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RESUMO

A fotobiomodulagcdo (FBM) vem sendo indicada em casos de reparacdo tecidual devido a
caracteristicas como: estimulagdo a proliferacio de fibroblastos, redu¢cdo do processo
inflamatorio e aceleracdo na sintese de colageno. O objetivo deste estudo foi analisar a agdo
do laser 670 nm isolado e associado a aplicagdo topica da vitamina A e acido carboxietil gama
aminobutirico (CEGABA) no tratamento de feridas no dorso de ratos. Este estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Animais da UFSCar. 60 ratos Wistar, machos foram
divididos em 6 grupos (n=10), sendo Controle (GC); Laser (GL), GaAlAs 670 nm pulso
continuo, poténcia 30mW, densidade de energia 14,28)/cm?, irradiando 1 ponto por ferida por
30s; Vitamina A (GVitA) em base com elevado teor hidrolipidico; CEGABA (GCg) 1% de
CEGABA/volume em base com elevado teor hidrolipidico; Laser + Vitamina A (GLVitA);
Laser + CEGABA (GLCg). Foram induzidas 3 feridas de 10mm de diametro cada, por punch
dermatolégico, no dorso do animal. O tratamento totalizou 15 dias consecutivos. As coletas
das amostras ocorreram no 4°, 11° e 16° dias para analises histoloégica de HE, Picrosirius-Red,
imunohistoquimica (COX-2, TNF-a, VEGF e colageno tipo I). Para as analises estatisticas
foram utilizados o teste de ANOVA one-way e two-way para as avaliagdes intra e entre-
grupos e o pos-teste de Tukey e Bonferroni, respectivamente. O nivel de significancia foi de
5%. Os resultados da analise histopatologica mostraram uma diminui¢do do infiltrado
inflamatoério para o grupo GL quando comparado com ao GVitA no 4° dia e para o GC no 4° ¢
16° da; e para o aumento do colageno no GL no 11° e 16° dias de tratamento comparado ao
GC. Houve diferenca estatistica significante para o aumento de VEGF no 4° e 11° dias para o
GL e GL + VitA quando comparados aos demais grupos; diminui¢do de TNF-a no 4° e 11°
dia para o GL comparado aos demais grupos € aumento de colageno tipo 1 no 4° e 16° dias
para o GL em rela¢do aos demais grupos. A andlise de birrefringéncia das fibras de colageno
no 11° dia do tratamento teve aumento estatistico significante para o GL em relagdo aos
demais grupos. Diante dos resultados apresentados neste estudo, é pertinente ressaltar que a
FBM e a vitamina A aplicadas isoladamente promoveram estimulos positivos no processo de
cicatrizagdo de feridas cutanea em ratos e a FBM associada a aplicagdo topica de Vitamina A

apresentou estimulos benéficos para os mecanismos envolvidos na fase inflamatoria

Palavras Chaves: Acido Carboxietii Gama Aminobutirico, Ferida de Pele,

Fotobiomodulagao, Laser 670nm, Reparo Tecidual, Vitamina A



ABSTRACT

Photobiomodulation (FBM) has been indicated in cases of tissue repair due to characteristics
such as: stimulation of fibroblast proliferation, reduction of the inflammatory process, and
acceleration of collagen synthesis. The objective of the present study was to evaluate the
application of the 670 nm laser isolated and associated with the vitamin A and carboxyethyl
gamma aminobutyric acid (CEGABA) in the treatment of wounds on the back. This study
was approved by the Animal Ethics Committee of UFSCar. 60 male Wistar rats were divided
into 6 groups (n = 10), with Control (CG); Laser (LG); GaAlAs 670nm continuous pulse,
30mW power, energy density 14.28J/cm2, irradiating 1 spot per wound for 30s; Vitamin A
(VitAG) on a high hydrolipidic basis; CEGABA (CgG) 1% CEGABA/volume on a high
hydrolipidic basis; Laser + Vitamin A (LVitAG) Laser + CEGABA (LCgQG). Three wounds of
10mm diameter were induced by dermatological punch on the animal's back. The treatment
totaled 15 consecutive days. Samples were collected on the 4th, 11th and 16th day for
histological analysis of HE, Picrosirius-Red, immunohistochemistry (COX-2, TNF-a, VEGF
and collagen I). For the statistical analyzes, the one-way and two-way ANOVA test were used
for the intra and inter-group evaluations, respectively, and the Tukey and Bonferroni post-test.
The level of significance was 5%. The results for the histopathological analysis showed a
statistically significant difference for lower values of inflammatory infiltrate in LG versus GG
on the 16th day; in LG versus CG and VitAG on the 4th day; and for the increase of collagen
in LG versus CG on the 11th and 16th days of treatment. There was a statistically significant
difference for the increase of VEGF on the 4th and 11th day for LG and L+VitAG when
compared to the other groups. Decrease of TNF-o on the 4th and 11th day for LG and
increase of collagen type 1 on the 4th and 16th days in LG when compared to the other
groups. The birefringence analysis was a statistically significant difference for increase of
collagen fibers on the 11th day for LG when compared to the other groups. In view of the
presented results, it is pertinent to point out that FBM is effective in helping the kinetics of the
cutaneous wound healing process in rats and promoted the necessary stimuli so that the
healing process evolved with quality and in a satisfactory way, tissue considered structurally

