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RESUMO

O Cancer de pele ndo melanoma é o cancer mais frequente da populacao
mundial, se tornando um problema de saude publica. Devido a essa problematica,
novas tecnologias estdo sendo testadas para o tratamento desta doencga. A Terapia
Fotodinamica (TFD) é uma técnica nao invasiva com excelentes resultados
estéticos, bem tolerada pelos pacientes e com bons resultados de cura quanto
usado para les@es iniciais. Usa 0 oxigénio molecular, a luz num comprimento de
onda adequado e o medicamento fotossensibilizador para formar espécies altamente
reativas como o0 oxigénio singleto responséavel pela fotoinativacdo das células alvo.
As caracteristicas do tecido cicatrizado ap6s multiplas sessdes de TFD ndo séo
completamente conhecidas. Ainda ndo se tem conhecimento se multiplas sessdes
de TFD podem ocasionar modificacdes irreversiveis no tecido tratado. Desta forma,
0 presente estudo tem como principal objetivo a avaliagdo das caracteristicas da
pele cicatrizada ap6s mdltiplas sessées de TFD. Para este estudo, aprovado pelo
comité de ética e pesquisa foram utilizados 25 ratos machos, da linhagem Wistar,
divididos em 5 grupos com 5 animais por cada grupo: GO controle, ndo foi submetido
a nenhum procedimento; G1, submetidos a uma sessao de TFD na pele do dorso,
posteriormente, nesta pele cicatrizada foi feita uma leséo externa com laser de COy;
G2, o grupo passa duas vezes pelo mesmo procedimento explicado anteriormente;
G3, o grupo passa trés vezes pelo procedimento e para o grupo G4 é repetido os
procedimentos em quatro ocasides. Apos a cicatrizacdo dos procedimentos é feita
uma avaliagcdo macroscopica, um analise microscopica e uma avaliacdo da
microestrutura das fibras de coladgeno e geracdo do segundo harmdnico por
microscopia multi-fétons. Macroscopicamente, foi observada uma cicatrizagédo
satisfatoria para os diferentes grupos tratados se apresentando uma diminuicdo no
resultado estético apos a terceira e a quarta sessdo. No estudo microscopio, foi
evidente uma conservacdo da quantidade de glandulas sebéaceas por mm?. A
morfologia das fibras de colageno apresentaram modificagbes que foram mais
acentuadas na terceira e quarta sessao, se evidenciando fibras de menor espessura,

com uma disposicdo paralela e menor densidade quando comparadas ao grupo



controle. Nao foi evidente diminuicdo da geracao do secundo harménico nas laminas

estudadas.

A partir destes dados sugere-se que a cicatrizagdo na pele apos 4 sessfes de
TFD/leséo, apresenta modificacbes no resultado estético, histologico, da morfologia
das fibras de coldgeno que podem estar relacionadas com acometimento

consecutivo da pele em 8 ocasides com uma cicatrizacao incompleta entre elas.

Palavras-Chaves: Terapia Fotodinamica, multiplas sessoes, cicatriza¢ao,

microscopia confocal, geracdo do segundo harmaonico



ABSTRAC

Nonmelanoma skin cancer is the most frequent disease in the world
population and it is becoming a public health problem. Due to this fact, new
technologies are being tested for the treatment of this disease. Photodynamic
Therapy (PDT) is a noninvasive technique with an excellent cosmetic outcome, well
tolerated by patients and with good healing results when used for the initial stages of
cancer lesions. PDT uses molecular oxygen, light at appropriate wavelengths and the
drug photosensitizers to generation of reactive oxygen species such as singlet
oxygen responsible for the photoinactivation of target cells. The characteristics of
scar tissue after multiple sessions of PDT is not completely understood. It is not
known whether multiple sessions of PDT may cause irreversible changes in the
treated tissue. Thus, the present study has as its main objective the evaluation of the
characteristics of the skin scarred after multiple sessions of PDT. For this study, we
used 25 Wistar type male mice. These 25 mice were grouped into 5 subgroups of 5
each: GO, control group, non-subjected to any treatment; G1, exposed to one PDT
session and after, there was made a lesion with CO2 laser over the scarred tissue;
G2, the group is submitted twice for the same procedure, G3, subjected to 3 times
the procedure performed for G1 group; G4, exposed to 4 times the procedure. Once
the mice’s skin was healed, we performed macroscopic and microscopic evaluations
of the histological pieces. Furthermore, we made a microscopic evaluation of
collagen fibers and the generation of the second-harmonic through multiphotons
microscopy. Macroscopically, it was observed a good healing for the different groups.
The aesthetic result showed a decrease after the third and fourth sessions. In the
microscopic study, it was observed an conservation of the quantity of sebaceous
glands per square millimeter (mm2). The morphology of collagen fibers when
evaluated using two-photon excited fluorescence in the confocal microscope, showed
thinner fibers with a parallel arrangement and lower density in the G3 e G4 compared
to the control group. It was not observed decrease in the generation of second
harmonic in histopathology slides. These results suggest that healing in skin after

four (4) sessions of PDT/lesion presents alterations in aesthetic and histological of



the morphology of collagen fibers that may be related to submitted of the skin in eight

(8) consecutive occasions with an incomplete healing between them.

Key words: Photodynamic Therapy, multiple sessions, wound healing, confocal

microscopy, second harmonic generation.
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1. INTRODUGCAO

O cancer de pele ndo melanoma é um problema de saude mundial, com
aproximadamente 2 milhbes de novos casos por ano, reportados nos Estados
Unidos, sendo este tipo de cancer de pele, que abrange, cancer basocelular e
espinocelular o tipo de cancer de maior incidéncia no Brasil, com 134.170 novos
casos (Ministerio de Saude, Instituto nacional de Céancer, 2012). Adotar novas
técnicas para seu diagnostico e tratamento precoce € de grande relevancia para a

saude publica.

A Terapia Fotodindmica (TFD ou PDT, do inglés PhotodynamicTherapy) €
uma modalidade terapéutica empregada no tratamento de diferentes doencas. E
usada amplamente para tratamento oncolégico embora, outros usos como controle
microbiolégico em boca, tratamento de infeccdes parasitarias, fungicas, bacterianas
e de alguns virus como o Herpes Simplex Virus tém sido reportados (BAGNATO,
2008). Na dermatologia, especificamente, € amplamente usada para tratamento de
carcinomas de pele (LEHMANN, 2007), lesGes potencialmente malignizaveis
(AGOSTINIS et al., 2011), controle de doencas hiper-proliferativas, como a psoriase,
e de outras condi¢cdes nao-oncoldgicas. Recentemente, a TFD também tem sido

usada para fins estéticos como no rejuvenescimento (KOHL; KARRER, 2011).

Trés elementos sao fundamentais na TFD: a presenca do fotossensibilizador
(FS), a molécula que absorve luz para desencadear uma série de reacOes
fotoquimicas; a luz em um comprimento de onda especifico, e 0 oxigénio presente
no tecido a ser tratado. O acido 5-aminolevulinico (ALA) é um pré-farmaco e FS para
TFD de segunda geracao, que é convertido em Protoporfirina IX (Pp IX), o FS
endogeno formado para a reacdo. O ALA é frequentemente usado para indicacdes
dermatolégicas. Embora, possa ser administrado por via sistémica, o uso pela via
topica é mais comumente utilizado devido a sua acgdo localizada e de baixa ou
inexistente fotossensibilidade pos-tratamento. A TFD contribui para a destruicao

vascular com posterior déficit de oxigénio e nutrientes para as células tumorais (TFD



sistémica), e causa dano direito na célula produzindo a morte por necrose ou

apoptose.

A resposta do tecido & TFD é um processo inflamatério seguido de todas as
etapas da cicatrizagdo. Apos ocorrido o dano fotoquimico induzido, inicia-se a etapa
da inflamacdo, com alteracdo da microvascularizacdo local, extravasamento de
fatores do sangue, e saida de células inflamatérias como neutrofilos, macréfagos e
outros elementos como as plaquetas. Depois de aproximadamente 3 dias, inicia-se a
fase proliferativa com a formacdo de novos vasos, ativacdo dos fibroblastos e
sintese de matriz extracelular composta primordialmente por colageno e elastina.
Além disso, a re-epitalizacdo comeca com a multiplicacdo e migracao de células, no
caso da pele, de queratinécitos sobre a ferida, ocorrendo o fechamento da ferida. O
processo final da cicatrizacdo em condi¢cdes normais € a remodelacao que tem inicio
durante a terceira semana, aproximadamente, onde ocorre uma maturacdo e
remodelagem das fibras de colageno (GURTNER et al., 2008).

Varios estudos apresentam efeitos positivos da TFD na cicatrizagdo (GARCIA
et al., 2010; LIAPINA et al., 2010; SILVA et al., 2004). Em geral tem—se encontrado
diminuicdo do tempo total da cicatrizacdo (JAYASREE et al., 2001) como resultado
da diminuicdo no tempo da etapa da inflamacéo, formacéo de tecido de granulagéo
precoce, e aceleracdo da re-epitelizacdo (GARCIA et al., 2010). Para tratamento
oncoldgico é possivel usar a TFD em uma ou varias sessfes, ainda que, 0 mais
usual sejam os protocolos que usam duas ou uma Unica sessao para o tratamento,
apresentando bons resultados de cura e excelente resultado estético quando
comparadas com outras técnicas (BASSET-SEGUIN et al., 2008; SZEIMIES et al.,
2008). Trabalhos avaliando a resposta da cicatrizacdo na pele apos varias sessfes
com TFD s&o escassos. As caracteristicas do tecido cicatrizado ap0s multiplas
sessbes de TFD ndo sao completamente conhecidas. Ainda ndo se tem
conhecimento se multiplas sessdes de TFD podem ocasionar modificagfes
irreversiveis no tecido tratado. Desta forma, o presente estudo tem como principal
objetivo a avaliacdo das caracteristicas da pele cicatrizada apos multiplas sessbes
de TFD.



1.1Breve histoérico

Ha mais de mil anos a luz tem sido usada por chineses, egipcios e indios para
tratamento de algumas doencas (ACKROYD et al., 2001). No inicio do século XX
na Universidade Ludwig-Maximillian em Munique, Alemanha, Oscar Raab, um
estudante de medicina orientado pelo Professor Hereon Hermann Von Tappeiner,
observou os efeitos decorrentes da fotossensibilizacdo em paramécio, confirmando
que a associacdo entre luz e medicamento induz a morte do micro-organismo
(BABILAS et al., 2005).

Os primeiros relatos com uso sistémico de fotossensibilizador (FS) em
humanos foi em 1900 por Prime, um neurologista francés que usou a eosina via oral
para tratamento da epilepsia, observando como reacéo adversa, a dermatite em pele
exposta ao sol depois do procedimento. Essa descoberta levou as primeiras
tentativas de uso do fotossensibilizador com a luz para tratamento de cancer de

pele.

Posteriormente, Jodlbauer Von Tappeineret al., em 1904 demonstraram a
necessidade do oxigénio nas reacdes de sensibilizagdo, e propuseram as primeiras
descrigdes do fenbmeno chamado de “acao fotodindmica” (ACKROYD et al., 2001). A
partir dai, varios trabalhos foram realizados avaliando efeitos da fotossensibilidade e
fototoxicidade, farmacodindmica e farmacocinética dos FSs (DANIELL; HILL, 1991;
MOAN; PENG, 2003). Em 1924, é relatada por meio da luz de Wood a fluorescéncia
vermelha da ProtoporfirinalX (PpIX) e em1942 foi evidenciada a seletividade da
retencdo da PpIX no tumor, (ACKROYD et al., 2001).

Na década dos anos 60, Lipson relatou um caso bem sucedido de resposta
em cancer de mama empregando derivados de hematoporfirina (HpD)e irradiacao
da lesdo com luz visivel (DOUGHERTY et al., 1998; LIPSON; BALDES e GRAY,
1967).

O primeiro estudo clinico com HpDfoi foi realizado por Thomas Dougherty em

1978, onde 25 pacientes e 113 lesdes malignas de pele foram tratadas, obtendo



resposta completa em 87% das lesdes tratadas e resposta parcial no restante
(DOUGHERTY et al., 1978). Nas décadas de1970 e 80 outros estudos clinicos foram
realizados para tratamentos de tumores no aparelho genital femenino, em cabeca e
pescoco, estomago, esdfago, bexiga e pulmao (ALLISON; MOTA e SIBATA, 2004).

A grande desvantagem do uso de FSs de administracdo intravenosa é a
prolongada fotossensibilidade a luz solar, fato que incentivou o desenvolvimento de

novos farmacos de uso tépico com especial interesse na dermatologia.

Em 1990, Kennedy e colaboradores introduziram o uso do ALA na TFD,
medicamento precursor de um FS enddgeno e de aplicacéo topica, que estimulou a
aplicacdo de TFD em diferentes areas da dermatologia e da estética (KENNEDY;
POTTIER e PROSS, 1990). Em 1993, a Canadian Health Protection Branch
anunciou a primeira aprovacdo do Photofrin® para o tratamento de cancer de
bexiga. Seguidas aprovagdes foram feitas pela FDA (Food and Drug Administration /
EUA) para o tratamento da queratose actinica (QA) usando ALA (2000) (ALLISON;
MOTA e SIBATA, 2004). Na Europa, a aprovacdo foi com o uso de Metil-
aminolevulinato (MAL) para o tratamento do cancer Basocelular (CBC) e das lesdes
de pele premalignas (BABILAS et al., 2005). Em 2002, o grupo Britdnico de
Photodermatology publicou as diretrizes para uso oncolégico da TFD e foram
atualizadas no 2008 (MORTON; MCKENNA e RHODES, 2008), globalizando o
conhecimento e uso da TFD.

No Brasil uma das primeiras experiéncias clinicas comegou em 1998 com
uma colaboracdo entre o Instituto de Fisica de Sdo Carlos-USP, o hospital Amaral
Carvalho e o Hospital Geral de Buffalo-EUA de T. Mang e R. Allison. Outra
colaboracdo internacional estabelecida pelo IFSC foi coma Russia (BAGNATO,
2005). Atualmente, diversos grupos no Brasil e no mundo continuam trabalhando e

ampliando o conhecimento nesta area.



