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RESUMO

Os retalhos cutidneos sdo amplamente utilizados na cirurgia pldstica, principalmente na
reconstrutiva. Apds o procedimento operatério, uma das principais complicacdes é a
isquemia, podendo ocasionar a necrose do retalho. Vérios recursos tém sido estudados com o
intuito de aumentar a viabilidade desses retalhos. Dentre esses recursos, o laser de baixa
intensidade € uma alternativa de tratamento, uma vez que pode promover um aumento da
microcirculacdo e da neoformacdo vascular. Entretanto, existem discrepancias na literatura
em relacdo aos pardmetros empregados no uso do laser de baixa intensidade, principalmente
das fluéncias utilizadas nos tratamentos. Este estudo teve como objetivo verificar o efeito de 2
comprimentos de onda diferentes (660nm e 780nm), com fluéncias de 30 e 40J/cm2, na
viabilidade do retalho cutineo randdmico em ratos, avaliados pelo método do gabarito de
papel, contagem dos vasos sanguineos, atividade da metaloproteinase de matriz -2 (MMP-2),
avaliag@o dos niveis plasméticos de NO, e expressdo do fator induzivel por hipéxia (HIF-1a).
Sessenta ratos da linhagem Wistar foram usados nesse estudo, sendo distribuidos em 5 grupos
(n=12): grupo controle, grupo irradiado com 660nm a 30J/cm?; grupo irradiado com 660nm a
40J/cm?, grupo irradiado com 780nm a 30J/cm?, e grupo irradiado com 780nm a 40J/cm®. O
retalho cutaneo foi realizado no dorso dos animais com dimensdes de 10 X 4cm e uma
barreira plastica foi interposta entre o retalho e o leito doador. Os animais receberam
irradiacdo laser imediatamente apés a cirurgia e nos 4 dias seguintes, utilizando-se a técnica
pontual em contato em 24 pontos distribuidos sobre e ao redor do retalho. No sétimo dia p6s-
operatorio foi avaliado a porcentagem de drea de necrose e coletado amostras de tecido para
andlise histolégica, zimografica e de expressdo protéica por western blotting, os animais
foram eutanaziados por exsanguinacdo, e no sangue foram avaliados os niveis plasmaticos de
NO. Os dados obtidos a partir da avaliagdo pelo método de gabarito de papel mostraram que
ndo houve aumento na viabilidade dos retalhos cutdneos apds tratamento com laser. Pelas
andlises bioquimicas observamos que o laser modulou a atividade de MMP-2 e a expressdo de
HIF-1a,, bem como induziu o aumento no nimero de vasos especialmente nos grupos
irradiados com 40J/cm* independente do comprimento de onda utilizado. A medida do NO
circulante ndo apresentou diferenca entre os grupos. A andlise molecular mostrou que a
aplicag@o do laser com os parametros aqui utilizados, embora tenha estimulado a angiogénese
por modular HIF-1a e a atividade de MMP-2 néo foi capaz de melhorar a viabilidade dos
retalhos cutaneos. Assim, concluimos que para encontrarmos os efeitos benéficos e seguros da
laserterapia precisamos compreender seus mecanismos de acdo e conhecer os melhores
parametros de utilizagdo.

Palavras-chave: LLLT, terapia a laser de baixa intensidade, neovascularizacdo, retalhos
cirtrgicos.



ABSTRACT

Skin flaps are widely used in plastic surgery, mainly in reconstruction surgeries (transference
of skin graft, pre-made tissues). After the surgery one of the major complication is ischemia,
which may cause necrosis of the flap. Several features have been studied with the aim of
increasing the viability flaps. Among these features, the low laser therapy is an alternative
treatment, since it can promote an increase in microcirculation and vascular neoformation.
However, there are discrepancies in the literature of the parameters employed in the use of
laser, especially the fluence used in treatment . The aim of this study was to investigate the
effects of 2 different laser wavelengths (660nm e 780nm) at 30 and 40J/cm?, on the viability
of skin flap in rats evaluated by the paper template, vessels blood counting, activity of matrix
metalloproteinase-2 (MMP-2), evaluation of plasma levels of NO, and expression hypoxia-
inducible Factor la. Sixty male animals Wistar were used in this study and they were
distributed into the following groups (n=12 each group): control group, group irradiated with
660nm, at 30J/cm?; group irradiated with 660nm, at 40J/cm” group irradiated with 780nm, at
30J/cm?, and group irradiated with 780nm, at 40J/cm®. The skin flap was performed on the
back of all animals studied, with a plastic sheet interposed between the flap and the donor site.
The animals received laser irradiation immediately after surgery and within 4 days, using the
technical point of contact, on 24 points on the skin surface and around it. On the seventh
postoperative day was evaluated the percentage of necrotic area and collected samples of
tissue for histological analysis, zymography and protein expression by Western blotting,
animals were euthanized by exsanguination, and blood were evaluated plasma levels of NO.
The data obtained from the evaluation by the method of the paper template showed no
increase in the viability of skin flaps after laser treatment. For biochemical analysis we found
that the laser modulates the activity of MMP-2 and expression of HIF-1a and induced an
increase in the number of vessels especially in the groups irradiated with 40J/cm?
Measurement plasma level of NO did not differ between groups. Molecular analysis showed
that the application of laser parameters used here, although it stimulated angiogenesis by
modulating HIF-1a and activity of MMP-2 was not able to improve the viability of skin flaps.
Thus, we conclude that to find the beneficial effects of laser therapy we need to understand
their mechanisms of action and know the best parameters to use.

Keywords: Laser therapy, low-level; neovascularization; surgical flaps.
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Esta dissertacdo foi estruturada no modo de artigos, sendo dividida em 3 partes, redigida com
base nas normas metodolégicas da ABNT.
A primeira parte € constituida de um resumo, justificativa, objetivo e detalhamento da

metodologia empregada.

A segunda parte compreende os artigos elaborados com base na primeira parte. Foram
redigidos dois artigos, o primeiro abordando a avaliacdo do retalho cutineo pelo método do
gabarito de papel, denominado: “The Effects Of The 660nm and 780nm Laser Irradiation On
Viability Of Random Skin Flap In Rats” (Efeitos da irradiacdo laser 660nm e 780nm na
viabilidade do retalho cutdneo randémico em ratos), publicado pela Photomedicine and
Laser Surgery em outubro de 2009. O segundo artigo aborda os aspectos relacionados com a
vascularizacdo do retalho cutaneo sob a¢do do laser, intitulado: “Efeitos da Irradiacido Laser
na Viabilidade do Retalho Cutaneo Randdmicos de Ratos: Modulacido da Atividade de MMP-

2, da expressdo de HIF-1a durante a angiogénese.

A terceira parte é composta das conclusdes gerais obtidas a partir dos resultados

experimentais, bibliografia utilizada e anexo.



SUMARIO

RESUMO ...ttt et ettt et e st e et e et e eate e et eeeabees 7
ABSTRACT ...ttt ettt ettt et e st et e st e ettt e e bae e sabe e e eaeeeeabeas 8
LISTA DE ABREVIATURAS ...ttt et 9
LISTA DE FIGURAS ... ettt ettt e et e et e e e st e e et e e e eees 12
LISTA DE TABELAS ..ottt et e ettt e e et ee e et e e e 13
SUMARIO.....ccooiiuiiniiniit st ettt 15
PARTE 1

1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA ......coooititieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 17
2. O0BIETIVO .ttt ettt e ettt e ettt e e et e e e e nteeeeennteeeeenaeeens 21
2.1 ODBJELIVO GETAL ..ottt ettt e e e e ettt e e et e e e ettt e e e entte e e enaeeens 21
2.2 ODBJetiVO ESPECTIICO ..eeeniiiieieiii ettt ettt e e et te e e ettt eeeentte e e enaeeens 21
3. MATERIAIS E METODOS......coooiimiimiieieneeteiseises s sess s sssssses oo 22
3.1 Animais de EXPerimentacao.......coocuuueiiiiiieiriiiieiiiiiiee ettt et et 22
3.2 Equipamento Emissor da Radiagfo Laser..........cccuvviiiieiiiiiiiiiiiieieeeieeeece e 22
3.3 Delineamento EXPerimental .............oovriiuiiiiieiiiiiiiiiiiee et ee e iireee e 23
3.4 TECNICA CIITIZICA . uuvvvreeteeeeeeiiiiieeeeeeeesittteeeeeeesetttbeeeeesessantbeeeaeessasnnsbeeeeeessssnsnseeeeeenns 25
3.5 Método de determinacdo de porcentagem da drea de necrose dos retalho....................... 28
3.6 Coleta da Amostra do Retalho CUtANEO .....ccoouuvieiiiiiiiiiiiiiiiiieecece e 30
3.7 Eutandsia dos animais € coleta de SANZUE .........eeeerurieiiniiieiiniiiee ettt 31
3.8 Procedimento MOTITOIOZICO .......uuiiiiieeriiiiiiiieeeeeeseiiiieeee e e e et te e e e e s eetbreee e s e e nntneaeeeeeens 31
3.9 Contagem dOS VASOS SANZUINEOS ...eeeeerruurrririreeeeeiaiieireeeeseresnrrrteeeessassnssreeeesssssssnseeeeeees 32
3.10 Determinacdo da atividade de MMPs por zimografia............ccccoeeiiiiiiiiiiiniieeeeee, 33
3.11 Determinacdo indireta do NO pela dosagem de Nitrato .........ccceeeeeeeeeeiiieeeniiieeeeeieenn. 33
3.11.1 Dosagem de proteinas do plasma...........ccceeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 34
3.12 Express@o de HIF-1a por Western Blotting ...........c.coooviiiiiiiiiiiiieeeiee e 34
3.13 ANALISE ESTAISTICA ...eeeiuiiiieiiiiiie ettt ettt e et e e e ettt e e e et te e e enaeee s 35
PARTE IL ..auuuiiiiiiiiintiiininniicisnnnncsssnstecssssseesssssssnssssseessssssesssssssssssssssssssssssesssssssesssssssne 36

Artigo I: The Effects Of The 660nm And 780nm Laser Irradiation On Viability Of Random
SKin FIap TN RALS ...ceiiiiiiiiiiiie ettt et ettt e s 37

Artigo II: Efeitos da Irradiagdo Laser na Viabilidade do Retalho Cutineo Randdmico de
Ratos: Modulacio da Atividade de MMP-2 e da Expressdo de HIF-1a Durante a Angiogénese

........................................................................................................................................... 47
| W I U D L 68
4. CONCLUSOES FINAIS....... s 69
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ooiiiiieie ettt 70



PARTE 1

Introdugao
Objetivo

Metodologia



17

1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A utilizag@o de retalhos cutaneos ¢ um recurso muito freqiiente em cirurgia plastica e
reparadora (CYMROT, PERCARIO, FERREIRA, 2004), representando as vezes a Unica
oportunidade para o reparo cirdrgico apos a resseccio de lesdes de pele, tumores ou quando é
necessdria reconstituicio de uma extensa drea de pele. Embora a utilizacdo de retalho
cutaneos em cirurgias seja um procedimento frequente e seguro, pode ocorrer complicacdes,

sendo a necrose a mais temida (BIONDO-SIMOES, et al., 2000).