desirable.

Keywords: Carboxyethyl Aminobutyric Acid, Wound Skin, Photobiomodulation, Laser
670nm, Tissue Repair, TNF-a, Vitamin A
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% = Porcentagem
* = presenca de infiltrado inflamatério
+ = Mais ou Menos
> = maior ou igual
# = reepitelizagdo da ferida
ANOVA = Analise de variancia
CA = California
cm = Centimetro
cm? = Centimetro quadrado
COX-2 = Ciclo-oxigenase-2
EESC-USP = Instituto de Fisica da Escola de Engenharia de Sao Carlos da
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EUA = Estados Unidos da América

FBM = Fotobiomodulagao

GaAlAs = Arseneto de Gélio Aluminio

GC = Grupo controle

GCeg = Grupo acido carboxietil gama aminobutirico

GL = Grupo laser

GL+Ceg = Grupo laser e grupo acido carboxietil gama aminobutirico
GL+VitA = Grupo laser e grupo vitamina A

GVitA = Grupo vitamina A

h = horas

HE = hematoxilina e eosina



IgG = imunoglobulina G

IL-10 = interleucina 10

J = Joules

J/em? = Joules/centimetros quadrados
kg = kiligramas

MEC = Matriz extracelular

mg = miligramas

min = minutos

mm = milimetros

mW = mili watts

n = namero

nm = nandmetro

°C = Graus celsius

PBS = tampao fosfato-salino

S = segundos

SP = Sao Paulo

TG = Tecido de granulacdo

TNF = fator de necrose tumoral

TS = Tecido ao redor

VEGF = fator de crescimento endotelial vascular
AV = Watts

pm = micrometro
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1. INTRODUCAO

O uso de recursos terapéuticos e recursos topicos para recuperar o tecido epitelial
danificado por feridas ou foto envelhecimento vém crescendo exponencialmente nas ltimas
décadas. Em contrapartida, cabem de um embasamento cientifico a fim de estabelecer,
protocolos mais seguros e eficazes indicados para estes tipos de lesdes (FARAGE, et al.,
2013).

Um dos tratamentos que demonstram bons resultados na reparacdo tecidual, por
desempenhar auxilios em todas as etapas do processo de reparo ¢ a fotobiomodulagdo (FBM),
que se destaca por ser considerado um recurso ndo invasivo, seguro e eficaz, tanto como
terapia isolada como associada a outros tipos de recursos bioldgicos e tecnoldgicos
(GUIRRO, et al., 2010).

Produtos farmacologicos como o acido carboxietil gama aminobutirico (CEGABA)
sdo muito utilizados na area dermato funcional, porém com limitado embasamento cientifico.
O CEGABA ¢ um neuromodulador, encontrado no sistema nervoso de mamiferos, que possui
atividade biologica capaz de estimular a sintese de fatores de crescimento celular que
participam do estimulo a mitose celular (CERINO, et al., 1985).

Outro recurso tdpico recentemente investigado ¢ a aplicagdo de vitamina A, pois suas
acoes na defesa contra infec¢des do epitélio podem favorecer o restabelecimento tecidual, por
atuar na modulacdo do coldgeno e promover nutricdo da membrana mucosa, o que confere
melhor resisténcia contra possiveis infecgdes (YUEN, et al., 2004).