1.2Mecanismos de ac¢ao da Terapia Fotodinamica.

A TFD é uma fotoquimioterapia que tem a vantagem de ter uma acao
localizada e seletiva nas células alvo. Trés elementos basicos sdo necessérios para
a TFD, a luz em comprimento de onda adequado, o FS e o oxigénio presente nas

células.

Diferentes tipos de fontes de luz sédo utilizados. Inicialmente foram utilizadas
as lampadas, que tém uma emissao de amplo espectro, abrangendo quase toda a
regido de luz visivel e do infravermelho préximo, podendo ser usada para diferentes
tipos de FSs, quando filtros para selecdo da regido espectral sdo empregados. As
lampadas sdo de menor custo e possuem altas irradiancias, mas requerem
condi¢cbes especiais para sua utilizacdo tanto em relagcdo a sua manutencdo quanto
para operacdo. O LASER (do inglés Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation ou Amplificacdo da Luz por Emissdo Estimulada de Radiacéo) apresenta
algumas vantagens com relacdo as lampadas, como a possibilidade de acoplamento
em fibras Opticas para tratamento de 6rgdos internos, e emissdo de uma luz
colimada, mas esse sistema apresenta uma vida util finita e a reposicao da fonte tem
custo elevado (BAGNATO, 2008). Com o desenvolvimento dos LEDs (do inglés Light
Emitting Diodes ou Diodos Emissores de Luz), estes 8se tornaram uma excelente
alternativa como fonte de luz para TFD. S&o fontes de iluminagdo que produzem luz
ndo coerente, comprimento de onda ndo monocromatico, sua operagdo é mais

simples e a vida util é superior guando comparada ao laser.

Um FS ideal para ser usado em TFD deve oferecer propriedades como baixa
toxicidade no escuro, apresentar seletividade pela célula alvo, ter a possibilidade de
ser eliminado do corpo num tempo curto apés iluminada a leséo e ser ativado num
comprimento de onda que penetre no tecido alvo. Os HpD sé&o substancias
fotossensibilizantes de primeira geracdo, de uso sisttmico e que causam
fotossensibilidade prolongada, efeito pouco atraente para uso em dermatologia.
Devido a esse fato foram desenvolvidos FS de segunda geragdo que minimizam
este efeito como o acido 5 Aminolevulinico (ALA). O ALA é um pro-farmaco que €

convertido enzimaticamente em PpIX in situ pelo ciclo bioquimico do grupo heme
5
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(Figura 1) (CALZAVARA-PINTON; VENTURINI e SALA, 2007a). Na Figura 2 é
apresentada a estrutura quimica do ALA e da PpIX. O ALA é uma molécula
hidrofilica e de baixo peso molecular, captada pelas células, principalmente através
de transporte ativo, como Na+/Cl- dependente de beta aminoacidos como glicina e
acido gama aminobutirico (GABA), que atuam como carregadores (CALZAVARA-
PINTON; VENTURINI e SALA, 2007a).

METABOLISMO DO GRUPO HEME

Citoplasma

| Mitocondria |

Glicina+ Succinil CoA HEME

Ferroquelatase
l AlA sintetase \

Acido 5 Aminolevulinico PpIX

(A i

| ProtoporfirinogéniolX |

2ALA

COPRO axidase

| ALAdeshidratase |

[ Porfobilinogénio |(PBG)

Uroporfirinogénio Il |

Hidroximetibilano > (UROIN)

T! URO descarboxilase |

Figura 1: Metabolismo do grupo heme. O ALA é sintetizado a partir da glicina e succinil-CoA. Apds ser
metabolizado por diferentes enzimas € convertido em protoporfirina IX. Adaptado (TOREZAN; NIWA e NETO,
2009)

O ALA é o primeiro intermediario na via de biossintese do grupo heme, sendo
sintetizado a partir da glicina e succinil — CoA, no interior da mitocdndria. Depois, no
citoplasma da célula, a enzima ALA-deshidratase induz a condensacdo de 2
moléculas de ALA para produzir 2 moléculas de agua e porfobilinogénio (PBG), a
juncdo de 4 moléculas de PBG formam o uroporfirinogénio Ill. Posteriormente, &
convertido em coproporfirinogénio Il e exposto a enzima coproporfirina oxidase Il e
produz protoporfirinogénio IX que e é convertido em PpIX, pela acdo da

protoporfirinogénio oxidase (Figura 1).



O acumulo da PplIX no interior da mitocéndria induz a sua difusdo para o
reticulo endoplasmatico e membrana celular, que sao alvos da TFD (CALZAVARA-
PINTON; VENTURINI e SALA, 2007b; TOREZAN L., 2009).

CH=CH, CH;
'e) H;C CH=CH
OH
HiC CH;
NH,Cl O
A
CH; CH
gl HoocCH: CH,COOH

Figura 2:(A) Estrutura quimica do &cido 5- Aminolevulinico; (B) Estrutura quimica da Protoporfirina IX.

A Pp IX apresenta 5 bandas de absorcédo, apesar da regido do 630 nm nao
ser a mais eficiente é usada uma vez que se encontra dentro da janela biolégica do
espectro eletromagnético (600 a 800 nm), faixa espectral onde substancias como a
melanina, hemoglobina e a agua ndo absorvem nem refletem a luz e esta apresenta

uma consideravel penetracéo no tecido biologico .
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Figura 3: (A) Espetro de absor¢do do Photofrin®, apresentando 5 bandas de absorcdo, Adaptado (WILSON;
PATTERSON, 2008). (B) Propagacéo da luz dentro do tecido, adaptado (AGOSTINIS et al., 2011).



Depois da absorcdo da luz pelo FS, ele passa do estado fundamental a um
estado excitado (triplete), e neste estado pode participar de dois tipos de reacdes
como explica a Figura 4. Na reacao do tipo | ocorre uma transferéncia de elétrons
ou de atomos de hidrogénio entre o FS no estado tripleto excitado e as moléculas
biologicas (fosfolipidios, colesterol, proteinas, entre outros) (BAGNATO, 2008),
gerando radicais ou ions-radicais. A maioria desses radicais reage instantaneamente
com o oxigénio e geram uma variedade de intermediarios altamente reativos como
peroxido de hidrogénio (H,O,), radical superéxido (O") e radical hidroxila (OH)

(FREITAS; BARONZIO, 1991; OCHSNER, 1997a; TROMBERG et al., 1990).

Na reacdo do tipo Il, € formado o oxigénio singleto (*O,), que é um dos
agentes citotoxicos mais importantes produzidos durante a TFD e o responsavel
pela fotoinativagdo das células do tumor. Ele é gerado via processo de transferéncia
de energia durante uma colisédo do sensibilizador, produzindo a inversédo do spin de
um dos elétrons mais externos da molécula de oxigénio, o que resulta na forma

altamente reativa de oxigénio (Figura 4).
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Figura 4: Diagrama de Jablonski modificado. O FS ap6s absorver um foton passa do estado fundamental ao
estado excitado podendo participar de dois tipos de reacdes. Na reagdo tipo | o FS em seu estado excitado
participa em reagOes de transferéncia de elétrons gerando radicais ou ions radicais. Na reacgéo tipo Il € formado
oxigeno singleto (102) através da transferéncia de energia entre o FS excitado e o oxigénio molecular (302).



A interacdo do O, com constituintes celulares ocasiona danos a membrana
celular, mitocondrias, lisossomos e nucleo induzindo & morte celular. Apés a morte
celular, ha liberacdo de mediadores inflamatorios como histamina e metabolitos do
acido araquidénico aumentando os efeitos deletérios (FREITAS; BARONZIO, 1991;
OCHSNER, 1997b; TROMBERG et al., 1990). O oxigénio singleto possui tempo de
vida em agua de aproximadamente 3 microssegundos (OCHSNER, 1997b). Em
funcdo disso, seu raio de acado € extremadamente reduzido, atuando apenas onde &
produzido. Esse efeito é muito importante para a TFD, que se baseia no efeito

fotodinamico localizado.

1.3Mecanismo de morte celular

Trés processos diferentes de morte celular podem ocorrer depois da TFD, o
primeiro é a necrose direta do tecido que € devido ao dano que produz a TFD as
células, processo observado dentro de minutos apos a exposicdo a luz, e
caracterizado por intumescimento citoplasméatico e mitocondrial, ruptura da
membrana plasmatica, liberacdo e exposicao celular do conteldo das diferentes

organelas ao espaco extracelular (DOUGHERTY et al., 1998).

7

A apoptose ou morte celular programada é o resultado das alteracdes
morfoldgicas e bioquimicas celulares em diferentes organelas. Através da ligacdo do
FS aos receptores da membrana externa da mitocondria e/ou pela acdo das
espécies reativas de oxigénio, é feito um dano a membrana mitocondrial (causa
principal da liberacdo de fatores de iniciagdo da apoptose), com consequente
liberacdo ao citosol de ativadores das caspases como 0 citocromo-C e outras
moléculas protoapoptoticas incluindo o fator indutor da apoptose, que vao
desencadear o processo de apoptose (DOUGHERTY et al., 1998; FANTINI et al.,
2008).

O dano vascular é a terceira forma de morte por TFD. Neste processo ocorre
uma leséo especifica e irreversivel das células endoteliais dos vasos intratumorais,
gue leva a um processo inflamatério e estase do fluxo sanguineo. Esse mecanismo

comeca pela acdo do oxigénio singleto e dos radicais livres sobre as células
9



endoteliais, dano que produz agregacao e ativacao das plaguetas. ApoOs ativadas, as
plaquetas liberam sustancias pro-constritoras (tromboxanos), causando a diminui¢ao
da luz do vaso sanguineo e maior agregacdo plaquetaria, mecanismo que vai
resultar na formacéao de trombos, produzindo déficit de fluxo sanguineo e causando
hipoxia e déficit de nutrientes que facilitam a morte das células tumorais (FINGAR,
1996).

1.4Cicatrizagao

Para sobreviver € necessario que o corpo seja capaz de substituir as células
lesadas e restaurar o tecido, decorrente da lesdo por agentes mecanicos, quimicos,
térmicos e bacterianos. Nesta tentativa, surge uma série de eventos dinamicos
desencadeados por sinais bioquimicos e com participacdo de diferentes células que
vao regenerar e reparar o tecido pré-existente. O processo da cicatrizacdo tem sido
dividido em trés fases que se sobrepfem, inflamacéo, proliferacdo e remodelagem
(GURTNER et al., 2008).

1.4.1 Inflamagao

A inflamagdo comeca imediatamente depois de ocorrida a lesdo, com o
extravasamento de sangue, células imunolégicas e proteinas como a fibrina (Figura
5). Como resposta ao trauma e para evitar excessivo sangramento ocorre uma
intensa vasoconstricAio mediada por tromboxano A2 e prostaglandina 2-a
(BROUGHTON; JANIS e ATTINGER, 2006), seguida pela formacdo de um tampao
composto de plaquetas (hemostasia) e criagdo de uma matriz de fibrina proviséria,
util para a chegada das células inflamatorias, concentracdo de citocinas e de fatores
de crescimento (BROUGHTON; JANIS e ATTINGER, 2006) (Figura 6).
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~- Epiderme
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Plaquetas - Derme
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sanguineo

Figura 5: Processo inflamatério apés a lesdo. Ha extravasamento de hemacias e plaquetas, estas Ultimas
encarregadas da formagao do tamp&o hemostatico. Adaptado de Diegelmann, Evans( 2004).

L Fibroblastos
Neutrofilos

Migracdao de
células
.~ | inflamatérias

Figura 6: Processo inflamatorio. Migragcao de plaguetas e células imunolégicas (neutréfilos e macréfagos) ao
local da lesdo. Adaptado de Diegelmann, Evans.( 2004).
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Em resposta aos sinais quimiotaticos, os neutrofilos ou polimorfonucleares
sdo os primeiros elementos achegar ao local do ferimento, iniciando o debridamento
do tecido lesado e destruicdo dos agentes infecciosos através da liberacdo de
espécies reativas de oxigénio, proteases entre outros.

Depois de aproximadamente dois dias da lesdo, € recrutada a maior
guantidade dos macrofagos (mondcitos intravasculares), que além de sua funcao
fagocitaria, secretam fatores quimiotaticos e importantes fatores de crescimento
como o fator transformador de crescimento a e B (TGF-B, TGF-a), fator de
crescimento dos fibroblastos (FGF) e fator de crescimento endotelial (EGF), entre
outros que promove a proliferacdo celular e a sintese da matriz extracelular (MEC)
(DIEGELMANN; EVANS, 2004; EMING; KRIEG e DAVIDSON, 2007).

As plaquetas, por sua parte, liberam fator de crescimento derivado das
plaquetas (PDGF), substancias necessarias para estimular a formacao do tecido de

granulacao.

O TGF-B e os subtipos sdo substancias importantes neste processo porque
pode acelerar ou prejudicar o processo de cicatrizacdo pela sua atividade
imunomoduladora. Esta citocina pode atrair maior quantidade de macréfagos e
estimular a secrecao de citocinas como FGF, fator de necrose tumoral a (TNF- a) e
interlucina 1(IL1) (DIEGELMANN; EVANS, 2004). Além disso, modula a expressao
de colageno, as colagenases, os inibidores de proteases e inibidores de
metaloproteases (TIMP), tendo um papel importante nas alteragdes da cicatrizacao e
formacgao de queloides (DIEGELMANN; EVANS, 2004).

1.4.2 Proliferacéo

Fase proliferativa ou de re-epitelizacao ocorre entre o 2° e 10° dia depois do
trauma e é caracterizada pela proliferacédo e diferenciacdo das células (GURTNER et
al., 2008). Duas células sdo as protagonistas desta fase, 1) os fibroblastos,que
migram até o local da ferida provenientes do tecido circundante e produz os
componentes da MEC e, 2) as células endoteliais,que proliferam apartir de vénulas

préximas, formando novos capilares, processo chamado de angiogénese. A neo-
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angiogénese é responsavel pela nutricdo do tecido e por continuar com o aporte de

outras células tais como macrofagos e fibroblastos (WITTE; BARBUL, 1997).

