiltrado inflamatorio. Conclusdo: O comprimento de onda vermelho alcancou

desempenho superior em relacéo ao infravermelho.

Palavras-chave: Fotobiomodulagdo; Terapia Laser de Baixa Intensidade;

Transplante de Pele; Necrose; Reparacao Tecidual.



42

4.2.1 Introducéo

Os enxertos de pele de espessura total consistem em um segmento de pele
sadio, com epiderme e derme da &rea doadora, transferido para uma regiao corporal
danificada (Hierner et al., 2005; Carvalho, 2015). Para que ocorra uma integracéo
adequada do tecido, € necessario o restabelecimento do suprimento sanguineo
(Alexandre et al., 2007; Castro et al., 2020). Contudo, frequentemente a pratica clinica
depara-se com diversas complicacdes no processo de integracdo do enxerto, sendo
a necrose a principal causa de perda do procedimento (Goncalves et al., 2007;
Martignago et al., 2019).

Entdo, faz-se necesséario implementar tratamentos de baixo custo e alta
aplicabilidade capazes de otimizar a integracdo da pele enxertada. A terapia por
fotobiomodulagcéo (FBM) apresenta-se como um recurso promissor, dado que seus
efeitos sobre a reparacéo tecidual e modulacao da inflamacgéao sdo muito evidenciados
na literatura (Sobranko; Alster, 2008; da Silva et al., 2013; de Andrade et al., 2017).
Entretanto, o uso da FBM para auxiliar na integragdo de enxerto de pele ainda é pouco
explorado, tanto na pratica clinica quanto em estudos experimentais (da Silva et al.,
2013; Dahmardehei et al., 2016; Reis Filho et al., 2017; Kazemikhoo et al., 2018;
Martignago et al., 2019; Castro et al., 2020; Moreira et al., 2020).

Diante dos poucos estudos que utilizam a FBM no pés-cirdrgico de enxertos,
ressalta-se que nenhum deles implementou essa terapia no periodo intraoperatorio.
Posto que a aplicacdo da FBM na area receptora, ou seja, antes da colocacéo do
tecido, pode promover estimulos a microcirculacdo local que servira de suporte para
receber o enxerto. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a acdo da FBM laser
na area receptora, comparando dois comprimentos de onda, para otimizar a

integracdo de enxertos de pele total, em ratos.

4.2.2 Métodos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar - CEUA n° 1689070519). Todos os
procedimentos cirdrgicos e de manejo dos animais foram realizados de acordo com o
Guia de Cuidados e Uso de Animais de Laboratério, e os experimentos foram
conduzidos de acordo com as normas internacionais de ética e experimentacdo

animal (National Research Council, 1996).
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Animais e procedimento experimental

Um total de 36 ratos machos (Rattus norvegicus: var. albinus, Rodentia
Mammalia) da linhagem Wistar, com massa corporal entre 350-400 gramas, foram
mantidos em gaiolas individuais, com condi¢des controladas de temperatura (24+1°C),
umidade (55+5%), luz (ciclo claro-escuro de 12/12 horas) e livre acesso a alimento e
agua.

Os animais tiveram sua massa corporal aferida e foram anestesiados via
intraperitoneal, com associacdo de Acepromazina (2,5 mg/kg), Ketamina (75 mg/kg)
e Xilazina (5 mg/kg), utilizando uma seringa de insulina. Em seguida, foram
posicionados em decubito ventral para tricotomia digital da regido dorsal, e logo apoés
foram demarcados com o auxilio de uma régua nas dimensfes de 5 cm de
comprimento e 3 cm de largura.

Entdo, o fragmento de pele foi retirado e o musculo paniculo carnoso foi
dissecado da derme, no intuito de simular o enxerto de pele de espessura total (Richter
et al., 2006 e 2009). Para evitar a inosculacdo vascular, o tecido cutaneo foi
rotacionado em 180° e recolocado no leito com suturas a 1 cm de distancia, e uma
sutura central foi acrescentada para evitar bolhas e/ou deslocamento do enxerto
(Martignago et al., 2019; Castro et al., 2020) (figura 3). No final do procedimento
cirargico, os animais receberam Tramadol (20 mg/kg) via intramuscular e sua

administragao continuou por mais dois dias.
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Figura 3 - Fotos representativas da técnica cirdrgica. A. Animal com o dorso
tricotomizado e demarcado para o enxerto, com dimensao de 5x3 cm; B. Dissecg¢éao
do musculo paniculo carnoso; C. Ponto central para estabilizar o enxerto; D. Processo

de fechamento, com ponto simples.

Grupos experimentais e fotobiomodulagéo laser

Os animais foram alocados aleatoriamente em trés grupos experimentais, com
12 animais cada: grupo controle (GC), grupo area receptora vermelho (ARV) e grupo
area receptora infravermelho (ARI). Todos os grupos foram submetidos ao
procedimento de enxerto de pele total, mas apenas o GC néo recebeu tratamento, e
os demais foram tratados com FBM laser na &rea receptora, ou seja, antes da
colocacao do enxerto (figura 4).