Neste sentido, a associagdo de recursos topicos a FBM ¢ de grande valia e pode

reduzir o tempo de cura e promover uma melhor qualidade de reparo tecidual.
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2. CONTEXTUALIZACAO

21. Mecanismos de lesdo e reparacio tecidual

A partir do momento em que ocorre um trauma tecidual, um conjunto de processos
biologicos e bioquimicos, que englobam cascatas celulares, com o intuito de reestabelecer o
local lesado. Este processo ¢ conhecido como reparo tecidual, e engloba trés diferentes fases
que se sobrepdem durante o tempo e sdo denominadas como inflamagdo, proliferagdo e
remodelamento (ENNIS, et al., 2007).

A fase da inflamagao tem inicio com a ativacdo da fibroplasia e formag¢ao do tecido de
granulagdo que perdura por até quatro dias. Neste periodo sdo observados recrutamento
intenso de neutrofilos e macrofagos, além de sintese e liberagdo de citocinas inflamatorias e
fatores de crescimento especificos. O fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) é um importante
mediador inflamatorio nesta fase, sendo que quantidades excessivas estd associada com
doencas inflamatérias cronicas, que evoluem para quadros de cicatrizes indesejaveis
(CHILDS, et al., 2017).

Também nesta fase sdo encontradas glicoproteinas diméricas como a cicloxigenase
(COX) que exibe duas isoformas: COX-1 e COX-2, sendo que a via de COX-2 esta envolvida
na produgdo de importantes mediadores pro-inflamatorios do processo fisiopatologico
(ZHANG et al., 2003; WILGUS, et al.,2004; KAPOOR et al., 2007).

Na fase proliferativa, os fibroblastos produzem o colageno que sustenta uma rede de
capilares que mantém a base da formacdo do tecido de granulacdo, promovendo o
crescimento de capilares ao redor da lesdo, os quais normalmente mantém sua acdo pelo
periodo de 5 a 14 dias (MUZZARELLI, et al., 2009). Nesta fase ainda ocorre a proliferagdo
de células endoteliais que sdo estimuladas por fatores de crescimento endotelial vascular

(VEGF) que irdo atuar na angiogénese (BAO, et al., 2009).
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J& na fase de remodelamento, ocorre a deposicao de coldgeno de maneira organizada e
com estrutura mais fina do que o coldgeno presente na pele normal. Porém com o tempo este
colageno se torna mais espesso € se torna mais organizado ao longo das linhas de tensdo
(CHILDS, et al., 2017).

No decorrer do processo de cicatrizagdo, diferentes picos de atividade celular sdo
previstos e tal fato estd diretamente relacionado a fase bioldgica determinada em sua
evolucdo, com isso alguns tipos celulares se destacam (CHOW, 2014). Os eventos celulares e

suas células principais estdo representados na Figura 1.

Coagulagdo

Inflamagdo

Migragdo/Proliferagdo

Plaquetas Neutrdfilos Remodelamento ? /

/\ Macréfago
/ 1 Fibroblastos

S \
& { :
=z |
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S
3 / / \ VEGF X\
2 Y, e
X //
| | | L | | | L LI | LI | I / /

Diasda Ferida

Figura 1: Ilustragdo do decurso de tempo das diferentes células que aparecem na ferida,

durante o processo de reparagdo (Adaptado de: CHOW, 2014).

22. Fotobiomodulag¢iao

Considerando os mecanismos envolvidos no reparo dos tecidos apds lesdo tecidual,
bem como as propriedades fisicas do meio e processos regenerativos, a modalidade da FBM
tem sido utilizada com sucesso na regeneracao de lesdes, por promover efeitos fotobiologicos

que estimulam a cicatrizagdo de tecidos (PARIZOTTO, 1998; BRASSOLATTI et al., 2016).
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A eficiéncia da FBM nos mecanismos do processo de reparacdo tecidual seja por vias
proliferativas e energéticas, transducdo de sinais elétricos, bioquimicos ou atividade
imunitaria, dependem de pardmetros como comprimento de onda eletromagnética, dose, area
do feixe de luz, especificidade tecidual, tempo e tipo de lesao (BOSSINI, et al., 2009).

A FBM tem indicagdo efetiva em casos de reparagdo tecidual, devido a caracteristicas
como: estimulacdo a proliferacdo de fibroblastos (FORTUNA, et al., 2017), redugdo do
processo inflamatorio (BAYAT, et al., 2005 e GUIRRO, et al., 2010), aceleracdo na sintese de
colageno (MELO, 2011) e no processo de cicatrizagdo de feridas na pele (KUBOTA, 2004;
GAL, et al., 2006; SILVA, et al., 2010).