A funcéo primordial dos fibroblastos € a sintese do colageno, que deve ser
depositada de uma forma organizada, uma vez que um aumento do depdsito do

mesmo pode levar a cicatrizes hipertroficas e/ou queldides.

A sintese do colageno comecga nos ribossomos, com a transcricdo e
processamento do acido ribonucleico mensageiro (RNA-m), resultando na formacéao
das cadeias a. Posteriormente, ocorre uma oxidagéo dos residuos de lisina e prolina
(hidroxilacdo), processo dependente da vitamina C. No escorbuto ou déficit de
vitamina C, o colageno é sintetizado anormalmente e torna-se muito friavel,
produzindo hemorragias com leve trauma e pobre cicatrizagdo (GANTWERKER,;
HOM, 2012). Na sequéncia, trés cadeias a apds varias modifica¢cdes enzimaticas se
alinham e formam a tripla hélice ou procolageno (MONACO; LAWRENCE, 2003).

J& no espaco extracelular a enzima procolageno peptidase quebra a maioria
dos peptideos de registro transformando o procolageno em tropocolageno que se
agrega na forma de fibras, consolidando a arquitetura final e favorecendo a

resisténcia do colageno.

Pelo menos 13 tipos diferentes de colageno foram identificados sendo os
tipos | e lll os de maior importancia na pele. O colageno tipo | € a forma
predominante e representa aproximadamente 90% do total do colageno em derme
normal; ele apresenta-se na forma de fibrilas estriadas de 1 a 20um, agrupando-se
em fibras colagenas maiores e sua fungdo principal é a resisténcia ao estiramento
(USHIKI, 2002). O colageno tipo Ill € o componente fundamental das fibras
reticulares (aproximadamente 2um de diametro), e sua funcéo € de sustentacdo dos
orgaos e vasos sanguineos (USHIKI, 2002). Na pele normal, este tipo de colageno
se apresenta em uma propor¢gdo menor ao tipo I, aproximadamente 4:1. Em lesdes
hipertréficas e cicatrizes imaturas pode aumentar numa taxa de 33% do colageno
total, alterando a proporcdo entre colageno tipo | e lll de 2:1 (STADELMANN;
DIGENIS e TOBIN, 1998).
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Outros componentes da matriz extracelular que sdo sintetizados nesta etapa
sdo, por exemplo, os proteoglicanos (dermatan sulfato, &cido hialurénico) que

contribuem para a estabilidade e viscosidade da pele.

As células epiteliais migram desde as bordas sobre a &rea da ferida induzindo
a contracao e a re-epitalizacdo. A epitelizacdo envolve uma sequéncia de alteracdes
nos queratinécitos como a separacdo, migracao,proliferacdo, diferenciacdo e
estratificacdo (GURTNER et al., 2008) (Figura 7).

Crosta Migracdo de
Queratinocitos
Fibroblasto
Macroéfago

Figura 7: Processo de proliferagdo. Ocorre migracao de fibroblastos e queratinécitos (re-epitelizagéo). Adaptado
de Diegelmann, Evans ( 2004).

1.4.3 Remodelagem

Na remodelagem da ferida, observa-se uma contracdo da ferida por meio do
movimento centripeto das bordas feita pelos miofibroblastos (modificagcdo dos
fibroblastos). Além disso, ocorre uma maturacdo e reorganizacao dos elementos da
MEC, o colageno tipo lll é substituido pelo o colageno tipo |, processo feito pelas
metaloproteases transformando a matriz proviséria em definitiva (Figura 8)
(GURTNER et al., 2008; MADDEN; PEACOCK, 1971). As metaloproteases (MMP)
sdo enzimas proteoliticas caracterizadas pela habilidade de degradar varios
componentes da matriz extracelular. Sua expressao pode ser estimulada por
diferentes tipos de células tais como queratindcitos, fibroblastos, mondcitos,

linfocitos e macrofagos e algumas citocinas tais com (EGF), Fator de crescimento
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dos queratinocitos (KGF), e TNF-a entre outros (MARTINS; CALEY e O'TOOLE,
2012). Os TIMPs sao proteinas inibidoras das MMP e sintetizadas por fibroblastos.
Um balanco entre a expressdo dos componentes da MEC, os componentes de
degradacdo e seus inibidores € necesséria para ocorrer uma adequada cicatrizacdo
da ferida (MARTINS; CALEY e O'TOOLE, 2012).

Os macréfagos comecam a desaparecer, enquanto a angiogénese e a
producédo de fibroblastos diminuem. Devido ao processo de remodelacédo que pode
durar até um ano depois da ferida, a forga ténsil vai se incrementado como resultado
da formacdo dos enlaces cruzados do colageno (KARUKONDA et al., 2000).
Segundo Monaco, et al.( 2003), a forca ténsil da ferida cicatrizada ap6s 1 semana é
de apenas 3% da pele normal, 20% apds 3 semanas e depois de 3 meses pode ser
chegar até aproximadamente 80% da pele sadia.

Flbroblasto
Colégeno

Figura 8: Processo de remodelagem. Ocorre uma reorganizagao do colageno sendo substituido o tipo | pelo Il1.
Adaptado de Diegelmann, Evans ( 2004).

1.5Terapia Fotodinamica e Cicatrizagao

A TFD intervém nas diversas etapas da cicatrizacdo e tende a acelerar o
reparo tecidual (GARCIA et al., 2010; HAMBLIN et al., 2002; LIAPINA et al., 2010;
SILVA et al., 2004; STERN et al., 1990).
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Na fase inflamatoria foi demonstrado que lesdes tratadas com TFD
apresentam menor quantidade de infiltrado inflamatério (GARCIA et al., 2010), isso
atribuido a sua comprovada acdo de controle microbiolégico e descontaminacéo
(JORI et al., 2006; MAISCH et al., 2004). Além disso, foi comprovada a diminui¢éo
da quantidade e da atividade dos leucdcitos trazendo como resultado final reducéo
do tempo total desta fase (LIAPINA et al., 2010).

Um comeco precoce da etapa da re-epitelizacdo da ferida apés TFD foi
evidenciado nos estudos de Garcia et al.(2010), Silva et al. (2004) e Sperandio et al.
(2010) com presenca precoce de fibroblastos jovens, fibrina e tecido de granulagéo
guando comparado ao grupo controle. Segundo Garcia et al. (2010), a TFD mostrou
efeitos positivos sobre a deposicdo de colageno, proliferacdo e angiogénese apos
3,7 e 14 dias da indugcéo de uma queimadura de terceiro grau em modelo animal,
guando comparados ao grupo controle. Em um estudo feito em modelo animal, com
intensidades e doses finais de 25, 50, e 75 J/cm2 (comparadas as aplicadas em
humanos) ndo foram encontradas diferencas significativas na forca ténsil entre os
animais tratados com TFD e nao tratados até 21 dias depois do tratamento
(BROUWER et al., 2000).

Para a lesdo ser remodelada com éxito € necessario ter um equilibrio entre a
sintese da MEC e a degradacdo da mesma. O desequilibrio neste processo pode
causar alteracbes na qualidade estética da cicatrizacdo. Neste processo de
remodelacdo, em lesGes tratadas com MAL e TFD depois de trés sessdes foi
observado um aumento do TGF-bl e b3 que favoreceu o controle na deposicao
ordenada das fibras de colageno (FARRAR et al.,, 2011). Nesta etapa da
cicatrizacdo também participam as MMP para degradar o colageno, e assim
remodelar a matriz extracelular. Num estudo in vitro em cultura de fibroblastos
humanos tratados com TFD foi evidenciado uma indugéo da sintese de MMP | e I,
gue pode favorecer o processo de remodelacédo (CHOI et al., 2010; KARRER et al.,
2003). Nesta mesma linha, Almeida et al., (2009) observou um aumento significativo
da MMP-9, apos 3 meses de MAL-TFD (duas sessdes) quando comparado ao grupo

controle sugerindo a remodelacdo da matriz extracelular. Segundo CHOI, et al.
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(2010) em um modelo experimental em animal, depois de uma sessdo de TFD
encontrou elevacao das citocinas como IL-1, TGF- B e TNF- a e MMP (1,2,3 e 9)
com um incremento na expressdo do procoldgeno-l quando comparado com 0S
grupos que néo foi realizado TFD, concluindo que apés da TFD apresentassem
mudanc¢as na matriz dérmica que leva como resultado a remodelagem da mesma.
Em geral, o tempo total da cicatrizacdo das feridas € reduzido com a TFD quando
comparado com o controle (JAYASREE et al., 2001). No entanto,Parekh et al ( 1999)
num experimento feito em um modelo animal com dois FS diferentes (um derivado
de benzoporfirina e uma clorina) e aplicacdo da TFD, os autores ndo encontraram

diferenca entre a ferida tratada e a néo tratada do rato.

Em uma revisao da literatura de trabalhos usando TFD e cicatrizacdo, Peplow
et al.( 2012) concluiram, que a TFD em doses baixas e usada em feridas agudas
podem apresentar melhores resultados quando comparado com 0 uso de
laserterapia, mas, sugerem maiores estudos, com padronizacdo de técnicas e uso
de modelos animais com maior sensibilidade a alteragbes no processo de

cicatrizacao.

1.6 Microscopia Confocal

A microscopia confocal € uma técnica que permite a aquisicdo de planos
Opticos da amostra para construir imagens tridimensionais permitindo uma grande
definicdo da imagem. Para formar a imagem um ou mais feixes do laser varrem a

amostra em sentido linear ponto por ponto até iluminar toda a amostra.

Uma melhoria da microscopia confocal é a microscopia multifétons, onde os
fluoréforos sdo excitados por absorcéo de 2 fotons. Desta forma, a energia dos dois
foétons € somada e juntos estimulam da mesma forma que ocorre com a absorcéo de
um féton com o dobro da energia, assim, oferece algumas vantagens, como estudo

de uma maior profundidade com menor dano da amostra por fototoxicidade.

Outro fendbmeno que pode ser explorado na microscopia multifétons é a

geracdo do segundo harménico (SHG do inglés second harmonic generation), que
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se diferencia da fluorescéncia por ser um processo com energia conservada. Porém,
o foton resultante tem exatamente a soma das energias dos fotons incidentes. Para
SHG, é necessario que a estrutura avaliada apresente uma extrema organizacao,
simetria entre outras propriedades (ZOUMI; YEH e TROMBERG, 2002). Atualmente, a
microscopia multi-fétons e a SHG sao utilizadas para avaliacdo da morfologia e

funcdo dos tecidos bioldgicos.

A técnica SHG estd sendo usada para a avaliacdo do tecido conjuntivo
principalmente na andlise do colageno de tipo I, devido a sua estrutura de tripla
hélice helicoidal ndo centro-simétrica (envelopada a direita), tendo a capacidade de
geracdo do segundo harmoénico (LV et al., 2012), ao contrario dos outros tipos de
colageno. Na literatura médica, alguns trabalhos tém sido publicados avaliando o
colageno e as fibras elasticas com esta técnica tanto ex vivo como in vivo (CHEN et
al., 2011; LU et al., 2009). Chen et al. (2009), avaliou amostras ex vivo de pacientes
com cicatrizes hipertroficas, apresentando imagens caracteristicas da microestrutura
das fibras que compdem a MEC. Foi evidenciada neste estudo a disposicdo e
organizacdo das fibras de colageno e elastina da pele normal apresentando
diferenca com a disposicdo desorganizada apresentada na cicatriz hipertrofica
(CHEN et al., 2009). Em outro trabalho feito por Lu et al. (2009), foi apresentada a
disposicao desorganizada das fibras de colageno, se evidenciando também fibras de
maior espessura e com orientacéo paralela em pele com esclerodermia. Num estudo
mais recente, foi avaliada in vivo a pele de rato apds varias sessdes de TFD (em
total 12, com uma semana de espagcamento entre cada) usando ALA 3% e dose de
1.2 Jlcm? como terapia para rejuvenescimento cutaneo. Ap6s 12 semanas de
terminado o tratamento, foi feita uma avaliacdo das fibras de colageno, se
apresentando nos animais tratados fibras mais uniformes e organizadas e com maior
densidade, sem encontrar diferenca significativa na geracdo do segundo harménico

entre os grupos tratados (LV et al., 2012).
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2. MOTIVAGAO E JUSTIFICATIVA

A TFD é uma técnica relativamente nova que estd sendo bastante usada em
cancer e outras doencas da pele, devido a suas vantagens como alta seletividade,
excelente resultado estético, e poucos efeitos colaterais quando comparada as

técnicas convencionais.

Em dermatologia oncolégica, diferentes protocolos que incluem uma ou varias
sessfes estdo sendo testados com o intuito de destruir as células malignas
preservando o tecido normal. Também para o tratamento ou controle de outras
condi¢cbes da pele, como ceratose actinica, acne, infeccdes bacterianas e fungicas,
a TFD esta sendo utilizada. Desta forma,é importante aprimorar o entendimento do
comportamento dessa pele irradiada e tratada com a terapia fotodinamica
especialmente quando submetida a varias sessdes com o intuito de ampliar o

conhecimento e consolidar a técnica.
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3. OS OBJETIVOS

O objetivo deste estudo € avaliar o comportamento da pele cicatrizada apos
uma ou varias sessbes de TFD e analisar sua resposta a agressdes padronizadas

feitas com o laser de CO.,.

3.10bjetivos Especificos

Avaliagdo macroscopica das caracteristicas (Eritema, hipertréfia, atréfica,
hipercromia e hipocromia ) da pele submetida a véarias sessoes de TFD

Avaliacdo macroscépica do comportamento da pele cicatrizada (apos varias
sessOes de TFD) quando submetida a traumas externos.

Avaliacdo microscopica das unidades pilosebaceas e os fibroblastos da derme
apos submetida a pele a varias sessdes de TFD e traumas externos.