Parte do dano tecidual no retalho cutineo randdmico, se deve ao fluxo sanguineo
inadequado, levando a necrose isquémica (CYMROT, PERCARIO, FERREIRA, 2004;
JUNIOR, et al., 2004), resultando as vezes na perda do retalho (KERRIGAN, 1983;

BIONDO-SIMOES et al., 2000).

Para garantir o suprimento sanguineo adequado do retalho € necessario que ocorra
angiogé€nese. A angiogénese € o processo de formacdo de capilares a partir de vasos pré-
existentes (BOTUSAN, et al., 2008). Ela envolve multiplos passos como, migracio e invasio
de células endoteliais, formacdo do limem, conexdo de novos segmentos vasculares com a
circulagdo preexistentes, e remodelagio da matriz extracelular (MEC), no qual as
metaloproteinases (MMPs) sdo extremamente importantes (CONWAY, COLLEN,

CARMELIET, 2001).

Os eventos celulares que ocorrem durante a angiogénese sdo complexos e altamente
regulados por diferentes vias de sinalizagdo. Sabe-se que muitos desses eventos dependem de
mecanismos moleculares envolvidos na regulacdo da expressdo génica (HAMIK et al., 2006).

A expressdo dos fatores de crescimento angiogénicos dependem da atividade de fatores de



18

transcricdo como o Fator induzido por hipéxia (HIF-1a), fatores de transcricdo da familia

Heyl1/2.

No modelo proposto, a perda do retalho por necrose é geralmente causada por hipdxia,
razdo pela qual tivemos especial interesse em investigar o fator de transcricdo HIF-1a. O fator
induzido por hipéxia-1 (HIF-1) foi inicialmente descrito como um fator heterodimérico
nuclear composto pelas subunidades HIF-1a e HIF-1B (ARNT). HIF-1 € constitutivamente
expresso na maioria das células, ja o HIF-1a € induzido em presenca de baixas concentracdes

de oxigénio celular MILKIEWICZ e HAAS, 2005).

Em normoxia, a regulacdo da atividade do complexo HIF-1 é dependente da
degradagdo da subunidade HIF-1a pelo sistema ubiquitina-proteassoma. Células em hipdxia
podem sofrer estabilizacdo e acimulo da proteina HIF-1a, principalmente através da inibigdo
de sua degradacdo pelo sistema ubiquitina-proteassoma (MILKIEWICZ e HAAS, 2005). O
HIF-1a tem um papel fundamental na cicatrizacdo de feridas, ele € necessdrio para a
expressdo ndo s6 de fatores de crescimento angiogénicos, mas também para motilidade celular

e recrutamento de células progenitoras endoteliais (BOTUSAN et al., 2008).

Descreve-se que o primeiro passo para o crescimento de capilares € a ativacdo da
célula endotelial, que inicia a protedlise da membrana basal, proliferacdo celular e o
subseqiiente crescimento de um novo capilar (RIVILIS et al., 2002). Tanto a proliferacdo
celular quanto a degradacio da membrana basal sdo essenciais para a angiogénese. A
proliferacdo celular € mediada pelo fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), um
potente agente mitogénico cuja expressdo € induzida por HIF-1 (FANG et al. 2001; RIVILIS
et al. 2002; ALBINA et al., 2001). Quanto a degradagdo da membrana basal, esta é mediada
principalmente por enzimas proteoliticas da familia das Metaloproteinases (MMPs). As

MMPs sdao uma familia de enzimas que regulam os eventos fisiolégicos relacionados ao
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desenvolvimento, regulando processos como morfogénese, cicatrizagdo de feridas, invasdo e
cresimento tumoral (VU e WERB, 2000). Durante a angiogénese as MMPs facilitam a
migracdo celular e sdo necessdrias para liberarem fatores pro-angiogé€nicos aprisionados na
MEC, as MMPs podem processar e ativar fatores de crescimento e receptores, incluindo
integrinas e receptores de adesdo celular (RUNDHAUG, 2005). O papel das MMPs na

angiogénese é complexo, estas enzimas podem facilitar ou inibir o processo de angiogénese.

Pelo exposto acima, vimos que existe uma relacdo entre a viabilidade do retalho e o
processo de angiogé€nese. Dessa maneira, controlar este processo seria uma importante
estratégia terapéutica no auxilio da viabilidade dos retalhos, melhorando seu aporte
sangiiineo. Com o intuito de garantir a viabilidade dos retalhos, sdo usados vdrios tipos de
drogas com agdo vasodilatadora, anticoagulante, antioxidante, inibitéria sobre as
prostaglandinas, bloqueadoras de canais de célcio e antiadrenérgicas (JURELL e JONSOON,
1976; DUARTE et al., 1998; DAVIS et al., 1999; LIEBANO et al., 2002). Muitas dessas
drogas exercem efeitos benéficos sobre o retalho, porém algumas delas podem levar a efeitos

sistémicos indesejaveis.

Desse modo, varios pesquisadores tém investigado a acdo de recursos nao-
farmacoldgicos, como a acupuntura e a eletroacupuntura (NIINA et al., 1997), correntes
elétricas de baixa freqii€ncia polarizadas (IM, LEE, HOOPES, 1990) ou nado polarizadas
(KJARTANSSON e LUNDEBERG, 1990; NIINA, et al., 1997; LIEBANO, FERREIRA,
SABINO NETO, 2002) e o laser de baixa intensidade (KAMI et al., 1985; SMITH et al.,
1992; KUBOTA e OSHIRO, 1996; AMIR et al., 2000) com o objetivo de melhorar a

viabilidade tecidual e minimizar a ocorréncia de efeitos colaterais indesejaveis.

A laserterapia de baixa intensidade tem sido amplamente utilizada para acelerar o

processo de cicatrizacdo (SCHINDL et al., 1998; ORTIZ et al., 2001). Os resultados
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mostraram que o laser pode aumentar a microcirculacdo e a angiogénese, proliferacdo de
fibroblastos, a deposi¢do de coldgeno e aumentar o metabolismo celular apds a sua aplicagio
(KAMI et al., 1985, SMITH et al. 1992; KUBOTA, OSHIRO, 1996; AMIR et al., 2000;
ORTIZ et al., 2001). Alguns autores t&€m mostrado um aumento do aporte sangiiineo e uma
conseqiiente melhora na sobrevida de retalhos cutaneos apds irradiacdo com laser (AMIR et
al., 2000; KUBOTA, 2002, PINFILDI et al., 2005, BOSSINI et al., 2009). Kubota e Ohshiro

(1996) também atribuem o aumento da viabilidade a melhor perfusdao sanguinea.

Os resultados da laserterapia sdo discrepantes principalmente porque hd uma
discordancia com relacdo aos parametros utilizados. A interacdo do laser com o tecido produz
diferentes efeitos, dependendo da energia aplicada (LUNDEBERG e MALM, 1991). Dessa
maneira, para avaliar sua eficicia no tratamento dos retalhos cutineos em ratos, sdo
necessdrios trabalhos que investiguem - ndo s6 a aplicagdo do laser de baixa intensidade
(como o de diodo) em diferentes dosimetrias, mas também aqueles que analisem os

mecanismos moleculares envolvidos.
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2. OBJETIVO
2.1. Objetivos gerais:

Investigar os efeitos da aplicagdo do laser de baixa intensidade em dois comprimentos

de onda, 660nm (vermelho) e 780nm (infravermelho), em retalhos cutaneos;
2.2. Objetivos especificos:

2.2.1. Avaliar os efeitos da aplicacdo de diferentes fluéncias, 30J/cm? e 40J/cm?, dos lasers
vermelho e infravermelho sobre a qualidade do retalho cutaneo, analisando a quantidade de

tecido vidvel entre os grupos;

2.2.2. Avaliar alteracdes morfoldgicas provocadas pela aplicacdo de diferentes fluéncias,

30J/cm’ e 40J/cm2, dos lasers vermelho e infravermelho nos retalhos cutaneos;

2.2.3. Avaliar a atividade proteolitica da MMP-2 nos retalhos cutineos apds aplicacdo de

diferentes fluéncias, 30J/cm? e 40J/cm2, dos lasers vermelho e infravermelho;

2.2.4. Avaliar a concentracdo de Oxido nitrico plasmadtico apds a aplicacdo de diferentes

fluéncias, 30J/cm” e 40J/cm2, dos lasers vermelho e infravermelho sobre o retalho cutianeo;

2.2.5. Analisar a expressdo protéica do HIF-1a nos retalhos cutaneos apés a aplicacdo de

diferentes fluéncias, 30J/cm? e 40J/cm2, dos lasers vermelho e infravermelho;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais de Experimentacao

Para a realizagdo deste estudo foram utilizados 60 ratos (Rattus norvegicus: var.
albinus, Rodentia, Mammalia) machos, da linhagem Wistar, com trés meses de idade e massa
corporal variando de 260 a 320 gramas, obtidos do Biotério Central da Universidade Federal

de Sao Carlos (UFSCar), campus de Sao Carlos.

Os ratos foram mantidos no Biotério do Departamento de Fisioterapia da UFSCar
durante todo o procedimento experimental em gaiolas apropriadas de prolipropileno padrio,
individual, em temperatura ambiente entre 22 e 24°C, ciclo claro/escuro de 12/12 horas,
ambiente higienizado e ventilacdo adequada, recebendo racdo prépria comum e 4gua ad

libitum.

Os experimentos foram conduzidos segundo as normas internacionais de ética na
experimentacdo animal (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1996), e aprovado pelo
comité de Etica em Experimentacio Animal da UFSCar CEEA/UFSCar (parecer 10/2008,

anexo 1).

3.2 Equipamento Emissor da Radiaciao Laser

Utilizou-se um aparelho laser de baixa intensidade de diodo AsGaAl (Arseneto de
Gilio e Aluminio), da marca MMO (MM Optics Ltda®), modelo Twin Laser, classe 3B, com
comprimento de onda de 660nm e 780nm, poténcia de saida de 40mW, drea do feixe de

0,04cm? e em modo continuo (Figura 1).
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O equipamento foi previamente calibrado e novamente aferido apds o procedimento
experimental no Laboratério de Biofoténica do Grupo de Optica do Instituto de Fisica de Sdo
Carlos, Universidade de Sdo Paulo (USP), com o propdsito de se obter uma alta

confiabilidade na intensidade efetiva da emissao laser.

Figura 1- Equipamento emissor da radia¢do laser (MM
Optics Ltda®)

3.3 Delineamento Experimental

Os 60 ratos foram pesados e distribuidos aleatoriamente, em 5 grupos de 12 animais

(CL, V30, V40, IV30, IV40) para a realizacio dos retalhos cutdneos randomicos.