O mecanismo relacionado com a FBM ainda ndo ¢ totalmente compreendida. Seu
mecanismo bioldgico basico € descrito pela absor¢do de luz vermelha pelos cromoforos
mitocondriais, em particular o Citocromo C Oxidase (CCO) que atua como um fotoreceptor,
contido na cadeia respiratéria localizada dentro das mitocondrias e também por
fotorreceptores na membrana plasmatica das células (KARU, et al., 2004 ¢ KARU, et al.,
2005).

Segundo estudo de Karu (2010) hd mecanismos celulares que sdo facilitados pela
FBM devido a acdo nos cromé6foros mitocondriais aumentando a producdo de ATP. Ocorrem
mudangas primarias, como alteragdes nas propriedades redox dos componentes da cadeia
respiratdria das células, entre outros, e mudancas secundarias como a transdugao.

A figura 2 descreve o mecanismo de acdo da FBM no processo de reparacao tecidual

descrito por Avci, et al., (2013).
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Figura 2: Mecanismo de acao da fotobiomodulagdo (FBM) no processo de reparacao
tecidual. A luz ¢ inicialmente absorvida pelo croméforo mitocondrial (citocromo
c oxidase) com aumento da producdo de ATP, espécies reativas de oxigénio

(ROS) e 6xido nitrico (NO) (Adaptado de AVCI, 2013).

23. Acido Carboxietil Gama Aminobutirico

A poliamida CEGABA, atualmente vem sendo utilizada em larga escala na area
dermato-funcional por apresentar aumento significante na taxa de proliferacao de fibroblastos,
producao das fibras de colageno nos tecidos na pele, acao no metabolismo celular, diminuindo
a celulite, ativando a microcirculacdo e ativando e reestruturando o crescimento capilar,
porém estudos cientificos que comprovem estes efeitos nao sao encontrados na literatura.

Sua investigacdo cientifica refere-se apenas ao grupo dos pesquisadores da
Universidade de Pavia, Italia nas décadas de 80 e 90 (CERINO, 1985). Sendo assim, estudos
nesta area, sado importantes para investigar seus efeitos na indugdo, sintese e proliferacao
celular. (CERINO, et al., 1988 e 1985).

A CEGABA ¢ um aminoacido, derivada do acido gama-aminobutirico (GABA) que

possui um agrupamento carboxietil associado (Figura 3).
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Figura 3: Ilustragdo da formula molecular (C7H13NO4) da CEGABA. Fonte:
http://en.chembase.cn/molecule-104166.html.

Referindo-se a estimulagdo, sintese e crescimento celular, estudos de Cerino (1985) na
area da regeneracdo tecidual, demonstraram que subprodutos a partir de culturas de células
endoteliais humanas podem facilitar o efeito da promoc¢do de crescimento em hibridoma
(linhagens celulares desenvolvidas para produzir um anticorpo desejado em grande
quantidade).

A CEGABA demonstra ainda possuir menor toxicidade e maior estimulaciao do fator
de crescimento em compara¢gdo com demais poliaminas. Comparada com outros fatores de
crescimento, os efeitos ¢ mecanismos de acdo da CEGABA ¢ ECGS sobre o crescimento de

hibridomas sao semelhantes (FUSSI, et al., 1987).

24. Vitamina A

Recursos topicos com base em vitamina A também sdo investigados na reparacao de
feridas de pele. O termo vitamina A refere-se a um grupo de compostos, que inclui retinol,
retinaldeido e acido retindico (Figura 4). Do ponto de vista formal, o termo vitamina A inclui

ainda os carotendides, com atividade pro-vitamina A, que atuam como precursores

alimentares do retinol (RONCADA, et al., 1998; HUNT, et al., 1986).
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Figura 4: Ilustragcdo da férmula molecular (C20H300) da Vitamina A.
Fonte: http://laboratoriobiolider.com.br/media/images/801.pdf

Estudos verificam a ag¢ao de seu principio ativo na dinamica da regeneracao tecidual,
como a formagao da matriz extracelular, angiogénese, fibroplasia e sintese de glicoproteinas,
podendo contribuir para a reepitelizacao de feridas (YUEN, et al., 2004; ABDELMALEK,
2006).