Avaliacdo qualitativa da geracdo do segundo harménico e das caracteristicas
microestruturais do colageno.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Animais

Foram utilizados 25 ratos machos, da linhagem Wistar, pesando entre 180 e
200g, provenientes do Biotério do departamento de Cirurgia Experimental da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP) da Universidade de Sao Paulo
(USP). Os animais foram mantidos durante todo o experimento em um alojamento
para animais com 4 filtros para entrada do ar e 1 exaustor de saida no laboratorio de
Biofotdnica do Instituto de Fisica de S&o Carlos. Ficaram alojados em gaiolas
coletivas (4 animais/gaiola) de polietileno com tampas metalicas e assoalho forrado
com maravalha. Receberam agua filtrada e racdo comercial especifica para roedores
biobase. A temperatura foi mantida entre 23° e 25°C, com ciclo de claro/escuro de
12 horas.

Todos os experimentos apresentados nesta dissertacdo foram aprovados pelo
Comité de Etica e pesquisa no uso de animais da Universidade Federal de S&o

Carlos sob o niumero de protocolo n® 047/2011 (anexo I).
4.1.2 Fotossensibilizador

O proé-farmaco utilizado foi o 5-acido Aminolevulinico (ALA) proveniente da
PDT-Pharma (Cravinhos, Brasil). Este principio ativo para TFD foi aprovado pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (autorizagdo n° 108495.1,
publicada em D.O.U. em 21 de setembro de 2010). O ALA & um precursor da Pp IX
na via biossintética do grupo HEME. E um p6 branco contido em frascos
esterilizados de 50ml contendo 1.5 g envolvidos em papel aluminio para protecéo da

luz e guardado em geladeira a temperatura de 4°C. O p6 antes de ser utilizado foi
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misturado com 1mM EDTA, 3% DMSO e creme base sendo sua concentracao final
20% p/p.

4.1.3 Fonte de luz

O comprimento de onda para iluminacdo na TFD foi escolhido, considerando
0 espectro de absorcédo do fotossensibilizador. A Pp IX tem 5 bandas de absorcéao,
uma delas esta centrada em 630nm (vermelho), apesar de ndo ser uma banda de
absorcédo relevante é usado este comprimento de onda por se encontrar na janela
biolégica terapéutica. Para a irradiacdo neste estudo foi utilizado como fonte de luz,
um laser de diodo (Eagle Heron 630,QuantumTech® S&o Carlos, Brasil), com
poténcia Optica de até 2 W. A entrega da luz foi realizada acoplando uma fibra Gptica

de iluminagéo direta (Figura 9).

Figura 9: lluminagéo da pele do rato com o Laser. Observe-se a mascara de prote¢éo sobre a pele para evitar a
iluminacéo de regides além da area de interesse.

4.1.4 Laser de CO,

Foi usado um Laser de CO, que emite na regido do 10.600 nm (infravermelho
distante), Modelo KSV 25S, MedicalEnergy, Inc., Pensacola, FL, EUA (Figura 10).
Este equipamento foi escolhido por permitir uma padronizagdo da profundidade da

lesdo. Foi usado o modo pulsado com frequéncia de 40Hz e uma potencia de 30W.
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Figura 10: Laser de COs.

4.2 Métodos

Para a elaboracéo do protocolo de tratamento foi feito um estudo piloto com o
intuito de escolher a melhor dose de irradiacdo, sendo avaliadas tanto
caracteristicas da leséo feita pela TFD na pele sadia como o tempo de cicatrizacdo

da mesma (apéndice ).

4.2.1 Terapia Fotodindmica

a) Preparo dos animais

Foram utilizados 25 animais, divididos em 5 grupos com 5 animais por cada
grupo: GO, G1, G2, G3, G4. A Figura 11 apresenta a divisdo dos grupos

experimentais de acordo com a quantidade de sessoes feitas.

Inicialmente foram pesados e anestesiados por injecdo intramuscular com
solucdo de Cloridato de quetamina a 10% (Ketamina,Agener) na dose de
0,08ml/100g de peso corporeo associado a relaxante muscular, analgésico e
sedativo, cloridrato de Xilazina 2%, (Coopazine®) na dose de 0,04ml/100g.
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Posteriormente, foram submetidos a tricotomia no dorso, uma area de 3X3 cm

aproximadamente.

Grupo TFD-Lesao

G1/12 sessdo
(5 animais)
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GA4/42 Sessdo
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Na terceira sessdo, repete-
se trés vezes os mesmos
procedimentos da primeira

Na quarta sessdo , repete-se
quatro vezes os mesmos
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Figura 11: Representacdo grafica dos diferentes grupos de animais utilizados na pesquisa.GO, grupo controle,
ndo recebeu nenhum tratamento; G1, grupo submetido a uma sessdo; G2, submetido a duas sessdes; G3,
submetido a trés sessdes; G4, submetido a 4 sessbes consecutivas.

b) Aplicacdo do creme com ALA 20%

O creme contendo ALA é aplicado na pele previamente tricotomizada, e

coberta com papel filme de PVC e papel aluminio para evitar a fotoativacdo (Figura

12). Apos duas horas de ocluséo, é retirado o excesso de creme usando uma gaze

embebida em solucdo salina 0,9% e é colocada uma mascara feita de papel

aluminio e gaze sobre a pele com um orificio de 2x2. Esta mascara delimitou a area

desejada a ser irradiada.
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Figura 12: Rato com pele coberta com papel aluminio para evitar a fotossesibilizagcdo da medicagéo.

c) Irradiacéo

Todos os ratos foram irradiados com um laser de Diodo. A dose entregue foi
de 30J/cm?, com uma intensidade de 50 mW/cm? e um tempo de 10 minutos (600
segundos). Esses parametros foram previamente definidos no estudo piloto
(apéndice 1). Ap6s a irradiacdo, os animais foram mantidos no alojamento e
avaliados diariamente. Os parametros que foram utilizados para determinar o

término da cicatrizacéo foram:

e Fechamento total da ferida
e Auséncia de crosta na area lesada
e Auséncia de sangramento ou de qualquer outra secrecao fisiologica

4.2.2 Leséao da pele feita com laser de CO,

a) Preparo do animal

Depois de cicatrizada a pele dos animais tratada com TFD, o animal foi
preparado para a realizacdo de uma lesdo com laser de CO,. Os animais foram
anestesiados com injecao intramuscular com solucdo de Cloridato de Quetamina a

10% (KetaminaAgener) na dose de 0,08ml/100g de peso corporal associado a
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relaxante muscular, analgésico e sedativo cloridrato de Xilazina 2% (Coopazine®) na
dose de 0,04ml/100g

b) Ablacéo a laser

Trés lesGes paralelas de aproximadamente 1lcm de comprimento foram
realizadas na pele cicatrizada previamente tratada com TFD, como apresentado na
Figura 13. Novamente, as lesdes foram avaliadas diariamente e os critérios para
determinar o tempo de cicatrizagdo da pele foram os mesmos escolhidos para
cicatrizacdo da TFD e descritos anteriormente. Fotografias digitais foram obtidas.

Figura 13: Les&o feita com Laser de CO..

4.2.3 Eutanésia, remocao e preparo do material

Apds o termino de cada sessdo, os animais foram eutanasiados por inalacdo
de gas CO, de acordo com a Figura 14. Posteriormente, com auxilio de um bisturi a
pele tratada foi removida até a fascia muscular dorsal. As pecas foram colocadas em
frascos plasticos contendo solucdo tamponada de formol 10 %, e levadas ao
laboratério de histologia do Instituto de Fisica de S&o Carlos-USP para preparacao
da lamina histolégica e ao Laboratério de Histologia do Laboratorio de Técnica
Cirargica e Cirurgia Experimental do Departamento de Cirurgia e Anatomia da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP para coloracdo das mesmas.
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GO G1 G2 G3 G4
Controle TFD TFD TFD TFD
Controle Lesdo Lesdo Lesdo Lesdo
Controle TFD TFD TFD
Eutanasia
Controle Lesdo Lesdo Lesdo
Controle TFD TFD
Eutanasia
Controle Lesdo Lesdo
Controle TFD
Eutanasia
Controle Lesdo
Eutanasia Eutanasia

Figura 14:Representacdo esquematica das diferentes sessfes a que foram submetidos os animais de cada
grupo. (G0) Grupo que néo foi submetido a nenhum procedimento. (G1) Grupo submetido a uma sesséo de TFD,
posteriormente, na pele cicatrizada foi feita uma leséo externa com laser de CO» (G2) O grupo passa duas vezes
pelo mesmo procedimento explicado anteriormente. (G3) O grupo passa trés vezes pelo procedimento. (G4) O
grupo passa pelo procedimento em quatro ocasifes.

4.3ANALISE MACROSCOPICA

Depois de cicatrizadas, as lesbes foram avaliadas macroscopicamente
analisando diversas caracteristicas clinicas da pele. Para cada parametro avaliado
foi dada uma qualificacdo de O a 4, sendo 0 auséncia da caracteristica e 4 grau
méaximo de apresentagcdo. Foram avaliados: eritema residual, presenca de cicatriz
hipertréfica ou atrofica e as mudancas cromaticas. Salientando que os ratos da
linhagem Wistar séo albinos, os termos hipercromia ou hipocromia foram usados
para ilustrar mudancas na cor da pele e ndo para avaliar presenca ou auséncia de
pigmento melanico. Depois, a pele cicatrizada foi fotografada com uma cémera
digital Sony DSC-H50.
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4.4 Analise Microscopica

As amostras de pele que foram imersas na solucdo tamponada de formol 10

%, foram posteriormente lavadas com solucdo de etanol a 70%, para auxiliar na

remocao do excesso de liquido fixador e entdo submetida as seguintes etapas:

Desidratacdo: passagem das amostras em banhos de alcool etilico de
concentracfes crescentes de 70%, 80%, 90%, 95%l, 95%II, 100%I e 100%lI

(absoluto), durante o periodo de uma hora cada.

Diafanizacédo ou clareamento: banhos em alcool-xilol (20 minutos), xilol | (20

minutos) e xilol Il (20 minutos) para tornar as pecas translicidas.

Embebicdo em parafina: imersdo em trés cubas contendo parafina fundida na

estufa a 60°C, por 30 minutos em cada uma das cubas.

Incluséo em parafina: as amostras foram colocadas em recipientes contendo
parafina fundida (parafina IV) e orientadas na posicdo adequada para a
obtencdo dos cortes. Posteriormente, os recipientes foram deixados a

temperatura ambiente para solidificacdo durante 24 horas.

Apés a inclusdo do material, cortes histologicos de 5um de espessura foram

realizados utilizando-se um micr6tomo rotativo (Leica, RM 2125RT, Microsystems

NusslochGmGH, Germany) e os mesmos recolhidos em grupos de dois, em laminas

previamente identificadas.

4.4.1 Verhoeff

Nas laminas coradas foi possivel fazer uma avaliagdo das estruturas celulares

(unidades pilossebaceas). Para esta avaliacao, foi calculada uma area meédia por corte,

depois o resultado da somatéria das estruturas (unidades pilossebaceas) encontradas

em cada campo foi dividido pelo nimero de campos avaliados e multiplicada pela area

média dando como resultado a concentragdo de estruturas por mm2.
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A Figura 15 apresenta um foliculo ou unidade pilossebacea com seus
diferentes componentes. Neste estudo foram contadas as glandulas sebaceas pela
maior facilidade de avaliacdo no corte histoldgico devido ao maior comprimento da
mesma. Para a analise e documentacdo fotografica dos resultados obtidos, foi
utilizado o microscopio Zeiss®, modelo Axioobserver 2.1. As imagens dos campos
utilizados para a contagem, foram registradas pela camera digital AxioCamERC5s®
acoplada ao microscopio, sendo posteriormente analisadas pelo programa Axio
Vision 4.8, utilizando objetiva de 5x.

Figura 15: Fotomicrografia demonstrando uma unidade pilossebacea composta pelo foliculo piloso e a glandula
sebacea. (*)Foliculo piloso.Verhoeff 50x.

4.4.2 TricOmio de Mason

Os cortes histologicos foram corados pela técnica de tricrémio de Masson
para a avaliacdo morfométrica dos fibroblastos nas camadas papilar e reticular da
derme, Figura 16. Por esta técnica, as fibras colagenas e os nucleos dos fibroblastos
localizados na derme foram corados em azul, diferenciando-se dos vasos sanguineos,
fibras musculares e do endotélio, corados em vermelho. Para esta avaliagdo, foram
escolhidos aleatoriamente em cada corte histolégico, dois campos, sendo em cada um

deles realizada a contagem do numero total de fibroblastos na camada papilar e na
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camada reticular da derme, em aumento de 400x (Figura 17). Foi calculada a média do

numero total de fibroblastos em cada camada.

Figura 16: Fotomicrografia demonstrando as camadas do tegumento e a demarcacdo de um campo para a
contagem do numero total de fibroblastos nas camadas papilar (P) e reticular (R) da derme. Epiderme (*);
hipoderme com células adiposas (A); camada muscular (M). Tricromico de Masson; 50x.

Figura 17: Fotomicrografia demonstrando a marcagdo (cruz em vermelho)dos nucleos do numero total de
fibroblastos na camada reticular da derme de um dos campos de um animal do grupo G2. Tricrémico de Masson;
400x.
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Para a andlise e documentacdo fotografica dos resultados obtidos, foi
utilizado o microscopio Zeiss®, modelo Axioskop2plus. As imagens dos campos
utilizados para a contagem, foram registradas pela camera digital AxioCamHrc®
acoplada ao microscopio, sendo posteriormente analisadas pelo programa Axio

Vision 4.6, utilizando objetiva de 40x.

4.4.3 Fluorescéncia do coldgeno corado pela técnica da

Hematoxilina-Eosina

Para a avaliacdo qualitativa das fibras de coldgeno nas camadas papilar e
reticular da derme foi usado microscopia multifétons, sendo utilizados as laminas
coradas pela técnica da Hematoxilina-Eosina. Por esta técnica pode ser avaliada
com alta resolugcéo e contraste imagens, da fluorescéncia e SHG excitadas por dois
fotons, do colageno, analisando caracteristicas como morfometria, espessura,
distribuicdo e orientacdo das fibras. Também € possivel diferenciar o coladgeno de
tipo 1, o principal emissor de segundo harménico, dos outros tipos de colageno que
emitem principalmente fluorescéncia para excitacdo por dois fotons. Para esta
avaliacdo, foram escolhidos aleatoriamente em cada corte histologico, 6 campos, sendo
trés na camada papilar e trés na camada reticular da derme, usando uma obijetiva de
40x (Figura 18). Nesta analise, as imagens de microscopia multifétons foram
adquiridas com o microscépio confocal invertido LSM780-ZEISS (Carl Zeiss, Jena,
Alemanha). A fonte de luz utilizada foi o Laser ChamaleonUltra-Il (Coherent,
California, EUA) que apresenta comprimento de onda de 800 nm, largura temporal
de pulso de 150 fs e taxa de repeticdo de 80 MHz. A poténcia acoplada no

microscopio foi de 30 mW.