Airradiacdo com a FBM laser foi realizada nos comprimentos de onda vermelho
(660 nm) e infravermelho (808 nm), com a mesma parametriza¢do: poténcia de 100
mW, fluéncia de 25 J/cm? por ponto, energia total de 6 J, e os demais parametros
estdo descritos na tabela 3. A aplicacdo foi realizada na forma de contato,
perpendicular ao local, por meio do equipamento Therapy XT, DMC, Sdo Carlos/SP,

Brasil.
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Figura 4 - Representacao da aplicacdo da FBM na area receptora. A. Demonstracao
dos 6 pontos de irradiacdo, ao longo da area receptora; B. Irradiacdo da éarea
receptora, com o enxerto de pele imerso em solucdo salina para ser implementado

apos a bioestimulacao do leito.

Tabela 3. Parametros da FBM laser

Parametros

Area do feixe 0,04 cm?
Poténcia 100 mwW
Irradiancia 2.500 mW/cm?
Fluéncia 25 Jlcm?
Tempo de irradiacdo 10s

Energia por ponto 1J

Numero de pontos irradiados 6 pontos
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Eutanasia e andlises biolégicas

A eutandsia ocorreu por decapitacéo nos 3° e 7° dias ap6s o procedimento. Em
cada periodo, foram mortos 6 animais por grupo (Damy et al., 2010; Andrade et al.,
2017) para as analises clinico-fotogréfica e histoldgica.

Imagens foram capturadas por uma camera digital acoplada em um tripé a 20
cm de distancia do dorso do animal, para avaliagdo macroscopica da necrose. Foi
utilizado o software Image J®, versao 1.3.1 (NHI, Estados Unidos), no qual toda a area
do enxerto foi demarcada, seguido pelo delineamento de cada &rea necrotica. A
porcentagem de necrose foi calculada pela somatéria das areas de necrose (em
pixels), dividido pela area total do enxerto (em pixels), multiplicado por 100 (Tim et al.,
2018).

Para a analise histolégica, foram retiradas amostras do tecido em uma regiao
de transi¢cdo, composta por uma parte da pele saudavel e uma parte do enxerto sem
necrose visivel. Essas amostras foram fixadas em formalina tamponada a 10%
(Merck, Darmstadt, Alemanha), emblocadas em paraplast e cortadas de modo
longitudinal com 5 pm de espessura. Foram obtidos trés cortes de cada amostra,
corados com hematoxilina e eosina (HE, Merck), e posteriormente dois avaliadores
cegos analisaram 3 campos de cada amostra. Através de um microscopio de luz
(Olympus, OpticalCo. Ltd, Tokyo, Japan) com objetiva de 4x, descreveu-se sobre os
seguintes aspectos morfoldgicos: infiltrado inflamatério e fibrose (Brassolatti et al.,
2018).

Andlises estatistica e qualitativa descritiva

Os dados quantitativos foram submetidos aos testes de Levene e de Shapiro-
Wilk, para verificar a homogeneidade e a normalidade, respectivamente. Para os
dados de necrose macroscopica, foi utilizado o teste ANOVA - Two Way com post hoc
de Tukey. Em todas as andlises, foi considerado nivel de significancia de 5%.

Em relacdo aos dados histopatolégicos, foi utilizada andlise qualitativa
descritiva fundamentada em uma avaliagdo semiquantitativa, pontuando as
caracteristicas morfoldgicas dentro de uma escala de 0 a 3 (0O = ausente, 1 = leve, 2

= moderado, 3 = intenso) (Otterco et al., 2018).
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4.2.3 Resultados

A avaliacdo macroscopica da necrose identificou que o GC apresentou média
de 21,94% no 3° dia e 26,30% no 7° dia. Ja o grupo ARV obteve média de 14,50% no
3° dia e 16,01% no 7° dia, enquanto o grupo ARI atingiu média de 15,03% no 3° dia e
37,29% no 7° dia.

O grupo ARV exibiu os menores percentuais meédios de necrose tecidual, mas
sem diferenca estatistica significativa em relagédo ao GC nos dois periodos avaliados.
No grupo ARI também ndo foram encontradas diferencas estatisticas significantes em
relacdo ao GC; contudo, nota-se média similar entre os grupos ARI e ARV no 3° dia,
seguido por um aumento expressivo da necrose no 7° dia do grupo ARI. Assim, tem-
se significancia estatistica entre os grupos ARV e ARI no 7° dia (p = 0.0022), e entre

os dois periodos do grupo ARI (p = 0.0044).
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Figura 5 - Média e desvio padrdo dos percentuais de necrose dos diferentes grupos,
nos dois periodos avaliados. (*) p = 0.0022; (#) p = 0.0044