A vitamina A desempenha um importante papel na regulacdo do crescimento das
células epiteliais e manutencdo da integridade das mesmas, sendo que parte do
desenvolvimento da epiderme ¢ controlada por essa vitamina. Ha evidéncias de que pode
também alterar ou modular a sintese de coldgeno. Apos a aplicacdo topica de vitamina A, a
pele ¢ estimulada para produzir mais proteina epidérmica e para tornar a epiderme mais
espessa, coberta de camada de queratina melhor formada, otimizando o tempo de cura, além

de auxiliar na elasticidade do novo tecido (WICKE, et al., 2000; YUEN, et al., 2004).
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3. OBJETIVOS

Analisar os mecanismos de acdo da FBM (670 nm), associado ou ndo a tratamentos
topicos de vitamina A ¢ CEGABA, no mecanismo celular pertencente ao processo de

reparacdo tecidual de feridas cirurgicas.

3.1 Objetivos especificos

e Avaliar a acdo da FBM (670nm) quanto a presenca de infiltrado inflamatorio,
colageno tipo I, TNF-a e VEGF nas diferentes fases do processo de reparo;

e Avaliar a agdo da FBM (670nm) associado ou nao, a logdo tdpica de vitamina A
quanto a presenca de infiltrado inflamatoério, COX-2 e VEGF na fase inflamatoria do
processo de reparo.

e Analisar a agdo da FBM (670nm) associado ou ndo, a logdo topica de CEGABA,
quanto a presenca de infiltrado inflamatorio, COX-2, TNF-a ¢ VEGF nas diferentes

fases do processo de reparo.
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4. MATERIAL E METODOS
41. Animais de experimentacio
O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
da UFSCar, n°® 2-007/2014 (Anexo A). Primeiramente foi realizado teste piloto para
verificagdo da metodologia aplicada neste estudo.
Foram utilizados 60 ratos (Rattus norvegicus albinus), da raca Wistar, machos,
adultos, aproximadamente 250 a 300g, mantidos no Biotério do Departamento de Fisioterapia
da UFSCar, em um total de 16 dias, sendo alocados individualmente em gaiolas apropriadas
de polietileno padrdo, em condi¢des ambientais controladas (19-23°C e ciclo claro/escuro de
12/12 horas), com livre acesso a dgua e ragao apropriada.
Os animais foram alocados de modo aleatdrio em 6 grupos (n=10):
e Grupo Controle (GC): Realizagdo das feridas e simulagdo da FBM;
e Grupo Laser (GL): Realizagdo das feridas e tratamento com FBM (670 nm,
30mW, 14,28J/cm?);

e Grupo Vitamina A (GVitA): Realizacdo das feridas com aplicagdo de logao topica
com Vitamina A;

e Grupo Laser + Vitamina A (GL+VitA): Realizacdo das feridas e tratamento com
FBM (670nm, 30mW, 14,28]/cm?) + aplicacdo de locao topica com Vitamina A.

e Grupo CEGABA (GCegaba): Realizacdo das feridas e tratamento com logao topica

com CEGABA.

e Grupo Laser + CEGABA (GL+Cegaba): Realizagao das feridas e tratamento com

FBM (670nm, 30mW, 14,28]/cm?) + aplicacdo de locao topica com CEGABA.
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42, Procedimento Cirurgico

Para a realizacdo das feridas os animais foram previamente pesados e anestesiados por
Ketamina (40 mg/kg, Agener, SP, Brazil) e Xilasina (15 mg/ kg, Dopaser, SP, Brazil). Em
seguida os animais foram mantidos em decubito ventral, para a tricotomia digital da regido
dorsal.

Em seguida os animais foram mantidos em decubito ventral, para a tricotomia digital
da regido dorsal. Posteriormente, foram realizadas trés lesdes por punch dermatolégico de
10mm de didmetro com lamina circular compreendendo todas as 3 camadas da pele,

equidistante 1cm entre si, no dorso de cada animal (Moreira, 2015), (Figura 5).

Figura 5: [lustragdo da realizacdo das trés feridas por procedimento cirurgico utilizando

punch dermatolégico de 10mm (Fonte: Arquivo pessoal).