A SHG foi detectada usando um detector por transmissao, comum filtro passa
banda na regido entre 380-430 nm, sendo o comprimento de onda do segundo
harménico de aproximadamente 400 nm. A fluorescéncia foi detectada com dois
detetores NDD (do inglés, non descanning detector). Um espelho dicréico foi usado

para separar os fétons com comprimento de onda inferior a 490 nm, direcionados
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para o primeiro detector, daqueles com comprimento de onda maior, enviados para
0 segundo. Foi feita uma avaliacdo qualitativa do SFG dos campos escolhidos e

avaliados anteriormente.

Figura 18: Fotomicrografia demonstrando os lugares escolhidos na Iamina histolégica para estudo morfométrico
do colageno e SHG. HE; 400x.

4.5 Analise Estatistica

Os dados foram anotados em fichas préoprias para cada analise e,
posteriormente, tratados por procedimentos estatisticos compativeis com o0s

objetivos propostos.

Os testes de Levene e Shapiro-Wilk foram utilizados para observar a
homogeneidade de variancia e distribuicdo dos dados, respectivamente. Para
analise do tempo de cicatrizacdo foi utilizado a técnica paramétrica anova two-

way,com uso do teste de post-hoc (Tukey-Kramer para multiplas comparacoes).
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Para analise estatistica da histologia foi utilizada a técnica paramétrica

ANOVA oneway com post hoc Tukey.

Foi utilizado o programa Estadistica 7 (Statistica Release 7 - Statsoft Inc.,
Tulsa, Ok, USA) e o nivel de significancia de 5% (p<0.05).

35



36



5. RESULTADOSE DISCUSSAO

5.1 Avaliagao Macroscopica da Pele dos Ratos Submetidos a

Varias Sessoes

5.1.1 G1 (Uma sessao)

Neste grupo, os animais foram tratados com uma sessao de TFD. O processo
de cicatrizacdo foi avaliado e, ap6s completo, foi realizada uma lesdo com
pardmetros padronizados com o laser de CO,. Novamente, o processo de
cicatrizacéo da ferida, por ablacéo a laser, foi monitorado.

Os tempos individuais de cicatrizacdo da lesdo produto da TFD e da lesdo
com laser de CO,, estdo expostos na Tabela 1. No geral, o resultado da cicatrizacao
da pele, apos a TFD e a lesao, foi boa, o0 que se evidencia pelo resultado estético e
pela auséncia de complicacdes. Esses resultados apresentam uma semelhanca no
tempo de cicatrizacdo de todos os animais deste grupo, comportamento que
também foi observado no estudo piloto. Foi verificado um aumento no tempo da
cicatrizacdo da pele submetida ao Laser de CO2 quando comparado ao da pele
submetida a TFD. Esse resultado era esperado, pois 0 tempo de cicatrizacdo apos a
ablac&o térmica, nos parametros empregados do laser, é superior, uma vez que 0
tecido carbonizado deve ser reabsorvido antes que anteriormente ao processo

proliferativo da reparagéo.

O resultado da avaliacdo clinica do grupo esta apresentada na Tabela 2.
Todos os ratos apresentaram uma cicatrizagdo completa, com fechamento da lesao
e auséncia de complicacdes. No rato Gla e Gle, uma leve hipercromia foi

identificada, e classificada como uma cruz entre quatro possiveis (+/4+) (Figura 19).
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Tabela 1:Tempo de cicatrizacdo(dias) da pele de cada rato submetida a uma primeira sesséo no grupo G1.

Rato Tempo em dias /12 TFD Tempo em dias/12 Lesdo
Gl.a 16 18
Glb 15 18
Gl.c 15 18
Gld 15 18
Gle 14 18

Esta mudanca cromatica € provavelmente ocasionada pela atrofia epitelial,
aumentando a visualizacdo da matriz extracelular. No geral, o resultado da
cicatrizacdo da pele, apdés a TFD e a lesado, foi boa, o que se evidencia pelo

resultado estético e pela auséncia de complicagdes.

Tabela 2: Avaliacdo Clinica da pele dos ratos do Grupo G1 no fim da 12 sessao. (0): auséncia de caracteristicas;
(1+) até (4+): graus da apresentacéo das caracteristicas.

Resultados Clinicos Gla G1b Glc Gld Gle
Eritema Residual {_/4+) ] ] 0 0 o
Cicatriz Hipertréfica {_/4) 0 0 0 0 0
Cicatriz atréfica {_/4) 0 0 0 0 0
Cicatriz hipocrémica (_/4} ] ] 0 0 1]
Cicatriz hipercrémica {_f4} 1 o 0 0 1
Ulcera 1) o 0 0 o
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1 Sessdo

.

Figura 19:Pele cicatrizada ap6s a primeira sessao.

5.1.2 G2 (Duas sessoes)

Neste grupo, apdés a primeira sessdo de TFD/lesdo, os animais foram
submetidos a uma segunda sessdo de TFD/lesdo, empregando 0S mesmos
procedimentos feitos na primeira sesséo. Foi contabilizado o tempo de cicatrizagéao
na primeira e na segunda sessdo, apos as diferentes lesbes, cujos valores estdo
apresentados na Tabela 3.

Os tempos de cicatrizagdo da primeira sessdo foram semelhantes aos do
grupo G1. Ja na segunda sessdo, foi observada uma diminuicdo no tempo de
cicatrizacdo da TFD e do tempo de cicatrizacdo da lesdo quando comparada ao
resultado da primeira sessdao. Uma hipotese para explicar este comportamento é o
bom reparo tecidual originado da primeira sessao de TFD que favoreceu o reparo
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dos traumas feitos na segunda sessao. Outro fator que pode ter contribuido para
esse comportamento € a presenca de um tecido novo, produto da cicatrizagdo, que
respondeu com maior rapidez a essa nova agressao. Na literatura cientifica, poucos
trabalhos tém sido publicados estudando o reparo tecidual depois de multiplas
sessbOes de TFD; no entanto, estudos sobre a resposta da pele a TFD tém sido
relatados. Segundo Choi e colaboradores (2010), num estudo feito em pele de rato,
apos 1 sessdo de TFD, encontrou-se uma intensa estimulacdo molecular de
citocinas proé-inflamatorias (IL13 -TNFa -) e proteases (MMPs) que resultou em
estimulacdo epidérmica e dos componentes da derme, associados a uma melhoria
na regeneracdo e remodelacdo da matriz dérmica, que por sua vez produz uma

melhor resultado estético.

Tabela 3:Tempo de cicatrizagao (dias) da pele de rato submetida a duas sessoes.

12 SESSAO 22 SESSAO
T. (dias}) T. {dias}) T. {dias}) T. {dias}
Rato
12TFD 12 Lesdo 227TFD 22 Lesdo
G2.a 14 18 7 15
G2.b 16 19 10 10
G2.c 15 18 11 14
G2d 15 18 9 14
G2.e 15 18 10 13

Os resultados da avaliagcéo clinica do grupo estao apresentados na Tabela 4.
Todos o0s ratos mostraram uma cicatrizacdo completa, com fechamento da lesdo e
auséncia de processo infeccioso. No rato G2a foi evidenciada uma cicatriz atrdfica,
considerada como de 2+/4, que também foi apresentada no rato G2d e G2e — estas
tltimas com menor severidade, consideradas como 1+/4. A apresentacdo desta
cicatriz € em formato linear, no mesmo local e com tracado semelhante ao da leséao
provocada pelo laser de CO,, 0 que sugere ser a a¢do do laser a provavel causa do

evento. A literatura também relata, como uma reacdo adversa do uso do CO,, as
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escoriacfes lineares e a cicatrizes produzidas apés o uso deste laser ablativo
(METELITSA; ALSTER, 2010), (COSTA et al., 2011). Portanto, um maior dano tecidual

com perda de tecido parece favorecer a formacao de cicatrizes atroficas.

Tabela 4: Avaliacdo Clinica da pele dos ratos do Grupo G2 no fim da 22 sesséo.(0): auséncia de caracteristicas;
(1+) até (4+): graus da apresentacéo das caracteristicas.

Resultados Clinicos G2a G2b G2c G2d G2e
Eritema Residual {_/4+) 0 (1} 0 0 0
Cicatriz Hipertréfica {_/4) (1} 0 0 0 0
Cicatriz atréfica {_/4)} 2 0 0 1 1
Cicatriz hipocrémica (_/4}) 1 0 2 1 1
Cicatriz hipercrémica {_/4) 0 0 0 0 0
Ulcera 0 0 o 0 0

Alguns ratos deste grupo apresentaram hipocromia na pele cicatrizada,
qualificada como G2c (2+/4), Gla, G1d, Gle (1+/4) e evidenciada na Figura 20.
Este comportamento da pele pode ser resultado de um tecido ndo completamente

reparado.

Quando comparado o resultado da cicatrizacdo da pele para o0s
procedimentos realizados em uma sessdo ou duas sessOes, a diferenca estética é

leve e o resultado estético é considerado satisfatorio.
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Figura 20: Pele cicatrizada ap6s a segunda sessao.

5.1.3 G3 (Trés sessobes)

No grupo G3 a pele dos ratos passou por trés sessdes, sendo repetidos 0s
mesmos procedimentos descritos anteriormente para cada etapa. Os tempos
individuais para cicatrizacdo da leséo, produto da TFD e da lesdo com o Laser de

CO; sdo apresentados na Tabela 5.

Na primeira sessdo os resultados sdo semelhantes aos outros grupos. Na
segunda sesséao, o tempo de cicatrizacdo da TFD é pouco maior quando comparada
com G2. Ja na cicatrizacdo da pele agredida com laser de CO, (terceira sessao) o
tempo de cicatrizacdo é maior do que o procedimento anterior (TFD), este Uultimo

e

comportamento repetido em todos os grupos é mais notério nesta sessdo. Uma
possivel explicacdo como mencionado anteriormente é a natureza ablativa e mais

agressiva do procedimento que induz um maior tempo para cicatrizagao.

Neste grupo foi observado um acréscimo no tempo de reparo tecidual da
segunda sessdo para a terceira, associado a reducao do resultado estético da pele
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quando comparado aos grupos G1 e G2. Os ratos G3a e G3e apresentaram, em
todas as sessbfes, um tempo maior de cicatrizacdo para os dois procedimentos
guando comparados aos animais do mesmo grupo. Esta demora indica uma maior
dificuldade no reparo do tecido, que também é evidenciada pela piora no resultado
estético. Este aumento do tempo possivelmente esta relacionado com o trauma
repetitivo gerado na pele do rato (procedimentos consecutivos), sendo esta condi¢ao
fator predisponente para a cronicidade da cicatrizagdo, por diminuicdo da
capacidade de reparagado tecidual, e que, por sua vez, influencia no resultado
estético da cicatrizacdo (ANDRADE; LIMA e ALBUQUERQUE, 2010).

O animal G3a teve um aumento do tempo de cicatrizacdo em todas as
sessOes, quando comparado ao tempo de cicatrizacdo dos animais do mesmo
grupo. Depois de feita a lesdo pelo laser de CO, na terceira sesséo, a lesdo
provocada apresentou infeccao, se tornando em ulcera e finalmente o animal evoluiu
para Obito Figura 21. A infeccdo da area tratada apos TFD é relatada na literatura
como uma reacao adversa pouco frequente, devido ao efeito antimicrobiano da TFD
(IBBOTSON, 2011; JORI et al., 2006; MAISCH et al., 2004). Sem tratamento adequado,
a presenca da infeccdo pode predispor a pele a formacdo de Ulcera e pobre
cicatrizacéo (STEED, 2003). Neste caso, o animal apresentou um trauma repetitivo, o
gue favoreceu uma cicatrizacdo anormal, com possivel perda de matriz extracelular
e, por esta razdo, um acometimento de maior profundidade da pele quando
submetida a uma lesdo (induzida da mesma forma que as anteriores). Estas
situacdes todas levam a uma maior dificuldade no reparo tecidual, levando a uma
cronificacdo do quadro e a uma possivel propensdo para a geracdo de Ulceras e
infeccdo da mesma. Dada a baixa probabilidade de infeccdo em aplicacdes de TFD,
0s animais do presente estudo ndo receberam nenhum tratamento antimicrobiano;
portanto, o risco de infeccdo da ferida existia. Apesar disso, o quadro de infeccao foi

de fato observado em apenas um Unico rato em todo o estudo.
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Tabela 5:Tempo de cicatrizagao (dias) da pele de rato submetida a trés sessoes.

12 sessio 22 sessio 32 gessdio

T. (dias} T. {dias) T. {dias} T. {dias} T. (dias} T. (dias}
Rato

1=2TFD 12 Leso 22TFD 22 esio 3aTFD 32 esdo
G3b 14 18 10 13 13 16
G3c 13 18 10 13 1 17
G3d 15 17 7 13 12 17
Gle 15 17 10 14 14 18
G3a 14 18 10 16 14 ulcera
3 sessdo

Figura 21: Pele cicatrizada apés a terceira sesséo.
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Na Tabela 6 estdo apresentados os resultados clinicos da cicatrizacdo da
pele ap6s da 32 sessdo. Foram evidenciadas cicatrizes atroficas mais visiveis
gquando comparadas aos animais dos grupos anteriores (Figura 21), fato
provavelmente relacionado ao trauma repetitivo a que foi submetida a pele dos
ratos. O animal G3b e G3d apresentaram hipocromia classificada como 2+/4 e 1+/4,
respectivamente. Como dito anteriormente, esta hipocromia pode estar relacionada

com um reparo nao finalizado da pele.