Na andlise histologica, o GC e o grupo ARV apresentaram leve infiltrado
inflamatdrio nos dois periodos, enquanto a fiborose melhorou de moderada no dia 3
para leve no dia 7. Em contrapartida, o grupo ARI expde uma progressao nao
satisfatéria tanto da fibrose quanto do infiltrado inflamatorio, dado que a fibrose passou
de moderada no dia 3 para intensa no dia 7, e o infiltrado inflamatério foi de leve no

dia 3 para intenso no dia 7 (figura 6).
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4.2.4 Discusséo

Os principais achados deste estudo indicam resultados mais promissores apos
a bioestimulacdo da area receptora com a FBM laser vermelha (660 nm), quando
comparado a FBM laser infravermelha (808 nm). O grupo ARV obteve as menores
porcentagens de necrose e melhores caracteristicas morfologicas em relagédo ao ARI,
gue apresentou complicacdes nos periodos avaliados.

Um estudo prévio realizado pelo nosso grupo de pesquisa avaliou os efeitos da
FBM em enxertos de pele comparando os comprimentos de onda vermelho (630 nm)
e infravermelho (850 nm), em ratos, porém via diodo emissor de luz (LED). Martignago
et al. (2019) utilizaram fluéncia de 6 J/cm? e irradiancia de 0.4 W/cm2, com um tempo
de irradiacdo de 15 s e aplicacdo diaria da terapia, totalizando 10 aplicacdes. A
melhora na integrag@o do enxerto foi obtida com o comprimento de onda vermelho, a
qual foi justificada pelos autores mediante o estimulo & expressdo do fator de
transformacao do crescimento beta (TGF-), gerado por esse comprimento de onda,

gue estimula a formacédo de fibroblastos, e sendo algo ndo observado no grupo
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infravermelho. Tais achados corroboram com os deste estudo, dado que uma Unica
aplicacdo com o laser 660 nm na area receptora atingiu resultados melhores, quando
comparado ao laser 808 nm.

Similarmente, de Souza et al. (2019) compararam a FBM laser nos
comprimentos de onda 660 nm e 830 nm na integracédo de enxerto de pele, em ratos,
porém avaliando os efeitos do uso ou nao de nicotina. Nesse, a aplicacdo da FBM foi
realizada no 3° dia apoés retirada de curativo e por mais 7 dias, com fluéncia de 10
J/icm?, irradiancia de 1.07 W/cm? e tempo de irradiagéo de 9,34 s. Tal como em nossos
achados, foi observado infiltrado inflamatorio leve no grupo 660 nm sem uso de
nicotina, destacando assim os beneficios da aplicacdo Unica na area receptora com o
laser 660 nm.

Em contrapartida, o estudo de de Souza et al. (2019) também observou leve
infiltrado inflamatorio no grupo 830 nm sem o uso de nicotina, contrastando com o0s
resultados encontrados neste estudo. Ao equiparar nosso tratamento com o de de
Souza et al. (2019), ficam evidentes diversos fatores que podem ser explorados em
estudos futuros, como: a relagcdo da profundidade do comprimento de onda
infravermelho na area receptora; quantidade de aplicacbes da FBM e adequacédo da
parametrizacdo do laser 808 nm para a area receptora. Assim, nosso estudo tende a
ser um ponto de partida, para melhor caracterizar o uso da FBM aplicada na area
receptora, visando a integracéo de enxerto de pele.

Por outro lado, Castro et al. (2020) investigaram a FBM laser somente no
comprimento de onda vermelho (660 nm) na integracdo do enxerto de pele, em ratos.
Foi aplicada energia de 2.4 J por ponto em 12 pontos, irradiancia de 1 mW/cmz? e
tempo de 60 s, com irradiacdo imediatamente apos o procedimento cirdrgico e a cada
24 h, totalizando 7 aplicacbes. Mutuamente, Moreira et al. (2020) estudaram o laser
660 nm em enxerto de pele, em ratos, mas em diferentes periodicidades. O periodo
experimental foi de 15 dias, no qual um grupo foi tratado a cada 3 dias, enquanto outro
grupo a cada 5 dias; ainda, foram investigadas as fluéncias de 6 J/cm?2 por 12 s, e de
10 J/cm? por 20 s. Apesar das diferencas de protocolos e ressaltando que a energia
utilizada por Castro et al. (2020) foi consideravelmente maior do que a utilizada em
nosso estudo, ambos os autores relataram resultados positivos perante o controle da
inflamacé&o e presenca de melhores condi¢des teciduais, corroborando com 0 NOSSo

estudo no que tange a FBM vermelha.
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Ademais, Kazemikhoo et al. (2018) investigaram o uso do laser aplicado
durante 7 dias, em pacientes que realizaram o enxerto de pele apds queimaduras.
Foram utilizados dois comprimentos de onda, o 650 nm com fluéncia de 2 J/cm2 e
irradiancia de 0.6 W/cmz2 no enxerto, e o comprimento de onda de 808 nm com fluéncia
de 6 J/cm2 nas margens da ferida. A associacao desses dois comprimentos de onda
reduziu a taxa de deiscéncia no grupo irradiado, além de evidenciar que o tratamento
com FBM em enxerto de pele é promissor para a pratica clinica.