Grupo CL - os animais deste grupo foram submetidos a cirurgia e a simulag¢do da radiacdo

laser em 24 pontos, por 40 segundos por ponto.

Grupo V30 - os animais deste grupo foram submetidos a radiacdo laser (A = 660nm) com
fluéncia de 30J/cm?, por 30 segundos, fornecendo 1,2] de energia por ponto, em 24 pontos,

num total de 28,8] de energia total depositada.
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Grupo V40 — os animais deste grupo foram submetidos a radiagfo laser (A = 660nm), com
fluéncia de 40J/cm?, por 40 segundos, fornecendo 1,6] de energia por ponto, em 24 pontos,

num total de 38,4] de energia total depositada.

Grupo IV30 — os animais deste grupo foram submetidos a radiag¢do laser (A = 780nm), com
fluéncia de 30J/cm?, por 30 segundos, fornecendo 1,2] de energia por ponto, em 24 pontos,

num total de 28,8] de energia total depositada.

Grupo IV40 os animais deste grupo foram submetidos a radiag@o laser (A = 780nm), com
fluéncia de 40J/cm?, por 40 segundos, fornecendo 1,6] de energia por ponto, em 24 pontos,

num total de 38,4] de energia total depositada.

Todos os grupos receberam a radiagdo laser imediatamente apds o procedimento
operatério e nos 4 dias subseqiientes a lesdo. Em todos os grupos a aplicacdo foi feita em 24
pontos, distribuidos sobre e ao redor do retalho cutdneo de base cranial, em uma tnica
aplicag¢@o ao dia. Estes pontos de radiacdo foram dispostos a 1cm da margem do retalho e a

2cm entre si (Figura 2).
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Figura 2 — Esquema ilustrativo da demarcacdo dos pontos de aplicag@o da radiagdo laser

com distancia de 2cm entre os pontos e de 1cm da margem do retalho (BOSSINI, 2009).



25

3.4 Técnica Cirurgica

N

Os animais foram pesados e em seguida anestesiados proporcionalmente a massa
corporal, via intraperitonial, com uma associacio de ketamina (95mg/kg) e xilazina
(12mg/kg), utilizando uma seringa de insulina. Posteriormente a inducdo anestésica, os
animais foram posicionados em uma superficie plana com a extensdo dos quatro membros e

realizada a tricotomia digital no dorso dos mesmos.

Na seqii€éncia, o retalho cutdneo randomico de base cranial, com dimensdes de 10 cm
de comprimento e 4cm de largura, foi demarcado, respeitando-se como limites os angulos
inferiores das escdpulas e os ossos superiores da cintura pélvica, seguindo o modelo
experimental proposto inicialmente por McFARLANE, DEYOUNG, HENRY (1965) e
empregado em vdrios outros estudos, como por LIEBANO, FERREIRA, SABINO NETO
(2002); ESTEVES JUNIOR, FERREIRA, LIEBANO (2004); PINFILDI et al, (2005),

BOSSINI et al., (2009) (Figura 3).

Figura 3 — Retalho planejado e delineado no dorso do
animal com dimensdes de 10 x 4cm.
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Os retalhos foram elevados do dorso dos animais a partir da fascia profunda dos
musculos, incluindo a fascia superficial, paniculo carnoso e pele (McFARLANE, DeYOUNG,

HENRY, 1965) (Figura 4).

Figura 4 — Retalho cutineo randdmico de base cranial
elevado.

Uma barreira plastica (filme F1) com as mesmas dimensdes do retalho (10 X 4cm) foi
interposta entre o retalho e o leito doador, impedindo a revasculariza¢ido do retalho por meio

dos vasos do leito (KORLOF e UGLAND, 1966; KAUFMAN et al., 1985) (figura 5).

Figura 5 — Posicionamento da barreira pldstica entre o
retalho e o leito doador.
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Em seguida, foi realizada a sutura com pontos simples, utilizando fio de néilon
monofilamentar 4-0, com distancia de aproximadamente lcm entre os pontos, retornando o
retalho 2 mesma posicdo de origem (DUARTE, GOMES, FERREIRA, 1998; LIEBANO,

FERREIRA, SABINO NETO, 2002; BOSSINI et al., 2009) (figura 6).

Figura 6 — Retalho suturado apds interposi¢@o da barreira
plastica.

Imediatamente apds o procedimento cirdrgico, os animais do grupo CL foram
anestesiados por mais 30 minutos e submetidos a simulagdo da radiagdo laser (o equipamento
permaneceu desligado). Os animais dos grupos V30, V40, IV30, e IV40 também foram
anestesiados por 30 minutos e receberam a radiag@o laser com A=660nm com fluéncia de 30 e
40J/cm? (V30 e V40), e radiagdo laser com A=780nm com fluéncia de 30 e 40J/cm? (IV30 e

IV40).

Todos os animais foram tratados imediatamente apds a operacdo, e nos 4 dias

seguintes, em uma Unica aplicacdo por dia no mesmo hordario todos os dias (figura 7).
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Para a padronizagao dos pontos de aplicacao do laser foi utilizado um molde pléstico, que foi
posicionado sobre o retalho, tendo como referéncia a regio cranial e as margens laterais do

mesmo, garantindo que a radiagéo laser se deu sempre nos mesmos pontos.

Nas aplicacdes foi utilizada a técnica pontual com contato, sendo a caneta do laser
posicionada perpendicularmente com o retalho cutaneo (PINFILDI ez al., 2005; BOSSINI et

al., 2009).

Figura 7 — Técnica de aplicag@o pontual em contato
utilizando molde.

3.5 Método de Determinacao de Porcentagem da Area de Necrose dos Retalhos

A porcentagem da drea de necrose dos retalhos foi avaliada no sétimo dia pds-
operatério, por meio do método do gabarito de papel (SASAKI e PANG, 1980). O limite
entre o tecido vidvel (pele macia, résea, quente e com pélos) e o tecido ndo vidvel (pele

escurecida, fria e sem pélos) foi estabelecido nos animais.

Um molde de todo o retalho foi tracado em papel vegetal (figura 8), onde se
delimitou a drea necrosada da drea vidvel do retalho (figura 9). Logo ap6s, o molde de papel
vegetal correspondente ao retalho foi recortado e aferido em uma balanga de precisdo (erro de

+-0,0001 g).
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Figura 8 — Visualizacdo da drea a ser demarcada por meio
do papel vegetal

Figura 9 — retalho com delimitac@o entre drea necrosada
(com dois tracos) e a area viavel estandardizada

A 4rea de necrose foi separada da drea vidvel do desenho e também foi aferida. Para

se encontrar a porcentagem da drea de necrose foi aplicada a seguinte férmula:

FPorcentagem da area  peso do gabarito de papel de necrose do retatho =100
de necrose do retalho — peso do gabarito de papel da area total do retatho
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3.6 Coleta da Amostra do Retalho Cutineo

Uma amostra do retalho cutaneo de todos os animais foi coletada no sétimo dia pés-
operatério. Na tentativa de padronizar a coleta da amostra foi estabelecido logo acima do
ponto mais alto de separacdo entre o tecido vidvel e o necrdtico perpendicularmente a lesdo
com lcm de largura. Todas as amostras foram retiradas com os animais anestesiados. A
regido colhida foi dividida em 3 partes, direita, central e esquerda (figura 10). A porcdo direita
foi utilizada para anédlise de Zimografia e Western Blotting, e a por¢édo central foi utilizada
para histologia. As amostras de pele foram lavadas de 3 a 4 vezes em solucdo salina. Apds a

limpeza, foi feita a remogdo de qualquer tipo de tecido periférico e demais artefatos visiveis.

Figura 10 — Representacdo da amostra do retalho cutdneo
coletado para estudo



31

3.7 Eutanasia dos animais e coleta de sangue

Ao término da avalia¢do da porcentagem da drea de necrose e da coleta das amostras

do retalho cutaneo, os animais foram mortos por exsanguinag@o sob anestesia.

Foram coletadas, aproximadamente, 3ml de amostra de sangue por puncgéo
intracardiaca. As amostras foram colocadas em tubos de ensaio, sem anticoagulante para
obtencdo do soro, e posterior dosagem de NO. Elas foram mantidas em gelo e rapidamente

centrifugadas a 3.000 rpm por 10 min a 4°C e armazenadas em freezer -20°C.

3.8 Procedimento morfolégico

Ap6s a coleta, as pecas foram armazenadas em potes individuais contendo solugdo de
formaldeido a 10% para fixacdo, durante 24 horas. Em seguida, foram lavadas em &4gua
corrente também por 24 horas. Na seqiiéncia, passaram por desidratacdo em solucdes de
alcool etilico a 70% e 100%. As pegas foram mantidas imersas por 1 hora na primeira
solugdo, o procedimento foi repetido por 8 vezes com duragdo de 1 hora cada, na segunda
solucdo. Apds os banhos de desidratacdo foi iniciada a diafanizacdo das pecas em solucdo de
dlcool/xilol (1:1) por 1 hora e, a seguir, em 2 banhos de xilol puro, também por uma hora cada
banho. Posteriormente as amostras passaram por banhos de parafina/xilol (1:1) e parafina 1

por 1h cada em seguida por parafina 2 por 2h.

Em seguida as pecas foram incluidas em parafina e cortadas com espessura
padronizada de 6um, por meio de um micrétomo rotativo, Spencer - 820, do Departamento de
Fisiologia e Patologia da Faculdade de Odontologia da UNESP (Universidade Estadual
Paulista), campus de Araraquara. Os cortes foram montados em laminas histoldgicas fixados e

corados com hematoxilina e eosina (HE).
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3.9 Contagem dos vasos sanguineo

Foram preparadas laminas histoldgicas de toda extensdo do retalho destinado a esse
objetivo (por¢do central). As amostras foram subdividida em 3 partes, para se obter uma
visualizacdo de porcdes em diferentes niveis (figura 11). Cada fatia foi fotografada em 3
campos aleatérios (total de 9 campos), num aumento de 40 vezes de objetiva, por uma cimera

digital acoplada a um microscépio de luz marca ZEISS®.

As imagens obtidas foram analisadas no software ImageJ, no qual foram contadas as
quantidades de vasos sanguineos. A contagem foi realizada por duas avaliadoras treinadas,
que nao sabiam a identidade das laminas, evitando-se assim a possibilidade de indugdo dos
resultados. Ao término da andlise, os resultados foram comparados e foi obtida a média de

vasos das avaliadoras.
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Figura 11 — Representag@o da subdivisdo do retalho cutaneo (Gaboriau & Murakami, Skin Anatomi,
Otolaryngologic Clinics of North America), dividido em 3 partes (em verde), e disposto nas laminas em
diferentes por¢des (em vermelho).