43. Tratamento por fotobiomodulacao

A FBM foi realizada com um laser vermelho (LASERPULSE, IBRAMED, Brasil),
comprimento de onda de 670nm, poténcia de saida de 30mW, densidade de energia 14,28
J/em? e 4rea transversa do feixe de 0.063cm”. O equipamento foi calibrado previamente ao

inicio do experimento no Instituto de Fisica da Escola de Engenharia de Sao Carlos da
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Universidade de Sao Paulo (EESC-USP) por um técnico qualificado. A aplicagdo iniciou-se
uma hora apds a indugdo da les@o, e decorreu com aplicacdes diarias efetuadas em um Unico
ponto posicionado perpendicularmente ao dorso do animal, com distdncia de Smm da pele, de
modo continuo, com o feixe de luz abrangendo toda a area da ferida totalizando ao final; 3, 10
e 15 aplicagdes de acordo com os tempos experimentais avaliados (Figura 6). O GL recebeu a
FBM initerruptamente, até o momento em que ocorreu a coleta da amostra em cada tempo
experimental proposto, ou seja, 4, 11 e 16 dias. No momento do tratamento, os animais foram
imobilizados por uma manta de algodao que serviu de auxilio tanto para a aplicacdo da terapia
quanto para minimizar o estresse ocasionado ao animal. O GC recebeu aplicagdo da FBM de

modo simulado. Os parametros detalhados da FBM estdo expressos na tabela 1.

Tabela 1: Parametros detalhados utilizados para o tratamento com a FBM.

Parametros Valores

Poténcia (mW) 30
Irradiancia(mW/cm?) 0,038
Comprimento de Onda (nm) 670
Modo de ac¢ao Continuo
Area transversa do feixe (cm?) 0.063
Densidade de Energia (J/cm?) 14,28
Tempo (s) 30

N° de pontos de irradiacao 1
Energia (J) 0.9
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Figura 6: Aplicacdo da FBM com o feixe de luz abrangendo toda a area da ferida. (Fonte:

Arquivo pessoal).

44. Locgao topica com vitamina A e CEGABA

Os grupos tratados por a logdo topica com vitamina A (Retinol), ou com CEGABA,
tiveram o inicio da aplicagdo uma hora apo6s a realizacao da cirurgia.

A logdo de vitamina A foi aplicada diariamente sobre a ferida, durante o periodo
experimental que totalizou um méximo de 4 aplicagdes de Smg, de forma que a area total da
ferida fosse completamente recoberta. A locdo foi composta por 10.000 Ul de vitamina
A/volume em base de 100g, com elevado teor hidrolipidico (Laboratério Essenziale, Novo
Hamburgo, RS-Brasil).

Os grupos que receberam tratamento de logdo com CEGABA, também ocorreram
diariamente, totalizando 15 aplicacdes, sendo a locao espalhada sobre a ferida, de forma que
fosse totalmente recoberta. A logdo foi composta de 1% de CEGABA/volume em base de
100g, com elevado teor hidrolipidico (Laboratorio Essenziale, Novo Hamburgo, RS-Brasil).

E importante destacar que nos grupo GL+VitA e GL+Cegaba, primeiramente foram

realizados a FBM e imediatamente apds foi aplicada a logdo recobrindo toda a area da ferida.
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45. Coleta das amostras

As amostras de tecido foram coletadas utilizando punch dermatoloégico, com area total
de 10mm, no 4° 11° ¢ 16° dia do tratamento. A escolha da amostra a ser coletada em cada
periodo experimental, foi determinada de maneira aleatéria a fim de evitar risco de viés

(Figura 7).

3 Coleladas
amoilraide
pele par
“punch®,
Tratamenlo eulaniila por
decaphagio o
coletade
sangue.

Grups
Aneilesan Coatrole (GC) 1# Colela it Coleladn

induglo da tratada com dan amostras de Final da
ferida para solugdo saling amotras de pele por
lodas ot 10, %%] & demain peke por “punch®
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antes L hora 2°Dia 11° Dia 15* Dia 16°Dia
~ GL, GVitaA, GCegaba, GL+Vits, GL+Cegaba, GVitaA+Cegaba, GL+Vith+Cegaba

Figura 7: Ilustracao da linha do tempo envolvendo os procedimentos cirturgicos, tratamentos

e coleta de material para andlise.

46. Eutanasia
Os animais sofreram eutandsia, por decapitacdo com guilhotina, no 16° dia apds a

realizagao da ferida cirtrgica.