Entédo, ao analisar os estudos disponiveis na literatura, observa-se que todos
realizaram mais de uma aplicacdo da FBM, dando continuidade a terapia no periodo
poOs-operatorio e com seu prolongamento por pelo menos 7 dias. Nosso estudo, por
sua vez, apresentou apenas a aplicacdo no periodo intraoperatorio, e obteve
resultados similares no que tange ao menor percentual necrético e melhores
caracteristicas histopatolégicas no grupo tratado com laser 660 nm. Tais achados
predizem gque apenas uma aplicacdo com laser vermelho na area receptora é capaz
de estimular fatores teciduais para otimizar a integracdo do enxerto; no entanto, €
necessario investigar novas parametrizacbes para ampliar essa abordagem
terapéutica, levantando importantes questdes cientificas a serem respondidas ao
longo do tempo até o estabelecimento deste protocolo na area clinica.

Cabe ainda reforcar que, como nao foram encontradas diferencas expressivas
entre 0s grupos laser e controle, alguns fatores podem ser hipotetizados. Uma
possivel explicacao refere-se a quantidade de energia aplicada no leito, que pode nao
ter sido suficiente em aplicacdo Unica para reduzir significativamente a necrose e
promover maior integracao do enxerto. Devido a iSso, sugere-se em pesquisas futuras
a investigacao de maiores energias na preparacao da area do enxerto, com ressalva
também para o numero de pontos irradiados, uma vez que este € o primeiro protocolo
proposto para bioestimular o leito antes de enxertar a pele.

Nessa mesma tematica, os autores citados utilizaram irradiancias menores
(Martignago et al., 2019 - irradiancia: 0.4 W/cm?; de Souza et al., 2019 - irradiancia:
1.07 W/cmz?; Castro et al.,, 2020 - irradiancia: 1 W/cm?; Moreira et al.,, 2020 -
irradiancias: 0.5 W/cm?) do que a aplicada em nosso estudo (2.5 W/cm?), trazendo os
resultados de multiplos estimulos. Essa equiparacéo tende a ser delicada, pois nosso
estudo é o pioneiro até o presente momento que traz um estimulo aplicado na area
receptora. Todavia, também hipotetiza-se associar as duas metodologias para

otimizar a integracdo de enxerto de pele, sendo o tratamento intraoperatério seguido
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por sua continuidade no pdés-cirdrgico, que novamente refletird na parametrizacédo da
FBM.

Logo, é possivel observar que os parametros sao muito divergentes entre os
estudos, além da literatura ser muito escassa nesta tematica, o que dificulta a escolha
para a pratica clinica, mas expde um amplo caminho a ser explorado. Por fim, destaca-
se o carater inovador deste estudo ao aplicar a FBM na area receptora para otimizar
a integracao do enxerto de pele, atuando como um importante norteador para futuros
estudos que busquem diferentes investigacées acerca da utilizagdo desse recurso

terapéutico.

4.2.5 Concluséao
Ha um grande potencial para a utilizacdo da FBM na area receptora,
principalmente no comprimento de onda vermelho que promoveu aumento na

viabilidade do enxerto de pele total.
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4.3 ESTUDO IN VIVO: Fotobiomodulacdo no Tratamento Pos-Cirargico

Comparacgéo entre dois comprimentos de onda da fotobiomodulacéo laser na
modulacgdo inflamatdéria e viabilidade de enxertos de pele total, em ratos
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RESUMO

Objetivo: Investigar os efeitos de um protocolo de tratamento com fotobiomodulacao
(FBM) laser no pés-operatorio de enxerto de pele total, em ratos. Métodos: Foram
randomizados 36 ratos Wistar em trés grupos: controle (GC), tratamento 660 nm (TV)
e tratamento 808 nm (TI). Foi retirado um segmento de pele de 5x3 cm e o paniculo
carnoso foi removido. Apds rotacdo de 180°, o enxerto foi reposicionado sobre a area
doadora. Os grupos TV e Tl receberam FBM no pds-operatorio imediato e por mais
dois dias consecutivos, com energia de 1 J por ponto em 6 pontos. Capturas
fotograficas, amostras teciduais e soro sanguineo foram coletados nos dias 3 e 7 apos
o procedimento. Foram utilizados os testes estatisticos Anova-Two way com post hoc
de Tukey, Kruskall Walis e Friedman com post hoc de Dunn. Resultados: Nos
periodos avaliados, o grupo TV desenvolveu necrose significativa tanto em relacdo ao
GC quanto ao TI, e houve progressao relevante no grupo TI. As caracteristicas
histol6gicas apontaram infiltrado inflamatério intenso e fibrose de moderada para
intensa no grupo TV, e ambos passaram de leve para moderado no grupo TI. A
expressao das citocinas TNF-a e IL-6 aumentaram de forma consideravel no grupo
TI. Conclusé&o: Nos parametros investigados, o comprimento de onda infravermelho

demonstrou melhor desempenho comparado ao vermelho.