33

3.10 Determinacao da atividade de MMPs por zimografia

As amostra do tecido cutdneo foram maceradas e incubadas em 0,7 ml de tampao de
extragdo [10 mM de 4cido cacodilico (pH 5,0), 0,15 NaNOj e 0,01% de triton X — 100], o
tampdo de extracdo foi colocado numa centrifuga (30 minutos, 4°C em 13000 rpm). A
concentragdo de proteina foi determinada utilizando-se o kit BCA™ Protein Assays (Pierce),
segundo instrugdes do fabricante. Vinte microgramas de proteina foram acrescidas de tampao
de amostras (Laemly) e aplicadas em gel de 10% de poliacrilamida contendo 0,1% de

gelatina.

Os géis de zimografia consistiram de SDS (10%) com gelatina (1 mg/ml). Apds a
corrida o gel foi lavado 1 vez durante 30 minutos em solugdo 2,5 de Triton X — 100 para
remocdo de SDS e foi incubado no tampéo de substrato (Tris — HCL 50mM pH 8,0, CaCl, 5
mM e NaN3 0,02%, a 37°C, durante 24h. Apés esse tempo foi corado com Coomassie Blue
Brilliant R-250 (Bio-Rad) por 1h e 30 minutos e descorado com acido acético: metanol: dgua
(1:4:5) para visualizagdo das areas de atividade. As amostras também foram incubadas em
EDTA para diferenciar a expressido de metalopeptidases ou de serinoproteinas. Foi utilizado o
software “Kodak Digital Science 1D” para fotografar o gel e o software Gene Tool da

Syngene para a andlise densitométrica das bandas.

3.11 Determinacao Indireta do NO pela Dosagem de Nitrato

A determinacdo da concentracdo de 6xido nitrico plasmatico foi feita através de uma
técnica de quimioluminescéncia NO/ozo6nio utilizando-se um analisador de NO (Sievers 280

NO Analyser, Boulder CO. USA).
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Aliquotas de 50 pl de amostra foram separadas para desproteinizacdo com 100 ul de
etanol absoluto a 4°C e mantido por 30 min em freezer (-20°C) e, posteriormente, submetido
a centrifugac@o (10000 rpm, 5 min) para posterior leitura no analisador. Cinco microlitros (5
pl) do sobrenadante desta amostra foram colocada na cdmara de reacdo do analisador
contendo um agente redutor (0,8% de cloreto de vanadio em HCIl IN a 95°C) que converte
nitrato em NO, em quantidades equimolares. O NO ¢é dragado para a camara de
quimioluminescéncia do analisador, que por sua vez, reage com o ozonio (O3), formando
diéxido de nitrogénio (NO;). O NO; apresenta-se numa forma instdvel e tem a capacidade de
emitir fétons que se chocam contra uma superficie foto-sensivel de uma célula
fotomultiplicadora. O féton emitido pela reagdo é detectado e convertido em sinal elétrico.
Essa corrente de elétrons é captada, amplificada e processada por um transdutor analégico-
digital, dando origem a um tracado grifico, em que a drea sob a curva gerada corresponde a
concentracdo de nitrato na amostra. A curva padrio foi preparada com nitrato de s6édio nas

concentragdes 5, 10, 15, 25, 50 e 100 uM. Os valores de nitrato foram expressos em uM.
3.11.1 Dosagem de proteinas do plasma

A dosagem de proteinas foi determinada pelo método de Bradford (1976) em

espectrofotometro, utilizando como padrao a albumida bovina (BSA, 1mg/ml).

3.12 Expressao de HIF-1 alpha por Western Blotting

Foi utilizado 50ug de proteina (da regido correspondente ao lado direito) obtida a
partir do extrato total dosadas pelo kit BCA™ Protein Assay (Pierce). As amostras foram
diluidas em tampao amostra (LAEMLY, com agente redutor, Betamercapto). O material foi
fervido por 5 minutos e submetido a eletroforese em um sistema SDS-PAGE, gel de
poliacrilamida 10%. Apds a eletroforese, as proteinas foram transferidas para a membrana de

nitrocelulose (Bio-Rad) em aparelho transferidor semi-seco (Bio-Rad). A membrana foi
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bloqueada em solucdo de leite molico 5% diluida em PBS com 0,1% de Tween 20 (PBST)
por 1 hora com agitacdo leve em temperatura ambiente. Posteriormente foram feitas 3
lavagens de 10 minutos cada com PBST. O anticorpo HIF -la primdrio (Santa Cruz) foi
diluido em PBST com 0,5% de BSA (1:1000) over night e o anticorpo secundario foi diluido
em PBST com 0,5% de BSA (1:2000) por 1 hora em temperatura ambiente. A membrana foi

revelada em filme apds uso do Super Signal (Pierce)

3.13 Anélise Estatistica

Os dados foram apresentados por meio de técnicas descritivas, tais como graficos e
tabelas, na forma de média e desvio padrdo, submetidos a andlise de variancia (ANOV A- One
way). Na presenca de diferenca significativa (p<0,05), foi aplicado o teste de post-hoc Tukey.
Para todas as andlises foi utilizado o programa Graph Pad Prism® versio 3, e o

STATISTICA® 5.5.

Grupos comparados:

- Controle vs V30, V40, IV30, IV40

- V30 vs V40
Mesmo comprimento de onda, com diferentes fluéncias;
-IV30 vs IV40
- V30 vs IV30
Mesma fluéncia, em diferentes comprimentos de onda;
- V40 vs IV40

Nao foi realizada a comparagdo de diferentes comprimentos de ondas
concomitantemente com diferentes fluéncias, devido o objetivo. Portanto, ndao foram
comparados:

- V30 vs IV40

- V40 vs IV30



36

PARTE 11

ARTIGOI:

“THE EFFECTS OF THE 660nm AND 780nm LASER IRRADIATION ON VIABILITY OF
RANDOM SKIN FLAP IN RATS” (Efeitos da irradiacao laser 660nm e 780nm na
viabilidade do retalho cutaneo randomico em ratos)

Photomedicine and Laser Surgery, outubro de 2009.
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“EFEITOS DA IRRADIACAO LASER NA VIABILIDADE DO RETALHO CUTANEO
RANDOMICOS DE RATOS: MODULACAO DA ATIVIDADE DE MMP-2 E DA
EXPRESSAO DE HIF-1a DURANTE A ANGIOGENESE”
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Efeitos da Irradiacao Laser 660 nm E 780 nm na Viabilidade do Retalho

Cutaneo Randomico em Ratos
Vivian Curyl; Paulo Sérgio Bossini'; Renan Fangell; Jaqueline de Sousa Crusca®; Ana
Claudia Renno’; Nivaldo Antonio Parizotto'

! Laboratério de Eletrotermofototerapia, Universidade Federal de Sdo Carlos, Departamento
de Fisioterapia — Brasil — SP

Endereco: Rodovia Washington Luis, km 235 - CEP. 13565-905 — Séo Carlos — SP — Brasil.
viviancury @yahoo.com.br

? Departamento de Bioengenharia, Universidade de Sdo Paulo.

Endereco: Av. Trabalhador Sao Carlense, 400, CEP. 13566-590 - Sao Carlos — SP — Brasil.

3 Departamento de Biociéncia, Universidade Federal de Sdo Paulo, Av. Ana Costa, 95, Santos
— SP — Brasil.

Objetivo: Alguns estudos t€m demonstrado que a laserterapia € capaz de aumentar a
viabilidade do retalho cutineo, diminuindo a drea de necrose e aumentando a neoangiogénese.
No entanto, os mecanismos pelos quais o laser atua sobre as células ndo sdo completamente
compreendidos. O presente estudo investigou os efeitos de dois diferentes comprimentos de
onda com fluéncias de 30 e 40 J/cm? sobre a viabilidade de retalhos cutineos em ratos.
Material e Métodos: Foram utilizados Sessenta ratos machos Wistar distribuidos nos
seguintes grupos (n = 12 cada grupo): grupo controle, grupo irradiado com 660 nm, a 30
Jem?; grupo irradiado com 780 nm, a 30 Jem?, grupo irradiado com 660 nm, a 40 Jem® e
grupo irradiado com 780 nm, a 40 J/em®. O retalho cutineo foi realizado no dorso de todos
animais estudados e foi interposta uma folha pldstica entre o retalho e o leito doador. A
irradiacdo laser foi feita imediatamente apOs a cirurgia e nos dias 1, 2, 3 e 4 pos-cirurgia. A
porcentagem da drea de necrose do retalho foi calculada no 7° dia pds-operatdrio. Resultados:
0 grupo controle mostrou uma area de necrose de 62, 83%. Nao foi encontrada nenhuma
diferenca estatistica significativa entre os grupos irradiados e o grupo controle. Conclusao:
Este estudo mostrou que o laser 660nm e 780nm nas doses de 30 e 40J/cm” ndo foram
eficientes para diminuir a drea de necrose de retalhos cutdneos em ratos.

INTRODUCAO

O retalho cutdneo é um procedimento cirdrgico comum utilizado em cirurgias
plésticas e de reconstru¢@o. No entanto, muitas complica¢des relacionadas a cirurgia poderiam

1
levar ao fracasso do retalho .

Complicagdes na viabilidade do retalho podem surgir por diversas causas. O prejuizo
na nutri¢do vascular de um retalho de padrdo axial pode resultar em isquemia ou congestao

venosa, formacgdo de hematoma ou infec¢do, podendo levar & uma necrose total ou parcial do
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retalho’. As tentativas para maximizar a capacidade de sobrevivéncia do retalho incluem
algumas intervengdes como a melhoria do estado nutricional do paciente, evitar
eletrocauterizagdo, garantir hemostasia adequada e evitar lesdo por compressao no manuseio
do retalho”. Terapias inovadoras com o objetivo de aumentar o fluxo sangiifneo para o retalho

tém sido investigadas, incluindo a terapia laser de baixa intensidade® (LLLT).

Muitos autores mostraram os efeitos positivos do LLLT sobre a viabilidade do retalho
cutineo® . Bossini et al.?, Prado ef al.* ¢ Pinfildi e cols.” demonstraram que a irradiagdo laser
€ capaz de produzir um aumento significativo na viabilidade do retalho cutdneo, diminuindo a
drea de necrose. Os efeitos do laser estdo baseados na estimulagdo da atividade mitocondrial
pela luz, que estimula a prolifera¢do celular promove absor¢@o de fibrina a partir do tecido
lesado e aumenta a conversdo de miofibroblastos em fibroblastos, o que poderia explicar o
aumento de sobrevida do retalho cutineo apés a irradiacio laser. Além disso foi demonstrado
que a irradiacdo laser pode estimular a angiogénese na drea do retalho e produzir-adequada
perfusio sanguinea™ . E sabido que o desenvolvimento de novos vasos sangiiineo é essencial
no processo de cicatrizagdo e restabelecimento da circulacdo no limite da necrose permitindo

0 reparo tecidual®”®.