Quando comparado o resultado da cicatrizagdo da pele, nos procedimentos
realizados nos trés grupos (G1,G2 e G3) a diferenca do resultado estético apresenta
uma piora gradual, que fica especialmente evidente no local da cicatrizacdo da leséo
feita com laser de CO,. Apesar disso, a cicatrizacdo ainda é considerada satisfatoria.

Tabela 6:Avaliacao Clinica da pele dos ratos do Grupo G3 ao final da 3% sesséo. (0): auséncia de caracteristicas;
(1+) até (4+): graus da apresentacdo das caracteristicas

Resultados Clinicos G3B G3C G3D G3E G3A
Eritemna Residual {_/4+} 0 0 0 0 Ulcera
Cicatriz Hipertréfica {_/4) 0 0 0 0 Ulcera
Cicatriz atréfica {_/4}) 2 2 1 3 Ulcera
Cicatriz hipocrémica {_/4} 2 0 1 0 Ulcera
Cicatriz hipercrémica {_/4} 0 0 0 0 Ulcera
Ulcera 0 0 0 0 Ulcera

5.1.4 G4 (Quatro sessoes)

Neste grupo, cada um dos animais passou por quatro sessdes (TFD/leséo),

nas quais foram repetidos os mesmos procedimentos em cada uma delas.

Os tempos individuais para cicatrizacdo da lesdo, produto da TFD e da leséo

com CO,, estdo apresentados na Tabela 7. Esses resultados apresentam tempos de
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cicatrizacdo para a primeira, segunda e terceira sessdo semelhante aos dos grupos

anteriores.

E evidente neste grupo o menor tempo de cicatrizacdo em todas as sessbes
da TFD quando comparado com o tempo de cicatrizagdo da lesao feita pelo laser
gue pode ser explicado pelo carater ablativo da leséo feita pelo laser causando uma
lesdo mais severa com uma maior demora na cicatrizacdo e também pode estar
associado ao possivel estimulo feito pela TFD favorecendo a proliferacdo celular e
producdo de colageno e acelerando uma resposta de cicatrizacdo completa
(JAYASREE et al., 2001).

Tabela 7:Tempo de cicatrizagdo (dias) da pele de rato submetida a quatro sessoes.

12 SESSAO 23SESSAO 33SESSAO 43 SESSAO

T. (dias) T. {dias) T. {dias} T. (dias) T. {dias) T. {dias) T. {dias) T. (dias)

Rato

12TFD 12 Lesao 22TFD 22 Lesdo 327FD 32 Lesdo 42TFD 42 Lesdo
G4.b 14 17 9 13 8 15 13 17
Gd.c 14 17 10 13 9 14 12 16
G4.d 15 18 8 18 8 16 13 18
Gd.e 15 16 7 14 10 14 14 19

O resultado da avaliagdo clinica do grupo esta apresentado na Tabela 8.
Foram evidenciadas cicatrizes atréficas mais visiveis quando comparadas aos
animais dos grupos anteriores (Figura 22), fato relacionado com o trauma repetitivo

a que a pele dos ratos foi submetida.

Todos os ratos deste grupo apresentaram algum grau de atrofia, explicado
pela lesdo repetitiva a que foram submetidos. S6 um rato (G4d) apresentou um
cicatrizacdo francamente atrofica, associada a hipercromia e evidéncia clara de

cicatriz. Pode ser observado que a pele tratada mostra maior grau de atrofia no local
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onde foi feita a lesdo com o Laser de CO, que leva a hipotetizar que esta resposta
estética é possivelmente devida, ao dano causado pelas repetidas sessoes,
especialmente a acdo do laser de CO..

Tabela 8:Avaliacéo Clinica da pele dos ratos do Grupo G4 ao final da 42 sess&o.(0): auséncia de caracteristicas;
(1+) até (4+): graus da apresentacéo das caracteristicas

Resultados Clinicos G4b GAc Gad Gle Morte
Eritema Residual (_/4+} 0 0 1 0 Morte
Cicatriz Hipertrifica {_/4) (1} 0 0 0 Morte
Cicatriz atréfica {_/4}) 2 2 2 2 Morte
Cicatriz hipocrémica {_/4} 0 0 0 0 Morte
Cicatriz hipercrémica{_/4) (1} 1 3 1 Morte
Ulcera (1} 0 (1} (1} Morte

O rato G4a foi a 6bito apds a aplicacdo da anestesia antes da terceira TFD.
Para manter os ratos anestesiados durante o processo da TFD, foi necessario o
incremento das doses de anestésico até a aplicacdo de overdose, resultado na

resisténcia dos receptores ao medicamento.

Os tempos de cicatrizacdo dos diferentes grupos neste estudo podem ser
visualizados na Figura 23 e na Tabela 9. Foi observado um menor tempo de
cicatrizacdo da lesdo apos TFD quando comparada com as lesbes com Laser de
CO, em todas as sessoes, apresentado diferencias significativas entre os tempos de
cicatrizacdo para todas as sessbes (p<0,05). Este fato pode ser explicado como
mencionado anteriormente pela diferente natureza da lesdo que, para o Laser de
CO2, é mais severa. Também tem sido publicado na literatura cientifica o efeito
positivo da TFD sobre a cicatrizagdo das lesdes, intervindo em todas as fases do
processo de reparacao (inflamacéo, proliferacdo e remodelacdo) (GARCIA et al.,
2010; JAYASREE et al., 2001; LIAPINA et al.,, 2010; SILVA et al., 2004), e

acelerando o processo de renovacdo do epitélio, este estimulo induzido, sobre
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citocinas tais como IL-1,TGF- B e TNF- a, em MMP e outras substancias pré-
inflamatorias (CHOI et al., 2010).

Figura 22: Pele cicatrizada apds a quarta sesséo.

Quando comparado o tempo de cicatrizagdo da TFD na primeira sesséo (G1)
com as outras sessdes foi significativamente maior para a primeira sessao (G2, p=
0,001; G3, p=0.05;G4.p=0,05). Resultado este, que pode ser associado a um
estimulo positivo da TFD, que teria “preparado” a pele para responder
favoravelmente ao reparo dos traumas feitos nas outras sessdes. Outro fator que
beneficiou este comportamento foi a presenca de um tecido novo, produto da
cicatrizagdo, que respondeu com maior rapidez a essa nova agressao. Comparando
o tempo de cicatrizacdo da TFD da segunda sessdo com as outras foi
significativamente menor para a segunda sessao (G3, p=0,01 G4, p=0,05), que nos
leva a pensar que essa “preparagao’ do tecido pela TFD para responder
rapidamente a outros traumas diminui quando submetida a pele a mdultiplas

agressdes consecutivas.
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Foi evidente que a 42 sessao realizada no grupo G4 apresentou um resultado
estético inferior, quando comparado aos demais grupos, mostrando o dano causado
pelos procedimentos na pele. Por um lado, € importante considerar que o0s
procedimentos foram feitos consecutivamente, tendo como base a avaliagéo
macroscopica da leséo para sinalar a pele como cicatrizada. Isso pode ter levado a
inducdo de novas lesbes em tecido ainda nao totalmente reparados
histologicamente, uma vez que, neste caso, 5 a restauragéo total ou terceira fase da
cicatrizacdo (remodelagem) da pele teria sido impedida. Esta fase da cicatrizagédo €
importante, pois é nela onde o colageno tipo Ill, que pode se apresentar em maior
guantidade na lesédo recém reparada, € substituido pelo colageno tipo I, e desta
forma conceder maior estabilidade e resisténcia mecénica a pele (STADELMANN;
DIGENIS e TOBIN, 1998). Por outro lado, € possivel pensar em uma resposta
subnormal da cicatrizagcdo por parte do tecido, como consequéncia dos traumas
repetitivos, com propenséao a apresentacao de tecido fibrético.

Tabela 9: Valores de média, desvio padrao e resultados estatisticos do tempo de cicatrizagdo da TFD e a Leséo
nos diferentes grupos.

G G2 G3 G4
Tempo da
Cicatrizacdo -TFD 15:0,7* 9,441 5*3 12,811 3%ab 13+1,3%ab
{Dias)
Tempo de
cicatrizacao - lesdo
{Dias) 1810* 13,2+1,9%¢ 17+0,8*d 17,5+1,3%d

*Diferenca significativa intragrupo (TFD vs Les&o), p <0,05

®Diferenca significativa intergrupo (TFD: G1xG2, G1xG3,G1xG4), p<0,05
bDiferen(;a significativa intergrupo (TFD:G2xG3, G2xG4), p<0,05
“Diferenca significativa intergrupo (Lesdo: G1xG2), p<0,05

dDiferen(;a significativa intergrupo (Leséo: G2xG3,G2xG4), p<0,05
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Tempo de cicatrizacdo da pele submetida a multiplas sessoes

20 * *d
*d
16 * *C
*ab
a *ab
‘ﬁ' 12 *a
3
o
o
£
2 s
a4
1]
TFD Lesao TFD Lesao TFD Lesao TFD Lesao
12 sessdo 22 gps530 32 sess30 42 spssi0

Figura 23:Gréfico que representa os diferentes tempos de cicatrizacdo.(*)Diferencia significativa intra%rupo (TFD
vs Lesdo), p <0,05; (*)Diferenca significativa intergrupo (TFD: G1xG2, G1xG3,G1xG4), p<0,05; (°)Diferenca
significativa intergrupo (TFD:G2xG3, G2xG4), p<0,05; () Diferenca significativa intergrupo (Lesdo: G1xG2),
p<0,05; (d)Diferen(;a significativa intergrupo (Leséo: G2xG3,G2xG4), p<0,05.

Na Figura 24, uma comparacdo gréafica do resultado estético da pele apés
cada sessdo € apresentada. Entre os dois primeiros grupos, o resultado estético
apresenta diferencas leves quando comparado ao grupo com pele sadia, enquanto o
grupo 3 e 4 apresentam sinais clinicos mais evidentes e intensos. Ainda assim, foi
evidenciada completa cicatrizacdo das feridas em todos os grupos, e a resposta do
tecido que foi submetido a mdltiplas sessdes de TFD alcancou um grau de
cicatrizacdo satisfatorio, na maioria dos casos. E importante, uma vez mais, levar em
conta que a pele foi submetida a TFD/lesBes recorrentes e continuas sem aguardar
0 tempo necessario para que a terceira etapa da reparacdo (remodelagem)
ocorresse, situacdo que pode ter interferido nos resultado obtidos. Essa situacéo
deve ser considerada quando do uso de multiplas sessdes de TFD, especialmente

em regifes de comprometimento estético.
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Figura 24: Representacdo iconografica do resultado final da pele tratada com TFD e submetida a les&o.
Comparagéo do resultado macroscépico dos grupos G1, G2,G3,G4.
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5.2Estudo Microscoépico

5.2.1 Glandulas sebaceas

Neste estudo foram quantificadas as glandulas sebaceas (por mm?2) nas
laminas histolégicas em todos os grupos. A Figura 26 apresenta as fotomicrografias
de laminas coradas com Verhoff. A cor rosa representa o colageno da derme, e a
cor amarela, estruturas celulares (queratindcitos presentes na epiderme e glandulas
sebaceas e foliculos pilosos presentes na derme). Os campos observados e
fotografados dos animais GOc, Gla, G2c, G3d, apresentaram uma quantidade
semelhante de glandulas sebaceas quando comparados ao controle (G0). No animal
G4d, foi evidenciada uma fibrose moderada, evidenciada pela disposicao paralela e
densidade aumentada das fibras de coladgeno observadas, que foi associada a
intensa reducdo no numero de glandulas sebaceas e foliculos pilosos. Estas
alteracdes, por sua vez, podem estar associadas aos danos consecutivos a que a
pele foi submetida (0 que estimulou a formacéo de tecido de cicatrizacdo anormal,
fibrético), e ao dano ablativo do laser de CO,, que produziu uma perda importante
detecido e um acometimento das estruturas internas da pele. Contudo, € importante
mencionar que as glandulas sebaceas séo alvos da acdo da TFD, o que fica mais
evidente quando realizadas multiplas sessdes (POLLOCK et al., 2004).E esta a raz&o
de ser utilizada esta técnica para tratamento da acne.Para esta doenca, é possivel
gue o mecanismo de acdo se dé pela destruicdo do P. acnes, diminuicdo da
secrecdo de sebo causada pelo fotodano e melhoria na obstrucdo folicular
(HONGCHARU et al., 2000; POLLOCK et al., 2004). No entanto, de acordo com Divaris
et al. (1990) num estudo em modelo animal, foi evidenciado acumulo da PplIX nas
glandulas sebaceas e nos foliculos pilosos, com diminuicdo destas estruturas

guando avaliada a pele apés 55 dias.

Em nosso trabalho, depois de contabilizadas estas estruturas (em 50 laminas)
foi observada em meia quantidades semelhantes de glandulas sebaceas quando
comparadas com o grupo controle em todas as sess6es como apresenta a figura

Figura 25. No grupo G4 ap0s 4 sess6es um de seus integrantes apresentou uma
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reducdo destas estruturas, que parece diretamente relacionada com uma

cicatrizacdo anormal Figura 26.

A tabela Tabela 10, mostra as médias e desvios padrdao das glandulas

quantificadas por mm?, néo se encontrando diferencas significativas entre os grupos.

Tabela 10: Valores de média, desvio padrdo e resultados estatisticos da quantidade de gléndulas/mmz. N&o
apresenta significancia estatistica intergrupo.

G1 G2 G3 G4

Quantidade de

glandulas/mm?2-TFD 3,990 4,04+1 3,94+1 3,92+1

Concentragdo de Glandulas/mm?

6,00

5,00

4,00

3,00

2,00

Ne de gléndulas/mm?

1,00

0,00

Figura 25:Representacdo grafica das médias aritméticas da concentracdo de glandulas/mm?2. N&o apresentou
diferencia estatistica intergrupo.
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camadas do tegumento e as unidades

Figura 26: Fotomicrografias demonstrando a derme e epiderme,

;Derme (D); hipoderme com

Epiderme (*)

iculo piloso e da glandula sebécea:
dulas seb

compostas do fol

pilossebéceas,

cé

fibrose do tecido. [Verhoff; 50x].

a

, associada

aceas

se a diminuicdo de glan

lulas adiposas (A). Note
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5.2.2 Fibroblastos nas camadas dérmicas

Foram quantificados os fibroblastos tanto da camada papilar como reticular,

cujos resultados estéo representados na Figura 27 e Tabela 11.