Palavras-chave: Fotobiomodulacédo; Enxerto de Pele; Tratamento P0Os-Cirdrgico;

Terapia Laser de Baixa Intensidade.
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4.3.1 Introducéo

A técnica de enxertia cutanea € muito utilizada na cirurgia plastica reparadora
(Andreassi et al., 2005), mas esta sujeita a varios desfechos adversos como necrose,
seroma, hematoma, movimentos de cisalhamento, dentre outros (Mcgregor;
Mcgregor, 1995; Alves; Corréa; Liebano, 2009; Ferreira et al., 2011; Stanley et al.,
2013). Para evitar esses desfechos e maximizar os resultados estéticos e funcionais,
€ preciso potencializar o processo de cicatrizacdo estimulando a neovascularizacao,
proliferacéo celular, sintese proteica, além de modular a inflamacédo (Fujino et al.,
1986; Kiyoizumi, 1988; Sobanko et al., 2008; Alves et al., 2009; Kazemikhoo et al.,
2018).

Todos esses beneficios celulares e moleculares podem ser alcancados
mediante o uso da fotobiomodulagcdo (FBM) laser, um recurso fisioterapéutico
presente no tratamento de variados tipos de feridas cutaneas (de Moraes, 2018).
Porém, a FBM é pouco investigada como terapia pos-cirurgica para enxertos de pele
(da Silva et al., 2013; Dahmardehei et al., 2016; Reis Filho et al., 2017; Kazemikhoo
et al., 2018; Martignago et al., 2019; Castro et al., 2020; Moreira et al., 2020),
evidenciando assim uma lacuna expressiva sobre os efeitos fotobiomodulares
decorrentes da adequada parametrizacdo do laser no auxilio a integracéo de enxertos.

A vista disso, o objetivo deste estudo foi avaliar e comparar a a¢éo da FBM
laser nos comprimentos de onda vermelho e infravermelho, quantificando
macroscopicamente a necrose tecidual e a expresséao de trés citocinas inflamatorias,

como também a qualidade da fibrose e do infiltrado inflamatoério do tecido enxertado.

4.3.2 Métodos

Todos os procedimentos deste estudo foram executados seguindo o Guia de
Cuidados e Uso de Animais de Laboratério, assim como as normas internacionais de
ética e experimentacdo animal (National Research Council, 1996). O estudo foi
protocolado no Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal
de Séo Carlos (UFSCar - CEUA n° 1689070519).

Animais e procedimento cirdrgico experimental
Foram utilizados 36 ratos machos (Rattus norvegicus: var. albinus, Rodentia
Mammalia) da linhagem Wistar, com massa corporal entre 350-400 gramas. Todos 0s

animais foram mantidos em gaiolas individuais, com livre acesso a agua e racao, e
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temperatura (24+1°C), umidade (55+5%) e luz (ciclo claro-escuro de 12/12 horas)
controlados.

Os animais foram anestesiados via intraperitoneal com a combinagdo de
Acepromazina (2,5 mg/kg), Ketamina (75 mg/kg) e Xilazina (5 mg/kg), de acordo com
a massa corporal de cada um e com o auxilio de seringas de insulina. Apés, foram
posicionados em uma superficie plana com extensdo dos quatro membros, para a
realizacdo da tricotomia digital dorso e sua marcacgédo, formando um retangulo nas
dimensodes de 5 cm de comprimento e 3 cm de largura.

Na sequéncia, o fragmento de pele foi retirado e o paniculo carnoso foi
separado da derme para mimetizar o enxerto de pele de espessura total (Richter et
al., 2006 e 2009). Visando impedir a inosculagéo vascular, o enxerto foi rotacionado
em 180°, suturado em seu leito com pontos a 1 cm de distancia, e um ponto central
foi adicionado como precaucéo ao deslocamento do tecido e/ou formacéao de bolhas
(Martignago et al., 2019; Castro et al.,, 2020) (figura 7). Os animais receberam
Tramadol (20 mg/kg) via intramuscular logo apos o fim do procedimento cirirgico e

por mais dois dias consecutivos.