Apesar de varios trabalhos demonstrarem os efeitos positivos da LLLT sobre a
viabilidade do retalho cutineo, ha caréncia de protocolos clinicos e uma vasta gama de doses
utilizadas por diferentes autores. Alguns trabalhos encontraram reducdo da drea de necrose
com doses baixas como 3J/cm® *?, enquanto outros encontraram o mesmo efeito usando doses
mais elevadas, como 24J/cm”>. No entanto, a dose ideal e o comprimento de onda capaz de

aumentar a viabilidade do retalho ainda sdo controversos.

A LLLT com a finalidade de regeneracdo tecidual tem sido amplamente utilizada nos

ultimos anos. No entanto, o conhecimento dos mecanismos pelos quais a terapia laser atua
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ainda é limitado”'’. Além disso, sdo raros os estudos explorando os efeitos de diferentes
poténcia, densidades de energia e de comprimento de onda, especialmente em modelos in
vivo'"'?. Para a utilizacdo segura e eficaz do laser como modalidade terapéutica é necessario
uma investigacdo dos efeitos e das caracteristicas dose-resposta desta terapia. Poucos estudos
investigaram os efeitos de doses altas na viabilidade do retalho cutineo. Assim, o objetivo
deste estudo foi determinar a drea de necrose do retalho cutdneo em ratos apds irradiacdo com

660nm e 780nm, nas fluéncias de 30J/cm? e 40)/cm’.

METODOS

Este estudo foi conduzido de acordo com o Guia de Cuidados e Uso de Animais de
Laboratério e aprovado pelo Comité de Etica Animal da Universidade Federal de Sdo Carlos.
Sessenta ratos machos adultos (Wistar, de 12 semanas, 260-320g) foram divididos
aleatoriamente em 5 grupos, com 12 animais cada: grupo 1 (grupo controle), grupo 2
(irradiado com laser de 660nm, 30J/cm2), grupo 3 (irradiado com laser de 780nm, 30J/cm2),
grupo 4 (irradiado com laser de 660nm, 40J/cm?) e grupo 5 (irradiado com laser de 780nm,
40J/cm?). Todos os animais foram anestesiados com ketamina (95mg/kg) e xilazina
(12mg/kg) intraperitoneal e também foram depilados. Um retalho cutdneo randdmico,
medindo 10 x 4cm foi criado com uma base cranial no dorso de cada rato’. Uma barreira de
plastico com as mesmas dimensdes foi colocada entre o retalho e o seu leito doador. Os

retalhos foram fechados com pontos simples com fio monofilamentar de nylon 4-0.

Os animais receberam irradiagdo laser imediatamente apds o procedimento operatério
e nos 4 dias subseqiientes, em 24 pontos distribuidos sobre e ao redor do retalho. Foi utilizado

um laser de baixa intensidade com 660 e 780nm (MM optics-twim laser®), de modo continuo,
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feixe com 4mm de diametro, 40mW de potencia. A fluéncia utilizada foi de 30J/cm? (durante

30s, energia total de 28,8J) e 40)/cm? (durante 40s, energia total de 38,4J).

ANALISES
Necrose do Retalho Cutaneo

A porcentagem de drea de necrose do retalho cutineo foi calculada no 7° dia pds-
operatorio por meio do gabarito de pape. Os ratos foram sedados e do limite entre o tecido
vidvel e tecidos necréticos foi demarcada nos animais’. Um molde de todo o retalho foi
tracado em papel vegetal, onde se delimitou a drea necrosada da area vidvel do retalho, o
molde foi recortado e aferido em uma balanga de precisdo (erro de +/- 0,0001g). Depois

disso, utilizou-se a seguinte equacao:

FPorcentagem da area  peso do gabarito de papel de necrose do retatho = 100
de necrose do retalhe  peso do gabarite de papel da area total do retatho

Apés este procedimento, os animais foram eutanasiados por exsanguinagdo sob

anestesia.

Analise Estatistica

Os dados referentes as analises foram submetidos ao teste de varidncia (ANOVA) e
estdo apresentados em médias e desvios-padrao. O nivel de significancia aceito foi o de 5% (p

<0,05).
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RESULTADOS

A Tabela 1 mostra as médias e o desvio padrdo da drea de necrose encontrada para
cada grupo e os resultados da anélise estatistica. Os animais ndo irradiados (grupo controle)
apresentaram uma area de necrose média de 62,83%. Nao foi encontrada nenhuma diferencga
estatistica significativa entre os grupos irradiados e tratados no grupo controle (p = 0,1737). O
laser de 780nm, 30 J/cm?® (grupo 3) produziu uma menor area de necrose (54,6%), porém o

valor ndo foi estatisticamente significante.

Tabela 1: Porcentagem da drea de Necrose

Porcentagem Porcentagem

Grupos  Média (%) DP minima de maxima de  Significincia
Necrose Necrose
G1 62,83 10,15 44,72 80,69 NS
G2 64 9,6 49,90 75,70 NS
G3 54,6 12,9 29,24 68,09 NS
G4 58,4 7,8 44,42 67,66 NS
G5 62,87 10,14 44,95 70,82 NS

G1: controle; G2: 660nm, 30J/cm?; G3: 780nm, 30J/cm?; G4: 660nm, 40J/cm?; G5: 780nm,
40J/cm?; DP: desvio padrdo; NS: Nao significante.

DISCUSSAO

Foi investigado os efeitos de dois diferentes comprimentos de onda do laser e duas
diferentes fluéncias sobre a viabilidade do retalho cutineo. Os resultados mostraram que
nenhum dos comprimentos de onda e nenhuma das doses utilizadas produziu qualquer efeito

sobre a area de necrose do retalho.

Os resultados deste trabalho ndo corroboram com os estudos encontrados na literatura,

que tém demonstrado que a laserterapia € eficiente para diminuir a drea de necrose do retalho
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e aumentar a viabilidade™*°. Pinfildi et al’ e Amir et al.’

, encontraram diminuicdo da
necrose do tecido do retalho cutianeo apés a irradiacdo do laser de 632,8nm, com uma fluéncia
de 3J/cm® e 2,9J/cm2, respectivamente. Bossini et al.® demonstraram uma curva dose-resposta
da viabilidade do retalho. Os autores investigaram os efeitos do laser de 670nm em diferentes
fluéncias na drea de necrose e no crescimento dos vasos sanguineos, utilizando o mesmo
protocolo do presente estudo. Eles encontraram uma menor 4rea de necrose € um maior

~ s z . . ~ 2
ndmero de vasos sanguineos ap6s a irradiacdo com 3, 6, 12 e 24J/cm”, com a melhor resposta

na maior fluéncia’.

Apesar dos presentes resultados ndo apresentarem diminui¢cdo da drea de necrose, apds
a irradiac¢do do laser, nossas descobertas suportam a relacdo de células / tecidos e fluéncia /
comprimento de onda resposta especifica para terapias do laser. Por exemplo, Meireles et al. 14
encontraram que o laser de 660nm, com uma dose de 20J/cm? foi mais eficaz do que o laser
de 780nm sobre a aceleracdo da cicatrizacdo de queimaduras de terceiro grau em ratos
diabéticos. Moore et al."> observaram um aumento da proliferacio de fibroblastos apés
irradiacdo laser com 665nm e 675nm, enquanto que um comprimento de onda de 810nm foi
inibitéria. Em outro estudo, Pinheiro er al.'® relataram que a irradiacio de células de
carcinoma de laringe com laser no comprimento de onda 670nm, estimulou a proliferacio
dessas células quando comparada com a irradiacdo no comprimento de onda 635nm e de

células ndo irradiadas.

A laserterapia envolve diversos parametros, tais como: comprimento de onda, fluéncia
total, a poténcia, freqiiéncia de tratamento, modo pulsado ou onda continua'" 7. Um dos

12’18, modelo

pontos importantes demonstrados por vdarios estudos em cultura de celular
animallg, e estudos clinicos, € o conceito de uma dose-resposta relacionado com a densidade

de energia total depositada no tecido''. Além disso, tem sido postulado que existe uma
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fluéncia ideal, sendo que as fluéncias inferiores a este valor 6timo ou maior do que o valor
ideal terd um resultado terapéutico diminuido, ou altas fluéncia podem resultar em um

118
resultado negativo .

E possivel que as irradiagdes com comprimento de onda 670nm e 780nm nio tenham
provocado qualquer alteracdo no metabolismo tecidual dos retalhos cutineos, deixando de
demonstrar as alteracdes na drea de necrose dos grupos tratados comparados ao controle.
Além disso, pode-se sugerir que a quantidade de energia oferecida ao tecido foi maior do que
a dose ideal necessdria para produzir um aumento na viabilidade do retalho. Como observado
em um estudo anterior do nosso grupo3 , a dose de 24J/cm’ foi eficiente para aumentar a
viabilidade do retalho. Provavelmente, a dose de 30 e 40J/cm? foram excessivas e poderiam
ter promovido uma inibicdo da proliferacio de fibroblastos, células e neoangiogénese,

evitando o aumento da viabilidade do retalho cutianeo.

Apesar dos resultados encontrados no presente estudo, nés consideramos que a
metodologia utilizada encontra-se compativel com os relatérios precedentes encontrados na
. 34.5. , ‘o . . o
literatura™"”". O filme plastico usado entre o retalho e o leito doador evita a revascularizacio

20,21 . .
“%. Além disso, o

do retalho através dos vasos do leito, garantindo a isquemia homogénea
gabarito de papel € um método simples e rapido para medir dreas de necrose e requer apenas
um papel transparente e uma balanga precise”103’4. A técnica de irradiag@o pontual por contato
utilizada (na superficie de retalho e em torno dele) também foi adequada3. Ressalta-se
algumas limita¢des do nosso trabalho. Muitos autores sugerem que a laserterapia aumenta o
desenvolvimento de novos vasos sanguineos e do fluxo de sangul’neolg’22. Estes efeitos sdo

essenciais para o processo de cicatrizacdo e restabelecimento da circulacdo nos limites da

necrose isquémica da lesdo. Portanto, a inclus@o da avaliacdo da formacdo de novos vasos
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sanguineos (artérias e capilares) e o fluxo de sangue poderiam trazer informacdes mais

especificas sobre a distribuicio do fluxo sanguineo.

Os dados apresentadossdo uteis para o estabelecimento de parametros de tratamento,
no entanto, existe a necessidade de mais investigacdes sobre os diferentes mecanismos de
acdo do laser, do regime de dosagem segura e de comprimentos de onda efetivos para a

aplicagdo clinica.

CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que o laser 660nm e 780nm, nas doses de 30 e 40J/cm’
ndo tem qualquer efeito sobre a viabilidade do retalho cutineo. Estes dados destacam a
importancia de usar o laser de comprimento de onda e a dosagem adequada para se obter uma
melhor resposta do tecido. Os estudos que investigam os efeitos de diferentes fluéncias do
laser na reparagdo tecidual sdo importantes para determinar a eficicia da terapia com laser.
Mais estudos sdo necessdrios para investigar os mecanismos de a¢do que possam explicar os

efeitos do laser sobre a viabilidade do retalho cutineo.
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RESUMO

Introducgao: Os retalhos cutineos sdo amplamente utilizados na cirurgia pléstica e
reparadora. Uma das principais e a mais temida complicacdo do retalhos cutaneos é a
isquemia. Dentre os recursos utilizados com o intuito de aumentar a viabilidade do retalho, o
laser de baixa intensidade é uma alternativa de tratamento, uma vez que pode promover um
aumento da microcirculagdo e da neoformagdo vascular. Objetivo: Verificar o efeito do laser
de baixa intensidade em dois comprimentos de onda (660nm e 780mn), com fluéncias de 30 e
40J/cm2, na vascularizacdo, atividade da metaloproteinase (MMP-2), niveis plasméticos de
oxido nitrico (NO) e expressao de HIF-1 alpha, no retalho cutidneo randomico em ratos.
Métodos: Sessenta ratos da linhagem Wistar foram utilizados neste estudo, sendo distribuidos
em 5 grupos (n=12): grupo controle, grupo irradiado com 660nm, 30J/cm?; grupo irradiado
com 660nm, 40J/cm”* grupo irradiado com 780nm, 30J/cm2, e grupo irradiado com 780nm,
40J/cm®. O retalho cutineo foi realizado no dorso dos animais com dimensdes de 10 X 4cm e
uma barreira plastica foi interposta entre o retalho e o leito doador. Os animais receberam
irradiacdo laser de diodo com meio ativo composto por AsGaAl, poténcia de 40mW, da
marca MMOptic Ltda® , imediatamente apés a cirurgia e nos 4 dias seguintes, utilizando-se a
técnica pontual em contato em 24 pontos distribuidos sobre e ao redor do retalho. Resultado e
Conclusao: Foi observado um aumento da expressdao de HIF-1a nos grupos irradiados com
40J/cm® e um aumento significativo (p<0,05) na contagem dos vasos sanguineos e na
atividade da MMP-2 dos grupos irradiados comparado com o grupo controle, sendo que o
grupo irradiado com 780nm, 40J/cm?, apresentou melhor resposta.

Palavras-chave: LLLT, neovascularizacio, retalhos cirurgicos.
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INTRODUCAO

Retalhos cutineos sdo segmentos de pele obtidos de uma drea doadora e transferidos
para uma regido receptora, mantendo uma conexao temporaria ou definitiva, por meio de um
pediculo de onde vem o suprimento sanguineo'. Sua rotag¢do ou transposi¢io é amplamente
utilizada em fechamento de defeitos cirdrgicos; no entanto, a necrose parcial € ainda um grave

problema devido ao inadequado suprimento sanguineo”.

Durante as ultimas décadas, muitas tentativas t€m sido feita para melhorar a sobrevida
do retalho, estes incluiram o uso de agentes farmacolégic0s3’4, e também recurso ndo
farmacolégicos como acupuntura e eletroacupunturaS, correntes elétricas de baixa freqiiéncia
polarizada6 e ndo polarizadas7’8, e o laser de baixa intensidade’ . Alguns pesquisadores
mostraram que a irradiag@o laser de baixa intensidade melhora a circulagﬁog’“’”, promove a

angiogénesels, resultando numa melhor sobrevida do retalho. Portanto a angiogénese ¢ um

processo potencialmente importante contribuindo para a seguranca e sobrevida do retalho'®,

Desta maneira, muitos trabalhos vém utilizando o laser de baixa intensidade no retalho
cutdneo com o intuito de aumentar sua viabilidade, sendo que a maioria deles obtive
resultados positivos. Porém hia uma grande variedade de pardmetros utilizados, como por
exemplo, comprimentos de onda, os ensaios trazem diversos como: 632,8 nm10’12’13, 670
nm15’19’20, 830 nm9’u’14’17’16, 904 nmzo, 10.600 nm'’. As investigacdes divergem ndo s6 com
relacdo aos parametros do laser, mas também ao delineamento experimental, onde alguns

13-16,19,20

estudos utilizaram a barreira plastica como interface entre o retalho e o leito , € outros

9’10’12’21, ou realizaram um retalho axial'’. A diversidade

realizaram sem barreira pldstica
continua quando observamos, nimero de pontos irradiados; total de aplicacdes; poténcia e

outros aspectos COIlSCqﬁel’ltCS destes.
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Embora, os resultados muitos resultados sejam positivos, tantas varidveis ndo
permitem discernir qual o parametro ideal e os efeitos da terapia laser na utilizacdo deste
modelo experimental. Sendo a isquemia uma complicagcdo indesejdvel, trazendo prejuizo e
fracasso ao tratamento proposto, o laser de baixa intensidade tem sido utilizado para aumentar
o fluxo sanguineo e promover a angiogénese, com o intuito de aumentar a viabilidade de

retalho cutdneo randdmico em ratos.

Muitos estudos evidenciam alguns mecanismos de acdo do laser relativos a indugdo de
angiogénese, no entanto hd uma falta de dados e de analises que facilitariam a compreensio
de seus efeitos e nos permitiram identificar os mecanismos moleculares envolvidos na ag@o do
laser sobre o tecido. Nao foram encontrados trabalhos na literatura que avaliaram a
concentracdo sistémica de NO, a atividade de MMP-2 ou a expressao de HIF-1a, em retalho

cutaneo randomico em ratos tratados com laser.

MATERIAIS E METODOS

Sessenta ratos machos, da linhagem Wistar, com trés meses de idade e massa corporal
variando de 260 a 320 gramas, obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de Sao
Carlos (UFSCar), foram utilizados neste estudo. Os experimentos foram conduzidos segundo
as normas internacionais de ética na experimentagio animal® e aprovado pelo comité de Etica

em Experimentacio Animal da UFSCar CEEA/UFSCar (parecer 10/2008).

Os animais foram divididos aleatoriamente em cinco grupos experimentas. Grupo
Controle (submetido a simula¢do da irradiagdo laser), grupo V30 (irradiacio laser 30J/cm?,
660nm), V40 (irradiacdo laser 40J/cm2, 660nm), IV30 (irradiagdo laser 30J/cm2, 780 nm),

IV40 (irradiagéo laser 40J/cm2, 780nm).
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Procedimento Cirtrgico e Delineamento Experimental

Os animais foram anestesiados com uma solu¢do de Ketamina (95mg/kg) e Xilazina
(12mg/kg) por via intraperitonial e em seguida tiveram o dorso depilado. Um retalho cutineo
de base cranial foi planejado e realizado no dorso de cada animal com dimensdes de 10 X
4cm. Uma barreira plastica com as mesmas dimensdes do retalho foi colocada entre o retalho

e o leito doador'®. O retalho foi fechado utilizando fio de niilon monofilamentar 4-0.

Os animais receberam irradiagcdo laser apds a cirurgia e no 1°, 2°, 3° e 4° dia pés
operatério, em 24 pontos distribuidos sobre e ao redor do retalho. Foi utilizado um laser de
baixa intensidade com 660 e 780nm (MM optics-twim 1aser®), de modo continuo, feixe com
4mm de didmetro, 40mW de potencia. A fluéncia utilizada foi de 30J/cm? (durante 30s,

energia total de 28,8 J) e 40)/cm? (durante 40s, energia total de 38,4J).
Contagem dos vasos sanguineos

Foram coletadas amostras do retalho cutdneo de todos os animais no sétimo dia pOs-
operatério. Uma amostra com lcm de largura perpendicularmente a lesdo, foi retirada logo
acima da linha de transicdo do tecido vidvel e do necrético. Em seguida as pecas foram
fixadas em formaldeido a 10%, incluidas em blocos de parafina e cortadas com espessura de
6pm. Os cortes foram montados em laminas histoldgicas fixados e corados com hematoxilina
e eosina (HE), e posteriormente fotografados num aumento de 40 vezes de objetiva. As
imagens obtidas foram analisadas no software ImagelJ, no qual foram contadas as quantidades

de vasos sanguineos.
Determinacao da atividade de MMPs por zimografia

As amostras do tecido cutaneo foram maceradas e incubadas em 0,7 ml de tampao de

extracdo [10mM de dcido cacodilico (pH 5,0), 0,15 M NaNOs e 0,01% de triton X — 100], o



51

tampdo de extragdo foi colocado na centrifuga (30 minutos, 4°C em 13000 rpm). A
concentracio de proteina foi determinada utilizando-se o kit BCA™ Protein Assays (Pierce),
segundo as instrucdes do fabricante. Vinte microgramas de proteina foram acrescidas de
tampao de amostras (Laemly) e aplicadas em gel de 10% de poliacrilamida contendo 0,1% de
gelatina. Os géis de zimografia consistiram de SDS(10%) com gelatina (Img/ml). Apés a
corrida o gel foi lavado 1 vez durante 30 minutos em solugdo 2,5 de Triton X — 100 para
remocdo de SDS e incubado no tampao de substrato (Tris — HCL 50mM pH 8,0, CaCl, 5 mM
e NaNs; 0,02%, a 37°C, durante 24h. Apds esse tempo foi corado com Coomassie Blue
Brilliant R-250 (Bio-Rad) por 1h e 30 minutos e descorado com acido acético: metanol: dgua
(1:4:5) para visualizacdo das dreas de atividade. As amostras também foram incubadas em
EDTA para diferenciar a expressido de metalopeptidases ou de serinoproteinas. Foi utilizado o
software “Kodak Digital Science 1D” para fotografar o gel e o software Gene Tool da
Syngene para a andlise densitométrica das bandas. Foram utilizadas 3 amostras de cada grupo

(n=3).
Determinacao Indireta do NO pela Dosagem de Nitrato

A determinacdo da concentracdo de 6xido nitrico plasmatico foi feita através de uma
técnica de quimioluminescéncia NO/ozo6nio, utilizando-se um analisador de NO (Sievers 280
NO Analyser, Boulder CO. USA). O conteido de NO foi apresentado em micromolar de

nitrato formado por miligrama de proteina.

Expressao de HIF-1 alpha por Western Blotting
Foi utilizado 50ug de proteina (da regido correspondente ao lado direito) obtida a
partir do extrato total dosadas pelo kit BCA™ Protein Assay (Pierce). As amostras foram

diluidas em tampao amostra (LAEMLY, com agente redutor, Betamercapto). O material foi
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fervido por 5 minutos e submetido a eletroforese em um sistema SDS-PAGE, gel de
poliacrilamida 10%. Apds a eletroforese, as proteinas foram transferidas para a membrana de
nitrocelulose (Bio-Rad) em aparelho transferidor semi-seco (Bio-Rad). A membrana foi
bloqueada em solucdo de leite molico 5% diluida em PBS com 0,1% de Tween 20 (PBST)
por 1 hora com agitacdo leve em temperatura ambiente. Posteriormente foram feitas 3
lavagens de 10 minutos cada com PBST. O anticorpo HIF -la primdrio (Santa Cruz) foi
diluido em PBST com 0,5% de BSA (1:1000) e incubado over night e o anticorpo secundario
foi diluido em PBST com 0,5% de BSA (1:2000) por 1 hora em temperatura ambiente. A

membrana foi revelada em filme ap6s uso do Super Signal (Pierce).