Tabela 11: Valores da média, desvio padrédo e resultados estatisticos da quantidade de fibroblastos em cada

camada.
Grupo GO G1 G2 G3 G4
Derme Derme Derme Derme Derme Derme Derme Derme Derme Derme
Derme Papilar  Reticular Papilar reticular Papilar Reticular Papilar reticular Papilar reticular

Contagem de

Fibroblastos 118+11,5% 88+7° 120+22* 82+8,7° 110+24* 95+18° 97£18* 81+13 180+1*5  140+12°

*Diferenca significativa intergrupo-camada papilar (G4vs G0,G1,G2,G3), p <0,05

b Diferenca significativa intergrupo-camada reticular (G4 vs GO0, G1, G2, G3), p<0,05

Pode-se observar que para os grupos G1,G2,G3 na camada papilar da
derme, a quantidade média de fibroblastos observada é muito semelhante a do
grupo controle (G0). Ja para o grupo G4 apresenta-se um aumento significativo tanto
na camada papilar como reticular. Na derme reticular ou profunda, é evidente uma
diminuicdo da quantidade de fibroblastos quando comparada a derme papilar, com

aumento desses valores no grupo G4.

Esses resultados apresentaram um aumento dos fibroblastos tanto na derme
papilar como na reticular no grupo que passou por 4 sessdes. Na camada papilar, o
incremento dos fibroblastos foi maior pelo possivel dano repetitivo, que estimulou a
maior migracdo de fibroblastos com possivel producéo de tecido fibroso e que pode

estar associado também a uma reparacéo ainda imatura neste local.

Na derme reticular, quando comparada com a papilar, o aumento dos
fibroblastos € menor, devido possivelmente, ao menor dano a que foi submetido este

tecido, pois a agresséo atingia com maior severidade apenas a camada externa.
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Contagem de fibroblastos na derme
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150
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*
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C. Papilar C.reticular C. Papilar C.reticular C. Papilar C.reticular C. Papilar |C.reticular C. Papilar C.reticular

*
b
b

Flbroblastos

GO Gl G2 G3 G4

Figura 27: Representagdo da quantidade de fibroblastos encontrada na derme; as barras pretas representam o
grupo controle.( *)Diferencga significativa intergrupo- camada papilar (G4 vs G0,G1,G2,G3), p <0,05

b Diferenca significativa intergrupo camada reticular (G4 vs GO, G1, G2, G3), p<0,05

Em cicatrizes hipertréficas pode-se apresentar uma mudanca na orientacéo e
disposicdo das fibras de colageno com aumento das células como fibroblastos
(RAHBAN; GARNER, 2003), ndo entanto, € importante ter em conta o pouco tempo

transcorrido entre acometimento da leséo e o estudo da peca.
5.2.3 Estudo qualitativo da fluorescéncia do colageno

Foi feito um estudo qualitativo das laminas histologicas coradas com HE,
usando fluorescéncia por absorcdo de dois fétons no microscépio confocal, com
avaliacdo da morfologia das fibras de colageno (a cor das fotos neste estudo no
apresenta interese) e a geracao do segundo harménico (SHG). A lamina foi avaliada
tanto na derme papilar como na reticular. A Figura 28 apresenta fotomicrografias
das fibras coldgenas, sendo avaliada a morfologia das fibras de todos os grupos na
derme reticular. O grupo controle mostra fibras espessas, onduladas e densas,
caracteristicas também apresentadas nos grupos G1 e G2. Ja em G3, é possivel

perceber algumas fibras de menor espessura quando comparadas com as do grupo
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controle. As fibras de colageno no grupo G4, por sua vez, sdo delgadas, perdendo a

disposicéo ondulada e tornando-se paralelas e menos densas.

Figura 29, notou-se na derme papilar dos grupos GO,G1 e G2 uma
apresentacdo de fibras coldgenas espessas, densas e com uma disposicdo
ondulada caracteristica. Ja nos grupos G3 e G4, outro padrdo é apresentado: as
fiboras sdo paralelas (0o que é evidentes especialmente em G4), finas e menos
densas. Quando comparadas as fotomicrografias de G4 derme reticular vs derme
papilar € apresentado uma maior diferencia morfolégica das fibras na derme papilar,
gue sugere gue esta camada suporta maior grau de injuria, por sua localizacdo mais

superficial.

Estas mudancas, acentuadas no grupo G3 e G4 mostram que os efeitos da
TFD e da lesdo na pele, quando induzidos consecutivamente, modificam a
morfologia das fibras colagenas. Esses achados podem ser devidos a um processo
de cicatrizacdo incompleto, com presenca de fibras do colageno jovens. Segundo
Monaco (2003), a pele sintetiza fibras de colageno de menor tamanho e com uma
disposicdo diferente como resposta aguda a injuria, com o objetivo de fechar a
ferida. Posteriormente, estas fibras vao ser modificadas na etapa de remodelacao da

cicatrizacao.

GO Gl G2 G3 G4

Figura 28: Derme Reticular. Fotomicrografias da fluorescéncia das fibras de colageno coradas com HE (400x).
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G4

Figura 29: Derme Papilar. Fotomicrografias da fluorescéncia das fibras de colageno coradas com HE (400x).

E importante considerar que esta morfologia e disposicdo anormal das fibras
de colageno também podem ser apresentadas em lesBes fibroticas (RAHBAN;
GARNER, 2003). Num estudo feito com microscopio multifétons para estudo de pele
ex vivo — obtida de pacientes que se submeteram a cirurgia estética para o
tratamento das cicatrizes hipertréficas — foram encontradas fibras colagenas
fibrilares (delgadas), com disposicao paralela em toda a profundidade do corte
(CHEN et al., 2009) e com reducédo da luz gerada pelo segundo harmbénico. Embora a
morfologia seja muito parecida, ndo se pode afirmar nem descartar esta alteragao da
cicatrizacdo em nosso estudo, uma vez que a cicatrizacdo das lesdes pode ser

incompleta e ainda imatura, conforme ja discutido.
5.2.4 Geragdo do segundo harmdnico (SHG)

As fibras do colageno podem se dividir em varios tipos, segundo a funcéo que
cumpram e o local que estejam localizadas. Na pele, sdo mais abundantes os
coldgenos tipo | e Ill, sendo o primeiro encontrado em maior propor¢do quando
comparado com o segundo (STADELMANN; DIGENIS e TOBIN, 1998). Devido a sua
estrutura de tripla hélice helicoidal ndo centro-simétrica (envelopada a direita), o

coladgeno tipo | tem a capacidade de geracao de segundo harménico (LV et al., 2012).

Neste estudo, foram avaliadas as laminas de cada grupo, como apresentam a

Figura 30, Figura 31. Na derme reticular, foi observado que grande parte do
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colageno total € composta de colageno tipo I, visualizado nas fotomicrografias pela
cor azul. Na avaliacdo da derme papilar (Figura 31), também é evidenciado que

grande parte do colageno observado por fluorescéncia é do tipo I.

Segundo Stadelmann (1998) a pele normal apresenta uma maior quantidade
de colageno tipo | numa proporcao de 4:1; em lesdes hipertréficas e cicatrizes
imaturas o colageno tipo Il pode aumentar para até 33% do colageno total,

alterando a proporcao entre colageno tipo | e Il para 2:1.

No estudo feito por Chen e colaboradores (2009), comparando cicatriz
hipertréfica e pele normal, encontrou-se uma diminuicdo da emissdo do segundo
harménico nas lesdes hipertréficas associadas a outras modificacdes morfoldgicas
das fibras de coldgeno. Embora nosso estudo apresente fibras de coldgeno
compativeis com cicatrizacdo anormal, € necessario considerar que o processo de
cicatrizacdo ainda possa ser imaturo, e que esses achados podem estar
relacionados com esse fato, por outro lado a SHG ndo apresentou diminuicdo

significativamente visiveis.

Num estudo pré-liminar (apéndice Il) feito em modelo animal e usando os
mesmos parametros de lesdo com laser de CO2, na pele do rato, sem previa TFD foi
evidenciado um maior dano da pele com um resultado estético inferior e uma maior
diferencia microestrutural das fibras de colageno tanto na camada papilar como
reticular com diminuicdo visivel da SGH especialmente, no rato submetido a 4
sessOes Figura 38, Figura 39, Figura 40, Figura 41. Essas diferengcas podem estar
relacionadas pela auséncia do estimulo molecular, celular e tecidual da TFD sobre o
tecido (CHOI et al., 2010), contudo, maiores estudos precisam ser realizados para

confirmacéo da hipotese.
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255

Figura 30: Derme reticular. Imagens representativas da geragédo de segundo harménico(cor azul) e fluorescéncia
das fibras de colageno coradas com HE (400x)

Num estudo feito por Lv (2012) em modelo animal in vivo— depois de
realizada a TFD na pele, com dose de 1,2 J/cm2 em multiplas sessdes, e avaliada a
pele depois de doze semanas do tratamento — houve um incremento significativo da
geracdo de segundo harmdnico quando comparada a pele sem tratamento. Nosso
estudo apresentou dados diferentes, que podem ser explicados por varios fatores: a
dose de TFD aplicada foi muito maior; o estudo poés-tratamento do colageno, que
demonstrou diferenca significativa, foi realizado apés 12 semanas da irradiacéo,
enquanto o nosso foi avaliado depois de 15 a 20 dias da irradiagéo; e no estudo
citado foi feito s6 TFD, em nosso estudo além de 1 a 4 sessdes de TFD foi realizado
de 1 a 4 lesdes extras. Desta forma neste estudo, a pele submetida a TFD e a

repetitivas agressdes externas apresenta modificagdes na morfologia das fibras de
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colageno sem apresentar diminuicdo significativa do colageno tipo | até 4 sessdes

consecutivas.

255

GO Gl G2 G3 G4

Figura 31: Derme papilar. Imagens representativas da geragéo de segundo harmonico (cor azul) e fluorescéncia
das fibras de coldgeno coradas com HE (400x)
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6. CONCLUSOES

Com os resultados obtidos neste trabalho percebe-se uma diminuicdo no
resultado estético da cicatrizacdo da pele quando avaliada macroscopicamente e

submetida a 4 sessdes de TFD/lesdo consecutivas.

Os tempos de reparacao do tecido incrementam-se paulatinamente depois da

segunda sesséo de TFD/lesao.

Foi evidenciado conservacdo da quantidade de glandulas sebaceas até
depois de 4 sessdes com excecao de 1 rato do grupo G4 que apresentou diminui¢cao
das mesmas quando associado a atrofia.

Modificagdes na morfologia das fibras de coldgeno sdo mais evidentes na
pele cicatrizadas apds 4 sessdes de TFD/Lesao. Nao entanto, a SHG foi conservada

nestas laminas.

A partir destes dados sugere-se que a cicatrizacdo na pele apos 4 sessdes de
TFD/leséo, apresenta modificacdes no resultado estético, histoldégico, da morfologia
das fibras de coldgeno que podem estar relacionadas com  acometimento

consecutivo da pele em 8 ocasides e com uma cicatrizagcédo incompleta entre elas.
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PILOTO PARA DETERMINAR A DOSE DE IRRADIACAO

Trabalhos cientificos avaliando a pele cicatrizada apés TFD nao tem sido
publicados, porém foi necessario realizar este estudo piloto com o intuito de escolher
a dose de TFD que for mais adequada para a pele do rato tendo em conta os dois
procedimentos por sessdo a serem realizados (multiplas agressées na pele) e o

longo periodo do experimento (aproximadamente 4 meses para o grupo G4)

Foram utilizados 3 animais no total para a realizacdo deste experimento. Os
animais foram previamente pesados e anestesiados por injecdo intramuscular com
solucdo de Cloridato de Quetamina a 10% (Ketamina Agener) na dose de
0.08ml/100g de peso corpdreo associado a relaxante muscular, analgésico e
sedativo cloridrato de Xilazina 2% (Coopazine®) na dose de 0.04ml/100g. A pele do
dorso do animal foi submetida a tricotomia aproximadamente uma area de 6cm de
comprimento por 5cm de largura. Posteriormente, foi aplicado o creme contendo
ALA em toda a superficie tricomizada, e coberta com papel filme de PVC e papel
aluminio para evitar a fotoativacdo. Apdés duas horas, foi retirado o excesso de
creme usando uma gaze umedecida com solucéo salina 0,9%. Uma mascara feita
de papel aluminio e gaze foi posicionada sobre a pele com um orificio de 1x1,
centralizado na area de tratamento. Essa mascara delimitou a area desejada a ser
irradiada. Foram escolhidas 4 areas e irradiadas com diferentes doses de energia

(fluéncia), como apresentado na Figura 32 e a Tabela 12.
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Figura 32: Localizacdo das diferentes doses irradiadas na pele do rato Wistar.

Tabela 12: Doses de energia entregues na superficie da pele do rato. Experimento piloto.

Dose {Jicm?) Intensidade {(mWicm?) Tempo {s})
100 50 2000
S0 S0 1000
30 50 600
10 50 200

Apés a iluminacdo, cada animal foi alojado individualmente. As areas
irradiadas foram avaliadas diariamente, analisando as caracteristicas macroscoépicas
da lesdo induzida e do processo de cicatrizagdo. Fotografias digitais foram obtidas
empregando uma camera digital Sony DSC-H50. Cada animal foi eutanaciado apés
a cicatrizacdo completa de todas as lesbes, por inalacdo de CO2, em seguida, a
pele cicatrizada foi removida e cortada com auxilio de um bisturi e colocadas em
frascos plasticos contendo solugcdo tamponada de formol ao 10 %. As pecas foram
mantidas em uma solucdo com 4,02 g de monofosfato de sédio hidratado, 12,25 g
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de difosfato de sddio hidratado, 1000 ml de agua destilada, e 111 ml de formaldeido
40% por 48 horas para posteriormente serem desidratadas. Procedimentos feitos na

pele dos animais em cada sesséo.