47. Analise histopatologica

Imediatamente apds a coleta da amostra para andlise, foi realizado corte
longitudinalmente do tecido (tendo como referéncia o eixo cranio-caudal do animal,
abrangendo tanto o centro como a margem inicial da ferida e parte do tecido sadio) com
bisturi, sendo fixado em formalina tamponada a 10% por 24 horas, lavadas em agua corrente
por 24 horas e ap6s, mantido em 4lcool 70% e processado para inclusdo em parafina. Para a

confecgdo das laminas as amostras de tecido foram seccionadas em Sum de espessura.
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Foram obtidas trés seccdes de cada amostra, que posteriormente foram coradas com
hematoxilina e eosina (HE, Merck) e analisadas. A avaliacdo histopatoldgica foi realizada
utilizando um microscopio de luz (Zeiss Axioshop, Carl Zeiss, com objetiva 20X), sendo
avaliada a reepitelizagdo do tecido e a expressdo do coldgeno pela analise semiquantitativa,
considerando os valores de 0-4, descrito na tabela 2 (Solmaz, 2016).

A expressao do infiltrado inflamatério foi analisada também pela avaliacao
semiquantitativa através de escores segundo Camacho-Alonso (2007), considerando os
valores de 0-4, descrito na tabela 3.

Todas as analises foram realizadas por trés avaliadores que foram cegados em relacao

aos grupos experimentais.

Tabela 2: Escala de classificagdo histopatoldogica para avaliagdo semiquantitativa da

reepitelizagdo do tecido e expressdo do colageno em ldminas coradas com hematoxilina e

eosina.
Escala Reepitelizacio Expressao Coliageno
0 Ausente Ausente-TG
1 Espessura das bordas cortadas Minimo-TG
2 Migracdo de células Leve-TG
Conexao da incisao Moderado-TG
4 Queratinizagao Marcado-TG

TG- tecido de granulacao
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Tabela 3: Escala de classificagao histopatoldgica para avaliagao semiquantitativa do

infiltrado inflamatdrio em laminas coradas com hematoxilina € eosina.

Escala de classificacdo histopatologica para avaliacio de
Infiltrado Inflamatério

1| Inflamag¢do aguda (membrana pidgena ¢ formada)

5 Predominancia da inflamacao aguda difusa (predominancia do tecido
de granulagdo)
Predominancia de inflamagao cronica (fibroblastos comegando a

3 proliferar)

4 Resolugdo e cicatrizacdo (redugdo ou desaparecimento de inflamacao
cronica, embora persistam células redondas ocasionais)

48 Analise imunohistoquimica

As amostras foram inseridas em laminas silanizadas para uma melhor adesdo do
material bioldgico estudado e depois mantidos durante 24 h a 37°C. Apos a desparafinizagdo
e a hidratacdo, as secgdes histologicas foram marcadas com uma caneta hidrofobica e depois
lavadas em uma solug¢do tampao enriquecida com Tween duas vezes por 3 min. Apds, as
secOes foram imersas em peroxido de hidrogénio durante 10 minutos ¢ depois lavadas em
solugdo tampdo fosfato (PBS) duas vezes em 3 min e, finalmente, foram imersas em
peroxidase endodgena durante 30 min. Em seguida, as laminas foram incubadas com o
anticorpo primario.

Os anticorpos primarios utilizados foram o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF): anticorpo primario policlonal anti-VEGF (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa
Cruz, CA, EUA) a uma concentragdo de 1:400; fator de necrose tumoral (TNF-a): anticorpo
primario anti-TNF-a (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, EUA) a uma
concentracdo de 1:400, anticorpo primdrio policlonal anti-colageno Tipo I (Santa Cruz
Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, EUA) a uma concentragdo de 1:200 ¢ COX-2: anticorpo
primario anti-COX-2 (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, EUA) a uma

concentragdo de 1:200. Todos foram incubados durante 2 h e lavados duas vezes em PBS.
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Posteriormente as laminas foram entdo submetidos a um anticorpo secundario (IgG anti-
coelho), (Vector Laboratories, Burlingame, CA) a uma concentragdo de 1:200 em PBS
durante 30 min.

As imunomarcagdes do VEGF, TNF-a, coladgeno tipo I e COX-2 foram avaliadas

quantitativamente pelo Software Image J 1.37%.

49. Analise de birrefringéncia

Os cortes histologicos corados pelo método do Picrosirius-Red foram analisados em
um microscopio de luz polarizada (Leica, com objetiva de 20x) para avaliar a organizagdo das
fibras colagenas.

Para a realizacdo da andlise quantitativa foi utilizado o software ImageJ 1.37a para
avaliar a porcentagem de coloracdo laranja-avermelhado. As fibras coldgenas mais espessas e
fortemente birrefringentes correspondem ao colageno tipo I.