Anadlise estatistica
Os resultados foram expressos em média e desvio padrdo e submetidos a
andlise de varidncia (ANOVA- One way). Na presenca de diferenga significativa (p< 0,05),

foi aplicado o teste de post-hoc Tukey.

RESULTADOS

Contagem dos Vasos Sanguineos

Os dados apresentados na tabela 1, referen-se a andlise descritiva dos niimeros de

vasos sanguineos por grupo.
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Tabela 1 - Dados descritivos da contagem de vasos sanguineos por grupos

Grupos Média Minimo Maximo Desvio Padrao
Cl 106,7 88,5 122,5 14,52
V30 100,1 77,5 139 20,1
V40 130,8 105 150,5 20,1
V30 148,8 117 183,5 25
1V40 156,25 131 180 19,9

CL- Placebo; V30- 30J/cm’, 660nm; V40 — 40J/cm’, 660nm; IV30 - 30J/cm?, 780nm; 1V40 -
40J/cm?, 780nm

As comparagdes obtidas se apresentam na figura 1. Na andlise dos vasos sanguineos,
pode-ses notar que houve um aumento em nimero de vasos dos grupos V40, IV30, IV40
quando comparados com o grupo controle (p<0,05). Quando comparadas as diferentes
fluéncias do laser 660nm (vermelho) de 30)/cm® e 40J/cm®, observou-se alteracdes
significativas (p<0,05). Apenas a fluéncia de 40J/cm® do laser vermelho foi capaz de
promover o aumento do nimero de vasos. Nao foram observadas alteracdes do numero de
vasos quando comparamos as diferentes fluéncias do laser 780nm (infravermelho) de 30J/cm?
e 40J/cm®. No entanto, quando comparamos as mesmas fluéncias dos diferentes

comprimentos de onda (V40 vs IV40, p<0,05 e V30 vs IV30, p<0,05), percebemos que os

grupos irradiados com infravermelho em ambas as fluéncias obtiveram melhor desempenho.
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Figura 1 - Nimero de vasos sanguineos por grupo. (A) CL=Placebo; (B) V30=30J/cm’, 660nm; (C)
V40= 40J/cm®, 660nm; (D) IV30= 30J/cm’, 780nm; (E) IV4 = 40J/cm’, 780nm); (F) Gréfico
mostrando analise do numero de vasos. * p<0,05 vs CL; § p<0,05 vs V30; 1p<0,05 vs V40;
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Zimografia

A andlise de Zimografia mostrou diferencga na intensidade da atividade proteolica das
bandas (figura 2). A andlise quantitativa da densidade das bandas foi realizada sem a
separacdo das mesmas (72 kDa : Pr6 — MMP-2, 66 kDa: intermediaria — MMP-2, e 64 kDa:
ativa MMP-2) (figura 2). A atividade da MMP-2 apresentou um aumento nos grupos V40,
IV30, IV40 quando comparado com o grupo controle (p<0,05). Quando comparadas as
diferentes fluéncias do laser 780nm (infravermelho), 30J/cm?® e 40J/cm2, observou-se que o
tecido tratado com 40J/cm? teve maior atividade de MMP-2 (p<0,05 vs 30J/cm?). Nao foram
observadas diferencas entre as fluéncias de 30J/cm® e 40J/cm do laser 660nm (vermelho).
Quando comparado o comprimento de onda na mesma fluéncia (V30 vs IV30, p<0,05 e V40
vs IV40, p<0,05), os grupos irradiados com laser infravermelho apresentaram um aumento de

atividade em relagdo aos grupos irradiados com laser vermelho (660nm).
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Figura 2 — Atividade da MMP-2 nos grupos. (A) Zimograma; (B) Grafico
mostrando atividade da MMP -2 nos diferentes grupos (CL- Placebo; V30-
30J/cm’ , 660nm; V40 — 40J/cm’, 660nm; IF30 - 30J/cm’, 780nm; IF40 -
40J/cm2, 780nm). * p<0,05 vs CL; § p<0,05 vs V30, T p<0,05 vs V40 e IV30.
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Analise Plasmatica dos niveis de Nitrato (NO)

Os niveis plasmaticos de NO foram dosados de forma indireta pela andlise da

concentragdo de nitrato. Nao foram observadas alteracdes nos niveis NO plasmaticos (figura

3),
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Figura 3 - Andlise da concentracdo de Oxido Nitrico
plasmatico (CL - Placebo; V30- 30J/cm* 660nm; V40 —
40J/cm’, 660nm; TV30 — 30J/cm’, 780nm; V40 — 40J/cm’,
780nm).

Analise da Expressao de HIF-1o por Western Blotting

A figura 4 mostra a expressdo protéica do fator de transcrigdo HIF-la. Os grupos
irradiados com fluéncia de 30J/cm2, independente do cumprimento de onde utilizado, ndo
apresentaram alteragdes na expressdo de HIF-lo em relacdo ao controle. A fluéncia de
40J/cm® em qualquer comprimento de onda, exibiu um aumento na expressao de HIF-la
quando comparado ao controle. Em relacio a um dado cumprimento de onda, quando
comparadas as duas fluéncias aplicadas (303/cm?® e 40J/cm?), observo-se que a fluéncia de

40J/cm® é mais eficaz em aumentar a expressdo de HIF-la. Este dado foi analisado
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qualitativamente, pois ndo foi possivel fazer teste de variancia devido o ndmero reduzido de

amostras usadas para essa andlise (2 animais por grupo).

CL V30 V40 1IV30 1V40

Figura 4 — Expressdo de HIF-1a

DISCUSSAO

O laser de baixa intensidade é um recurso que se encontra num processo de avaliacio de
seus reais efeitos, para confirmar seus mecanismos de a¢édo e determinar os pardmetros ideais
de aplicacdo para diferentes tecidos. No presente trabalho investigou-se os efeitos dos lasers
vermelho (660nm) e infravermelho (780nm) sobre a viabilidade de retalho cutineo randdémico
de ratos. Utilizando diferentes fluéncias, 30J/cm” e 40)/cm? observou-se que os lasers de

baixa intensidade foram capazes de modular a resposta angiogénica relativa a hipoxia.

Na literatura, os vdrios estudos sobre a utilizacdo do laser de baixa intensidade e
viabilidade do retalho cutaneo randomico em ratos trazem muitas varidveis que podem agir
sobre os resultados: comprimento de onda, fluéncia, potencia, densidade de potencia, energia
por ponto, energia total, técnica de aplicacdo, quantidade de pontos irradiados e localizacdo
dos pontos. Aqui, nosso interesse foi investigar o efeito de diferentes fluéncias, 30J/cm” e

40J/cm? dos lasers 660nm e 780nm sobre a angiogenese.

Embora o retalho cutineo seja bastante utilizado na prética cirdrgica ainda persiste o
problema da perda do tecido por necrose devido a isquemia. Neste trabalho, pode-se observar

que no modelo de retalho cutaneo randdmico ocorre um processo inflamatério em resposta a



58

hipdxia, com um aumento da expressdo do fator de transcri¢do induzido por hipéxia (HIF-1
alpha), aumento do nimero de vasos, atividade de MMP-2, e extensa drea de necrose (dados
ndo mostrados). Visto que esses fatores estdo envolvidos no processo de angiogénese,

analisou-se o efeito do laser 660nm, 780nm sobre esses marcadores.

Os dados mostraram que o laser 660nm na fluéncia de 40J/cm® modulou a expressio de
HIF-1qa, atividade de MMP-2 e contribuiu para o aumento do numero de vasos quando
comparado ao grupo ndo tratado. Outros autores também investigaram os efeitos do laser no
comprimento de onda do vermelho sobre a viabilidade do retalho cutaneo, estes trabalhos
mostraram efeitos positivos. Amir'? e Bossini et al.lS, utilizando respectivamente, o laser
670nm com fluéncia de 24J/cm’ e 632,8nm com fluéncia de 2,9J/cm’, mostraram aumento do

numero de vasos e consequente reducio da drea de necrose apds o tratamento.

O estudo dos marcadores angiogenicos mostrou que tanto a fluéncia de 30J/cm? quanto a
de 40J/cm” no comprimento de onda de 780nm, foram capazes de modular a atividade da
MMP-2 e aumentaram o nimero de vasos quando comparados ao controle. A expressdo de
HIF-1a aumentou apenas na fluéncia de 40J/cm®. O laser infravermelho também exerceu um

9,11,17
b

efeito positivo sobre a viabilidade do retalho cutdneo, aumentando o fluxo sanguineo e

. 9,16,20
reduzindo a area de necrose .

Os comprimentos de onda curtos dispersam mais e penetram menos profundamente no
tecido do que os comprimentos de onda longos. Portanto comprimentos de onda curtos, no
intervalo do visivel, podem ser mais apropriados para o tratamento de lesdes superficiais e
comprimentos de onda longos no intervalo do infravermelho préximo podem ser mais uteis
para tratamento de lesdes profundasz3. Como diferentes comprimentos de onda exercem
diferentes efeitos sobre o tecido, decidimos comparar o laser vermelho com o infravermelho.

Os resultados mostraram que em relagdio ao controle a fluéncia de 30J/cm® do laser
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infravermelho modulou a atividade da MMP-2 e aumentou o numero de vasos. Quanto a
fluéncia de 40J/cm?, em relagdo ao controle tanto vermelho quanto infravermelho foram
capazes de modular HIF-1oe e MMP-2 e aumentar o numero de vasos. Prado et al."®e Assis et
al.® avaliaram os efeitos dos lasers vermelho e infravermelho sobre a viabilidade do retalho

cutdneo, no entanto nao observaram diferenca entre os lasers.

A angiogénese € um processo regulado por uma grande quantidade de fatores de

. . . . ~ 24 . . . A
crescimento e vias de sinalizacdo™. Esse processo € essencial durante a embriogénese e
também em indmeras patologias envolvendo um novo crescimento tecidual. A angiogénese

) e g oA 05
pode ser estimulada por uma reducao fisiologica do oxigénio ou por hipéxia™.