As peles tratadas com 100J/cm? e 50J/cm? apresentaram uma leséo severa
da pele, cuja cicatrizacdo demorou entre 18-22 dias. A resposta inflamatéria da pele
tratada com 10J/cm? foi discreta, com cicatrizacdo entre 4-8 dias, o tempo de
cicatrizac@o da pele irradiada com 30J/cm? foi entre 12 e 17 dias, ja a pele irradiada
com 100J/cm? demorou em meia 18 dias. Todas as lesGes apresentaram uma
cicatrizacdo total, sem evidéncia de formacédo de queldide ou alteracdo das outras
estruturas da pele. A dose de 30 J/cmz? foi escolhida para o protocolo experimental
por sua moderada resposta inflamatéria e tempo de cicatrizacdo, minimizando

assim, o desconforto cronico do animal (Figura 33).

Figura 33:Processo de cicatrizagdo avaliado em diferentes dias, apos diferentes doses de TFD. (A) 100 J/cm?,
(B) 50 J/cmz, (C) 30 J/cm?, (D) 10 J/cm?2.
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ESTUDO PRELIMINAR DA AVALIACAO DA CNICATRIZAQAO DA PELE DE RATO
WISTER APOS MULTIPLAS LESOES SEM PREVIA TFD

Com o intuito de avaliar o efeito da leséo do laser de CO; na pele do rato sem
previa TFD foram avaliados 4 ratos machos, da linhagem Wistar, pesando entre 180
e 200g, provenientes do Biotério do departamento de Cirurgia Experimental da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP) da Universidade de Sao Paulo
(USP).

Os animais foram mantidos nas mesmas condi¢cdes dos animais ja descritas.
Para realizar a lesdo com Laser de CO, foi usado um Laser de CO, que emite na
regiao do 10.600 nm (infravermelho distante), Modelo KSV 25S, MedicalEnergy, Inc.,
Pensacola, FL) (Figura 10). Este equipamento foi escolhido por permitir uma
padronizacdo na profundidade da lesé&o. Foi usado o modo pulsado com frequéncia
de 40Hz e uma potencia de 30W, os mesmos parametros usados no trabalho

previamente exposto.

A Figura 34 apresenta a divisdo dos grupos experimentais de acordo com a

guantidade de sessoes feitas.

L1/12 sessdo (1 animal) L2/22 sessdo (1 animal) 13/32 sess3o (1 animal) L4/42 sess&o (1 animal)
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Grupo Lesdo,

E feita uma lesdo
com laser de CO2

Na pele cicatrizadano
procedimento anterior é
realizada uma segunda sessdo.

Depois de cicatrizada a
segunda sessdo é feita uma
terceira

Depois de cicatrizada a terceira
sessdo é feita uma quarta.

Figura 34: Representacéo gréfica dos diferentes grupos de animais utilizados neste experimento

Previa anestesia com

injecdo intramuscular (solucdo de Cloridato de

Cetamina a 10% (Ketamina Agener) na dose de 0.08ml/100g de peso corporal
associado a relaxante muscular, analgésico e sedativo cloridrato de Xilazina 2%
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(Coopazine®) na dose de 0.04ml/100g, os animais foram submetidos a lesdo com
laser de CO,. Trés lesdes paralelas de aproximadamente 1cm de comprimento
foram realizadas na pele sem prévio tratamento com TFD, como apresentado na
Figura 13. As lesdes foram avaliadas diariamente e os critérios para determinar o

tempo de cicatrizacdo da pele foram os seguintes:

e Fechamento total da ferida
e Auséncia de crosta na area lesada
e Auséncia de sangramento ou de qualquer outra secrecéo fisiologica

No rato L1, foi feita uma lesédo, apés a cicatrizacdo da mesma foi eutanasiado
por inalacdo de gas CO; e coletado o material para estudo histolégico. O rato L2,
depois de cicatrizar a primeira lesdo foi submetida a pele cicatrizada a uma segunda
lesdo das mesmas caracteristicas e posteriormente foi eutanasiado. O rato L3
experimentou trés vezes esses procedimentos e assim sucessivamente até o L4

como apresenta a Figura 35.

L1 L2 L3 L4
Leslo Lesdo Lesdo Lesdo
Lesdo Lesdo Lesdo

Eutanasia
Lesdo Lesdo
Eutanasia
Lesdo
Eutanasia
Eutanasia

Figura 35:Representacdo esquematica das diferentes sessfes a que foram submetidos os animais de cada
grupo. (L1) Gruposubmetido a uma lesdo com laser de CO..(L2) O grupo passa duas vezes pelo mesmo
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procedimento explicado anteriormente. (L3) O grupo passa trés vezes pelo procedimento. (L4) O grupo passa
pelo procedimento em quatro ocasides.

O tempo individual de cicatrizacdo estd apresentado na Tabela 13. Esses
resultados apresentam um tempo de 20 dias para a primeira lesdo em todos 0s
ratos, se evidenciando uma leve diminuicdo na segunda e terceira sessdo, sendo a
guarta sessdo a que apresentou maior tempo em cicatrizar (21 dias). Quando
comparados aos grupos (G1-G4), apresentou maior tempo de cicatrizagcédo da leséo
feita com os mesmo parametros com resultado estético inferior como apresentado

na Figura 36.

Lesdo

Figura 36:Pele cicatrizada dos diferentes animais que foram submetidos a uma ou varias lesGes consecutivas,
sem TFD (animais L1, L2, L3 e L4).
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Tabela 13:Tempo de cicatrizagdo(dias) da pele de ratos submetida a uma e varias sessdes de TFD

L1 L2 L3 L4
20 20 20 20
- 19 18 18
- - 18 19
- - - 21

O analise macroscépico de todos os animais esta apresentado na Figura 36 e
a Tabela 14. O animal L1 apresentou uma cicatriz hipertréfica, considerada como
2+/4; este comportamento é possivelmente devida ao efeito do laser de CO,, na
pele. No animal L2 foi evidente uma cicatriz atréfica avaliada como 2+/4 e
hipercromia 1+/4. J4 para L3 e L4 foram mais acentuadas as mudancas
macroscopicas da pele, apresentando cicatriz atrofia de 3+/4 e 4+/4 para L3 e L4
respectivamente. Este resultado estético foi atribuida a uma possivel resposta da
pele aos traumas consecutivos sofridos, com perdas de tecidos produzidas pelo
laser de COs,.

Tabela 14:Avaliagao Clinica da pele dos ratos submetidos & uma ou varias lesdes por laser de CO;

Resultados Clinicos 11 L2 L3 L4
Eritema Residual {_/4+} 0 0 0 0
Cicatriz Hipertrofica {_/4) 2 0 0 0
Cicatriz atrdfica {_/4) 0 2 3 4
Cicatriz hipocromica (_/4) 0 0 0 0
Cicatriz hipercromica {_/4} 2 1 1 4
Sem cicatriz, pele integra - - - 0
Ulcera 0 0 ] 0

85



Comparando a resposta da pele a TFD/Lesao e lesado isolada, foi observado
maior dano na pele, representado pela presenca de maior grau de atrofia e
hipercromia. Quando comparados os grupos G4 (TFD/les&o) e L4 (Leséao isolada) o
resultado estético € melhor para o grupo G4 quem apresentou uma melhor
reparacao do tecido a multiplas sessodes. Estas respostas pode estar relacionada ao
estimulo feito pela TFD para acelerar os processos de reparacao tecidual (GARCIA
et al., 2010; JAYASREE et al.,, 2001; SILVA et al.,, 2004; SPERANDIO et al., 2010),
estimulo este induzido sobre citocinas tais como IL-1,TGF- B e TNF- a, em MMP e
outras substancias proé-inflamatorias (CHOI et al., 2010). Por fim, o trauma repetitivo e
0 pouco tempo transcorrido entre cada agressao, somado a auséncia do estimulo
feito pela TFD no processo de cicatrizacdo prévio, impediu uma completa

remodelacao do tecido, evidenciada pela pior cicatrizacao dos ratos dos grupos L.

No estudo microscopico, foram avaliadas laminas coradas com Veroff para
observacdo e contagem das unidades pilossebaceas por mm? Na avaliacdo
gualitativa, foi evidente que L1 e L2 apresentaram conservacdo de glandulas
sebéaceas a diferenca de L3 e L4, que apresentou uma diminui¢cdo importante nestas
estruturas associado a cicatriz fibrética e atrofia como apresentado na Figura 37. O
resultado da andlise histologica parece indicar um maior dano das unidades
pilossebaceas na pele tratada somente com laser de CO,, que pode ser explicado
pela maior profundidade do dano quando feitas as lesdes consecutivamente, e
relacionado diretamente com uma cicatrizacdo anormal e fibrética embora, seja
preciso se levar em consideragdo o menor numero de laminas histologicas
estudadas neste grupo. Porém, ndo é possivel chegar a uma conclusdo definitiva

devido ao numero limitado de tecido analisado no caso do grupo lesao.
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Figura 37: Fotomicrografia demonstrando a derme e epiderme, camadas da pele e as unidades pilossebaceas,
compostas do foliculo piloso e da glandula sebacea: Epiderme (*);Derme (D); hipoderme com células adiposas
(A); Atrofia (setas). Nota-se a auséncia de glandulas sebaceas e foliculos pilosos nos animais L3 e L4. [verhoff; 50x].

No estudo, com microscopia confocal, foram avaliadas qualitativamente as
laminas histologicas coradas com HE, usando fluorescéncia de dois fétons e
geracdo de segundo harmdnico. A Figura 38 apresenta a morfologia das fibras de
coldgeno na camada reticular para os grupos lesdo. Para L1, as fibras de colageno
se apresentam delgadas e com disposicdo desordenada. No grupo L2, as fibras séo
delgadas e com maior densidade, o que também é observado em L3. No grupo L4,

as fibras do colageno sdo delgadas e com disposi¢cao paralelas.
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Figura 38: Derme reticular Grupos lesdo. Observa-se a espessura, densidade y dispocisdo das fibras de
colageno. Fotomicrografias da fluorescéncia das fibras de colageno coradas com HE (400x). O

11 L2 L3 14

Figura 39: Derme papilar. Observa-se a espessura, densidade y dispocisdo das fibras de colageno.
Fotomicrografias da fluorescéncia das fibras de colageno coradas com HE (400x).

Para a derme papilar, as fibras de colageno se tornam mais desorganizadas,
delgadas e densas quando comparadas com a derme reticular. A derme papilar
apresenta uma maior diferenca morfolégica das fibras de coldgeno, que sugere que

esta camada suporta maior grau de injuria, por sua localizacdo mais superficial. A
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presencia destas alteraces morfologicas das fibras nas duas camadas nos leva a

pensar em um acometimento mais profundo do laser de CO; nesta pele tratada.

Na literatura cientifica é descrita esta morfologia e disposicao das fibras de
colageno em les@es fibroticas. Num estudo feito com microscopio multi-fétons para
estudo de pele ex vivo — obtida de pacientes que se submeteram a cirurgia estética
para o tratamento das cicatrizes hipertréficas — foram encontradas fibras colagenas
fibrilares (delgadas), com disposicdo paralela em toda a profundidade do corte
(CHEN et al.,, 2009) e com reducdo do segundo harmbnico, caracteristicas

observadas nas laminas nos grupos Leséao neste estudo (Figura 40 e Figura 41).

Neste estudo foi feita uma avaliacdo qualitativa da SHG nas laminas, e foi
evidenciado uma diminuicdo da SHG em todas os grupos, acentuada especialmente
em L4 tanto na derme reticular como papilar. Porém, uma diminuicdo do SHG esta
diretamente relacionado com uma diminuicdo do colageno tipo | na amostra. Esta
diminuicdo pode ser explicada por um aumento do colageno tipo lll, o qual € mais
abundante em cicatrizes imaturas ou por a presencia de cicatrizacédo fibrotica.
Quando comparada a SHG nos grupos de lesdo isolada com 0s grupos que
apresentaram TFD previa é evidente uma diminuicdo do colageno tipo | nos grupos
Lesdo, nos levando a pensar em um maior dano neste grupo. A TFD, como relatado
na literatura (GARCIA et al., 2010; SILVA et al., 2004), tende a acelerar o reparo
tecidual, trazendo como resultado uma melhor cicatrizacdo da lesdo, que se
evidencia neste estudo no resultado macroscopico e na qualidade das fibras de
colageno e SHG quando comparado o grupo sem previa TFD ou grupo leséo
isolada. Contudo, a quantidade de animais e amostras estudadas sdo poucos e

precisa de maiores estudos.
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Figura 40:Derme reticular. Imagens representativas da geracédo do segundo harménico (cor azul) e fluorescéncia
das fibras de colageno coradas com HE (400x
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Figura 41: Derme papilar. Imagens representativas da geragéo do segundo harménico (cor azul) e fluorescéncia
das fibras de colageno coradas com HE (400x

Uma conclusdo preliminar deste estudo sugere-se que o grupo que foi
submetido a lesdes isoladas com laser de CO2 apresentaram modificacOes
macroscopicas e estéticas desde a primeira sessdo. Também foi evidente alteracdes
histolégicas e de morfologia das fibras de colageno em todas as sessfes com

diminuicdo do segundo harménico sugerindo um maior dano na pele.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
PRO-REITORIA DE PESQUISA

Comisséo de Etica no Uso de Animais
|*[:{O-I-ﬂ Via Washington Luis, km. 235 - Caixa Postal 676
Fones: (016) 3351.8025 / 3351.9679
Fioc (016) 33151.8025
CEP 13560-970 - S80 Carlos - SP - Brasi
counfdufscarbl - www.propg yfscar.br

Parecer da Comissédo de Etica no Uso de Animais
n° 047/2011

Protocolo n®. 03472011

A Comiss3o de Efica no Uso de Animais da Universidade Federal de
So Carios - CEUAMUFSCar  APROVOU o projeb de pesquisa infitulado ‘Avaliacio da
cicatrizacio da pele apbs varias sessbes de terapia folodindmica” submetido pela pesquisadora
Dora Patricia Ramirez Angarita. '

Séo Carlos, 18 de outulro de 2011,

Presdenie do Commsio de Fica ro Lo de Arimats

94