! | v =

Figura 7 - Fotos representativas do procedimento cirargico. A. Animal com o dorso
tricotomizado e demarcado para o enxerto (dimensdo: 5x3 cm); B. Enxerto sem o
musculo paniculo carnoso; C. Inser¢ao do ponto central para estabilizagdo do enxerto;
D. Enxerto suturado, com demarcacoes para aplicagcado da FBM laser.
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Grupos experimentais e fotobiomodulagéo

Os animais foram divididos randomicamente em trés grupos experimentais:
grupo controle (GC), grupo tratamento vermelho (TV) e grupo tratamento
infravermelho (TI). Cada grupo foi composto por 12 animais, e todos passaram pelo
procedimento cirdrgico de enxerto de pele total. Dos trés grupos, somente o GC néo
recebeu aplicacdo de FBM, enquanto os grupos TV e TI foram irradiados
imediatamente apos a cirurgia e por mais dois dias consecutivos, totalizando assim

trés aplicagbes com a FBM (figura 8).

Figura 8 - Representacdo do tratamento pdés-operatério com FBM laser. A.
Posicionamento dos 6 pontos irradiados; B. Aplicacdo da FBM nos respectivos pontos

pré-determinados.

Para o tratamento com FBM laser, foi utilizado o equipamento Therapy XT,
DMC, Sao Carlos/SP, Brasil, nos comprimentos de onda vermelho (660 nm) e
infravermelho (808 nm). As irradiacées foram realizadas no modo de contato,
perpendicular ao local, e os parametros empregados foram fixos para os dois
comprimentos de onda (tabela 4).

A eutanasia dos animais aconteceu nos 3° e 7° dias pOs-operatérios, atraves
da decapitacédo, e 6 animais por grupo foram submetidos a eutandsia em cada periodo
(Damy et al., 2010; Andrade et al., 2017).
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Tabela 4. Parametrizacdo da FBM laser utilizada em cada aplicagéo.

Parametros

Area do feixe (cm?) 0,04
Poténcia (mW) 100
Irradiancia (mW/cm?) 2.500
Fluéncia (J/cm?) 25
Tempo de irradiacéo (s) 10
Energia por ponto (J) 1
Numero de pontos irradiados 6
Energia total (J) 6

Andélise macroscoépica da necrose

Com o auxilio de uma camera digital posicionada em um tripé a 20 cm de
distancia da regido dorsal dos animais, imagens foram registradas e analisadas no
software Image J®, versdo 1.3.1 (NHI, Estados Unidos). Primeiramente, toda a area
do enxerto foi delimitada e obteve-se seu valor em pixels; em seguida, todas as areas
de necrose tecidual também foram delimitadas e os respectivos valores em pixels
foram somados. Para determinar a porcentagem de necrose de cada animal, calculou-
se a razao entre a somatéria das areas necroticas pela area total do enxerto, e esse

resultado foi multiplicado por 100 (Tim et al., 2018).

Analise histoldgica

As amostras teciduais foram retiradas de regifes que, visiveis a olho nu,
indicavam ndo possuirem necrose. Essas foram denominadas neste estudo como
regido de transicdo, que compreende uma parte do enxerto sem tecido necroético e
uma parte do tecido saudavel. Posto isso, as amostras foram fixadas em formalina
tamponada a 10% (Merck, Darmstadt, Alemanha), seguido pelo emblocamento em
paraplast e cortes longitudinais desses blocos com 5 um de espessura.

Cada lamina foi composta por trés cortes das respectivas amostras, 0s quais
foram corados com hematoxilina e eosina (HE, Merck). Por intermédio de um

microscépio de luz (Olympus, OpticalCo. Ltd, Tokyo, Japan) em magnitude de 4x, dois
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avaliadores cegos ao estudo descreveram qualitativamente sobre a presenca de
infiltrado inflamatorio e fibrose, a partir da analise de 3 campos de cada lamina. Para
as descri¢des qualitativas, utilizou-se como base uma avaliacdo semiquantitativa, que
pontua em uma escala de 0 a 3 (0 = ausente, 1 = leve, 2 = moderado, 3 = intenso)
(Brassolattl et al., 2018; Otterco et al., 2018).

Quantificacdo de citocinas inflamatorias

As citocinas fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucina 6 (IL-6) e
interleucina 10 (IL-10) foram mensuradas via ensaio imunoenzimatico. Apés a
centrifugacédo do sangue dos animais, o soro oriundo foi aliquotado em microtubo e
congelado a -80°C. Kits Mouse TNF-a, IL-6 e IL-10 ELISA Set (BD Biosciences®,
Minnesota, EUA) foram empregados, de acordo com as orientacdes do fabricante, e
os dados da quantificacdo da absorbancia foram obtidos por um leitor de microplacas

(Multiskan FC, Thermo Scientific®) em 450 nm de comprimento de onda.

Analise estatistica

Os testes de Shapiro-Wilk e de Levene foram aplicados nos dados quantitativos
para verificar suas normalidade e homogeneidade, respectivamente. O teste ANOVA
- Two Way com post hoc de Tukey foi utilizado nos dados da necrose macroscépica e
da citocina IL-10. Os testes Kruskall Walis e Friedman, ambos com post hoc de Dunn,
foram utilizados nos dados das citocinas TNF-a e IL-6 para as comparacdes
intergrupos e intragrupos, mutuamente. Foram consideradas as diferencas

estatisticas de 5% como significativas.