Foi mostrado que a hipéxia induz liberag¢do de citocinas (VEGF, TGF-, PDGF), para
estimular a proliferacdo e migracdo de fibroblastos e queratindcitos. Respostas celulares
adaptativas a hipdxia sdo mediadas pelo fator induzivel por hipéxia (HIF-1), um fator de
transcricdo que forma um complexo heterodimérico de duas proteinas helix- loop-helix PAS;
HIF-1B ou ARNT (aryl hydrocarbon nuclear receptor translocator) que é constitutivamente
expresso, e HIF-1a que € induzido pela situacios de hipdxia e é rapidamente degradado sob
condicdes de normoxia pelo sistema ubiquitina—proteasoma. Esta via proteolitica é inibida
em condi¢des de hipdxia, resultando em acumulo de proteinas HIF-1a e ativacdo de genes

26,27

importantes para a adapta¢do e sobrevivéncia em condicdes de hipoxia™ . HIF-1 tem um

papel fundamental na cicatrizacdo de feridas, e é expresso em vdirios estigios no processo

s 28
normal de cicatrizacio™*

Os resultados encontrados mostraram que o laser de 40J/cm* vermelho e infravermelho
aumentaram a expressdo de HIF-1a, mas ndo nos grupos controle nem nos irradiados com

uma fluéncia menor. Esses resultados sugerem que com a maior fluéncia podemos aumentar a
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expressdo de HIF-la, necessdrio para a expressdo de miltiplos fatores de crescimento

. ~ . . L, . . .28
angiogénicos, motilidade celular, e recrutamento de células progenitoras endoteliais™.

Evidéncias sugerem que o processo redox estd provavelmente envolvido no mecanismo
pelo qual células sentem uma queda do oxigé€nio e iniciam uma resposta. O tratamento de
células com peroxido de hidrogénio reduziu a formacao de HIF-1a e a expressio do RNAm
da Epo (eritropoietina) em resposta a hipoxia. Visto que a formacéo de radicais de oxigénio e
de superoxidos s@o dependentes da disponibilidade de oxigénio, sua redug@o sob condi¢des de
hipdxia poderia servir como um sinal inicial na sensibilidade por oxigénio, levando a um

aumento de HIF-1a.

Em contraste outro autor expde que o aumento de espécies reativas de oxigénio devido a
hipdxia € necessério para a formacdo e estabilizacdo de HIF-1a, contudo este ndo diminuiria

4. . 31
na presenga de espécies reativas™ .

A primeira causa da acdo patogénica de espécies reativas em excesso € a liberagdo de
ferro ferroso livre, que é aparentemente ausente nos tecidos, mas presente nas células na
forma de ferritina. Reduzido em um fon ferroso livre estes fons podem formar radicais livres
interagindo com perdxido de hidrogénio, hipoclorito e hidroperéxidos lipidicos resultando na
formacdo de radicais hidroxila, o que s@o altamente reativos. Sua interacdo com proteinas traz
a sua desnaturag@o e sua rea¢do com acidos nucléico é acompanhada por efeitos mutagénicos

. 32
e letais™.

Os mecanismos bioldgicos de agdo do laser sdo ainda muito debatidos. Sabe-se que de
forma a interagir com a célula viva, a luz deve ser absorvida por croméforos intracelulares da
membrama. A superoxido dismutase (SOD) é um provavel fotoaceptor da radiacdo laser™. A
SOD reduz a concentracdo do radical superdxido, catalisando a reagdo da dismutacdo,

protegendo os tecidos. Como resultado a concentragido de superdxido estacionaria diminui.
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Considerando que a diminuicdo de radicais de oxigénio e de superoxidos levaria a um
aumento de HIF-la, o aumento desses radicais e superoxidos seria um estimulo para
diminuicdo da expressdo de HIF-1 a. Como o laser é capaz de fotorreativar a SOD reduzindo
a concentracdo do radical superoxido, podemos sugerir que o laser de 40J/cm” aumentou a
expressdo de HIF-1a devido a diminui¢do da formagdo de radicais superdxidos, diminuindo a
toxicidade desse radical nas células e nos tecidos, mantendo os sinais para expressdo de genes

importantes na angiogénese.

Em seus estudos Prado ef al.'®, mediu a concentracdo de malondialdeido (MDA) que
d4 indicios da presenca e atividade de espécies reativas de oxigénio (ROS). Ele comparou 2
comprimentos de onda (670nm e 830nm), e observou que apenas o grupo irradiado com o
comprimento de onda 670nm, apresentou uma diminuicdo nos niveis de MDA em relagdo ao
controle. Sendo o laser efetivo na redugdo da concentracdo de MDA e indiretamente de

espécies reativas.

Karu®™ evidenciou que a irradiagdo de mitocondria de ratos nos comprimentos 650nm,
632,8nm e 600nm, aumentaram a sintese de ATP, enquanto que a irradiagdo com 760nm
diminuiu a sintese de ATP em ratos. Também reporta que baixas doses regulam e aceleram o
transporte de elétrons da cadeia respiratdria mitocondrial, enquanto que em doses elevadas
ocorre declinio da sintese de ATP, inibicdo da respiracdo, diminui¢do do potencial de

membrana.

A angiogénese € um processo no qual novos vasos emergem de um vaso endotelial
existente. E um processo invasivo que requer degradacdo da matriz extracelular por
metaloproteinases de matriz (MMPs) oferecendo espaco no qual as células endoteliais podem

migrar e liberar fatores de crescimento, incluindo fator de crescimento de fibroblasto basico

(FGFDb), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e fator de crescimento tipo-insulina
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(IGF). As MMPs s3o uma familia de endopeptidases que seletivamente degradam
componentes da matrix extracelular. Elas sdo produzidas por uma variedade de células, como
células epiteliais, fibroblastos e células inflamatérias, e estdo claramente implicadas na

. A 35,36
angiogénese .

Tem sido demonstrado que o VEGF; gene responsivo a hipdxia regulado pelo HIF-1,
pode induzir a produgdo de MMP-2 em celulas endoteliais da derme humana®’. Os estudos
realizados demonstraram um aumento da MMP-2 nos grupos V40, IV 30, IV 40, comparado
com o controle, mas sé observamos diferenca entre as fluéncias (30J/cm2 e 40J/cm2) nos

grupo irradiado com infravermelho.

Essas divergé€ncias entre os resultados do vermelho e do infravermelho nas fluéncias
utilizadas podem ser pelo fato de que mudancas morfoldgicas cheguem a um platd. Stetler-
Stevenson® tratou células endoteliais com pro-MMP-2 e induziu mudancas morfolégicas
dose-dependente na resposta angiogénica (formagdo de tubos). No entanto quando esse efeito

chegou a um platé6 a MMP-2 iniciou a reversdo da formacao dos tubos.

As andlises aqui apresentadas mostraram que houve um aumento de vasos
principalmente no grupo irradiado com 780nm (40J/cm®), onde foi observada a maior
atividade de MMP -2 e HIF-1a, no entanto esse tendéncia nio foi seguida pelos outros grupos
ja que os ratos irradiados com 660nm (40J/cm?) apresentaram aumento de vasos mas ndo de
MMP-2. Um provavel motivo para esse acontecimento € o a fato de que inibicao da atividade
da MMP também € necessdria para a estabilizagdo dos vasos durante a fase de resolucdo de

A 36
angiogénese™.

Yan et al.® observou que o aumento de micro vasos no terceiro dia pés operatério de
ratos submetidos a retalho cutineo randdmico tratados com ondas de choque extra corporal,

apresentavam uma camada de endotélio, ndo sendo suficiente para aumentar o fluxo
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sanguineo. Ele demonstrou a importancia da vasodilatagdo no pds operatério imediato dos
vasos pré-existentes, para aumentar a sobrevida do retalho, j4 que a neovascularizacdo

ocorreu em uma fase final de seu tratamento.

O aumento do numero de vasos nos grupos irradiados com laser no nosso estudo nio foi
suficiente para aumentar a viabilidade do retalho cutidneo randdmico em ratos. No entanto,
ndo foi medido o didmetro dos vasos e estes podem ndo ser maduros o bastante para aumentar
a perfusdo sanguinea ndo sendo suficiente para aumentar a sobrevida do retalho. Além disso o
presente estudo ndo apresentou diminui¢do do HIF-1a em nenhum animal comparado com o

controle, mostrando que o tecido permaneceu em hip6xia apesar do tratamento.

A perfusdo sanguinea importante para a sobrevida do retalho também estd relacionada
com os mecanismos do NO na vasodilatagﬁo38. Fibroblastos dérmicos humanos produzem
NO, tanto pela isoforma constitutiva eNOS quanto a isoforma induzida iNOS. A indugdo de
NOS ¢é aumentada durante a cicatrizagdo normal de feridas e é expressa por fibroblastos e
macrdfagos. A deficiéncia na formagdo de NOS por fibroblastos causa diminuicdo da
proliferacio da sintese de coldgeno, e diminui¢io de sua propriedade contratil. No entanto
este trabalho ndo apresentou diferenca na dosagem de NO, provavelmente por se tratar de

uma medida tardia.

Os efeitos aqui apresentados mostram que o laser modulou atividade de MMP-2,
expressdo de HIF-la e aumentou o nidmero de vasos, contudo esses efeitos nido foram
suficientes para aumentar a viabilidade dos retalhos e mostraramm através do HIF-1a que os
animais dos grupos irradiados com 40J/cm?, apresentaram mais hip6xia que os outros grupos

mesmo apresentando mais vasos e MMP-2 com relacdo ao controle.

Fica dificil estabelecer uma relagdo deste trabalho com os outros estudos sobre laser e

viabilidade de retalho cutaneo randdmico em ratos, visto que sdo poucos os trabalhos que
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9,11,12,15,17

avaliaram contagem dos vasos sanguineos, ou fluxo sanguineo sendo que a uma

grande parte das pesquisas se fixaram na avaliacdo da 4rea de necrose.

CONCLUSAO

Esses dados mostram a importancia das pesquisas com laser, a fim de validar sua correta
utilizacdo. Embora os lasers vermelho e infravermelho, nessas fluéncias ndo surtam efeitos
positivos sobre a viabilidade do retalho cutianeo, poderiam ser utilizados em tratamentos onde

se requer a indugéo de hipdxia.
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4. CONCLUSOES FINAIS

Os lasers vermelho (660nm) e infravermelho (780nm) afetam a cicatrizagdo tecidual
quando utilizados nas fluéncias de 30J/cm® e 40J/cm” em retalho cutdneo randdmico de ratos.
Os efeitos do lasers sdo dose-dependentes, uma vez que, na fluéncia de 40)/cm?® exerceu
maior influéncia sobre os parametros analisados (nimero de vasos, atividade de MMP-2 e
expressdo de HIF-1at). Neste modelo, os comprimentos de onda utilizados induziram hipdxia
tecidual e inviabilizaram o retalho cutianeo. Esse trabalho nos permitiu avaliar alguns dos
mecanismos moleculares modulados pela laserterapia. Vimos aqui, que o laser promove a
angiogénese pela inducdo do fator de transcricio HIF-1a. Embora os lasers vermelho e
infravermelho, nas fluéncias utilizadas nao tenham mostrado efeitos positivos sobre a
viabilidade do retalho cutineo, poderiam ser utilizados em tratamentos onde a inducdo de
hipdxia seria desejada. Esses dados evidenciam a importincia das pesquisas com laser, a fim

de validar sua correta utilizagdo.
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