4.3.3 Resultados

A analise clinico-fotografica verificou os seguintes percentuais médios de
necrose: 21,94% no 3° dia e 26,30% no 7° dia do GC; 46,50% no 3° dia e 58,08% no
7° dia do grupo TV; 17,06% no 3° dia e 39,54% no 7° dia do grupo TI.

O grupo TV apresentou as maiores porcentagens médias, com significancia
estatistica tanto em relacdo ao GC quanto ao grupo Tl nos dois periodos avaliados.
Ja no grupo TI, ndo foram encontradas diferencas estatisticas significativas quando
comparado com o GC, mas dentre os seus 3° e 7° dias, houve um acréscimo

consideravel de necrose e consequente diferenca estatistica.
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Figura 9 - Média e desvio padréo das porcentagens de necrose dos diferentes grupos,
nos dois periodos avaliados. p<0.05: (*) grupo controle x grupo 660 nm ;(**) grupo 660

nm X grupo 808 nm; (#) intragrupo 808 nm

As caracteristicas histolégicas do GC demonstram fibrose moderada no dia 3 e
leve no dia 7, com infiltrado inflamatério leve nos dois periodos. No grupo TI, tanto a
fibrose quanto o infiltrado inflamatério passaram de leve no dia 3 para moderado no
dia 7. Em contraparte, o grupo TV apresentou caracteristicas inferiores aos demais
grupos, com fibrose moderada no dia 3 e intensa no dia 7, e infiltrado inflamatério
intenso nos dois dias avaliados (figura 10).

A respeito da expressdo das citocinas inflamatorias, ndo foram identificadas
significAncias estatisticas na citocina IL-10. J& nas citocinas TNF-a e IL-6, foi
verificado um aumento na expressao de ambas no grupo Tl, quando comparadas nos

dois periodos desse grupo (p = 0.0017 e p = 0.0003, respectivamente).
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Grupo Controle Grupo TI (808 nm)

crografias dos cortes histoldgicos, corados com
hematoxilina e eosina, dos grupos investigados. (EP) epiderme; (DE) derme;(*)

fibrose; (seta) infiltrado inflamatorio

4.3.4 Discusséo

O proposito deste estudo foi investigar e comparar a agdo da FBM laser em
comprimentos de onda distintos, no tratamento pos-cirdrgico de enxerto de pele total,
em ratos. Observou-se resultados promissores no grupo TI, visto que o TV foi 0 grupo
gue mais obteve necrose nos dois periodos avaliados e caracteristicas histol6gicas
graves. Todavia, apos a retirada do tratamento, o percentual de necrose aumentou no
grupo Tl entre os dias analisados, com modificagdes morfologicas menos intensas e
deteccéo das citocinas TNF-a e IL-6.

Os comprimentos de onda da FBM laser mais citados na literatura sdo o
vermelho e o infravermelho (Chung et al., 2012), principalmente no que tange a
profundidade tecidual alcancada, sendo que o vermelho atua mais superficialmente e
o infravermelho em tecidos mais profundos (Karu, 2010). Entretanto, atualmente o uso

do infravermelho vem sendo explorado para tratar lesées em tecidos mais superficiais,
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como a pele (Fathabadie et al., 2013), e por isso a comparacao desses comprimentos
de onda no reparo tecidual busca entender qual a maior contribuicdo de cada luz.

De Souza et al. (2019) contrastaram a FBM laser de 660 nm com a de 830 nm
na integracdo de enxerto de pele, em ratos. O tratamento foi iniciado no 3° dia pés-
operatério e finalizado apods sete dias consecutivos, com fluéncia de 10 J/cmz?,
irradiancia de 1.07 W/cm?, energia total de 3.64 J e os autores encontraram menor
extensdo do infiltrado inflamatério nos dois grupos. A dosimetria aplicada em nosso
estudo corrobora com os achados de de Souza et al. (2019) apenas em relagéo ao
grupo tratado com infravermelho, divergindo do grupo laser 660 nm que apresentou
intenso infiltrado inflamatério nos dois periodos avaliados.

Martignago et al. (2019) também compararam os dois comprimentos de onda
em enxerto de pele, em ratos, mas com a FBM diodo emissor de luz (LED). Com
fluéncia de 6 J/cm?, irradiancia de 0,4 W/cm?, energia total de 45 J, os autores
identificaram melhor organizacdo do colageno no grupo LED 660nm, quando
comparado ao grupo LED 850 nm. Inversamente, 0 nosso estudo expde fibrose
moderada no 3° dia e intensa no 7° dia no grupo tratado com laser 660 nm, enquanto
o tratado com laser 808 nm apresentou colageno mais organizado.

Perante os estudos que, assim como 0 nosso, fixaram os parametros para
comparar os dois comprimentos de onda, observa-se que a FBM laser vermelha nao
proporcionou boas condi¢cdes morfoldgicas apenas em nosso estudo. Uma das
hipoteses que pode explicar essa disparidade consiste no numero de pontos
irradiados, associado ao tamanho do enxerto. Martignago et al. (2019) aplicaram o
LED em 15 pontos no enxerto com as mesmas dimensfdes do nosso estudo; ja de
Souza et al. (2019) usaram o laser em 13 pontos no enxerto com dimensao de 2 x 2
cm.

Desse modo, a quantidade de pontos irradiados em nosso estudo pode nao ter
sido suficiente para o tamanho do enxerto, refletindo assim na baixa energia
distribuida pelo enxerto tratado com laser 660 nm. No entanto, a mesma hipotese ndo
foi observada no grupo tratado com laser 808 nm. Assim como de Souza et al. (2019)
e diferentemente de Martignago et al. (2019), nosso estudo identificou fibrose e
infiltrado inflamatdrio leves no 3° dia, com uma pequena modificacdo no 7° dia,
reforcando que o comprimento de onda infravermelho parece tratar lesdes em tecidos

mais superficiais (Fathabadie et al., 2013).



62

No que diz respeito as citocinas inflamatorias, a literatura € escassa em estudos
in vivo que avaliem a acdo da FBM na expressdao do TNF-a e da IL-6, ainda mais
correlacionando-as a viabilidade tecidual. Esteves et al. (2022) avaliaram duas
energias (0,29 J e 7,30 J) do laser 660 nm no tratamento de retalho cutédneo aleatorio,
e verificou que a energia maior reduziu tanto a porcentagem de necrose quanto a
expresséo do TNF-a.

Taradaj et al. (2018) confrontaram trés comprimentos de onda (658 nm, 808 nm
e 940 nm) da FBM laser como tratamento clinico auxiliar em Ulceras de pressao,
aplicando fluéncia de 4 J/cm?2 uma vez ao dia, 5 vezes por semana durante 1 més.
Apos coleta sanguinea dos voluntarios, os autores detectaram reducéo expressiva na
concentracdo das citocinas pré-inflamatérias TNF-a e IL-6 nos pacientes que
receberam a FBM vermelha.

Posto isso, no estudo em questéao o tratamento em enxerto de pele com laser
660 nm, energia total de 6 J e fluéncia de 25 J/cm2? ndo agiu na modulacdo das
citocinas, além de atingir percentuais de necrose significativos em relacdo aos demais
grupos, nos dois periodos avaliados. De forma complementar as condi¢cdes
morfologicas vistas nesse grupo, a energia empregada parece nao ter sido suficiente.

No que se refere ao tratamento com laser 808 nm nos mesmos parametros,
houve aumento significante na expressao do TNF-a e da IL-6, assim como da
porcentagem de necrose entre os periodos avaliados. Ao associar com as condicfes
morfologicas desse grupo, indica-se que a FBM infravermelha estava agindo na
modulacao do processo inflamatério e regenerativo até o 3° dia, mas com o término

do tratamento, a inflamacao retornou e foi detectavel no ultimo periodo avaliado.

4.3.5 Concluséo
A FBM laser no comprimento de onda infravermelho e no protocolo investigado,

foi capaz de modular a inflamacé&o e aumentar a viabilidade do enxerto de pele total.
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5. CONCLUSOES GERAIS

De acordo com o estudo in vitro, foi possivel verificar que ha uma relagéo direta
entre o tempo de irradiacdo e poténcia do laser. Ao determinar a quantidade de
energia a ser utilizada, resultados mais promissores sdo alcancados quando se
associa poténcias maiores com irradiacdes de curtos tempos.

Ja com os estudos in vivo, a utilizacdo da FBM laser na area receptora se
mostrou promissora, com destaque para o comprimento de onda vermelho, que em
aplicacdo Unica se equiparou a resultados encontrados na literatura, em estudos de
tratamentos pds-cirargicos com multiplas irradiacdes. De forma complementar, o
protocolo investigado no pds-operatdrio realgcou que o comprimento de onda
infravermelho parece promover efeitos benéficos em tecidos superficiais, assim como

a literatura atual comecou a sugerir.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A presente tese demonstrou que, apesar da FBM laser ser uma abordagem
terapéutica extensivamente explorada na literatura, seu completo mecanismo de acéo
ainda é indefinido e sua utilizagcdo no auxilio a integracdo de enxertos de pele é
recente. Evidencia-se, portanto, a necessidade de estudos a nivel de cultivo celular,
experimentais e ensaios clinicos com o proposito de ampliar e aprofundar os
conhecimentos sobre essa tematica. A busca por protocolos eficazes refletira tanto na

pratica clinica da fisioterapia dermatofuncional, quanto na recuperacéo dos pacientes.
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