Trés imagens por corte foram capturadas a uma ampliagdo de 20x (1°, 2 ° e 3 °
quadrante) da camada da derme especificamente. O software Color Deconvolution ImageJ foi
utilizado para avaliar a porcentagem de coloracdo vermelha (colageno) na area da imagem.
Este software reconhece as cores da imagem e as decompde em trés cores bdsicas: azul
(colageno), vermelho e roxo. A andlise morfométrica, correspondente a cor azul, foi medida

como a porcentagem dos pixels totais em cada imagem usando Threshold color (software

ImagelJ), conforme descrito por Caetano, 2015.

410. Analise estatistica
Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. As analises foram

realizadas através do Software Graph PadPrism 5.0.
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Foi realizado o teste de Shapiro Wilk para avaliar a normalidade dos dados. Para as
comparagoes intra e entre grupos foram utilizados respectivamente os testes de ANOVA one-
way (estudo II) e two-way (estudo I), e os pds-testes de Tukey e Bonferroni. O nivel de

significancia utilizado foi de 5%.
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PARTE II

5. ESTUDO1

“Mecanismos da Fotobiomodulacio (FBM) na cinética do processo de

cicatrizacao de feridas em ratos”

Aceito no periodico “Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology”

(ANEXO B)

6. ESTUDOII

“Aciao da fotobiomodulac¢io associado ou nio ao retinol no processo inflamatério

de feridas em ratos”

Aceito no periodico “Lasers in Medical Science” (ANEXO C)
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Resumo

Objetivo: O processo de cicatrizacdo de lesdes cutineas ¢ considerado um evento
complexo dividido em fases distintas e sobrepostas, que responde satisfatoriamente a
fotobiomodulagdo (FBM), que ¢ indicada como recurso terapéutico capaz de auxiliar o
de reparo tecidual. O objetivo do presente estudo foi analisar a cinética do processo de
cicatrizagao de feridas cutaneas apos aplicacdo do laser GaAlAs no tratamento de
feridas no dorso de ratos. Material e Métodos: Este estudo foi aprovado pelo Comité
de Etica em Animais da UFSCar. Os animais foram divididos em 2 grupos (n=10),
sendo Controle (GC) e Laser (GL), GaAlAs, 670nm pulso continuo, poténcia 30mW,
densidade de energia 14,28J/cm?, irradiando 1 ponto por ferida por 30s, totalizando 15
dias consecutivos de tratamento. As coletas das amostras ocorreram no 4°, 11° e 16°
dias para andlises histologica de HE, Picrosirius-Red, imunohistoquimica (TNF-a,
VEGF e coldgeno tipo I). Para as andlises estatisticas foram utilizados o teste de
ANOVA two-way para as avaliagdes intra e entre-grupos, ¢ o pos-teste de Tukey. O
nivel de significancia foi de 5%. Resultados: A andlise histopatologica mostrou
diferenca estatistica significante para valores menores de infiltrado inflamatério no GL
em relacdo ao GC no 16° dia; e para o aumento do coldgeno no 11° e 16° dias de
tratamento. Houve diferenga estatistica para o aumento de VEGF no11° dia para o GL;
diminui¢do de TNF-a no 4° e 11° dia para o GL e aumento de coldgeno tipo 1 no 4° ¢
16° dias para o GL. A andlise de birrefringéncia da porcentagem das fibras de
colageno apresentou no 11° dia do tratamento maior quantidade e diferenca estatistica
e quanto a organizagdo das fibras colagenas. No 11° dia houve melhor organizagdo e
arranjo para o GL. Conclusdo: Diante dos resultados apresentados, ¢ pertinente
ressaltar que a FBM ¢ eficaz em auxiliar a cinética do processo de cicatrizacdo de
feridas cutdnea em ratos e promoveu os estimulos necessarios para que o processo de
cicatrizacdo evoluisse com qualidade ¢ de maneira satisfatéria, proporcionando ao

final, um tecido considerado estruturalmente desejavel.

PALAVRAS CHAVES: Colageno, Fotobiomodulacdo, Laser GaAlAs, Reparagdo

Feridas



39

Abstract

Objectives: The healing process of cutaneous lesions is considered a complex event
divided into distinct and overlapping phases, which responds satisfactorily to
photobiomodulation (FBM). FBM is indicated as a therapeutic resource capable of
assisting tissue repair. The present study aimed to analyze the kinetics of cutaneous
wounds healing process after application of the GaAlAs laser for treating wounds on
the dorsum of rats. Materials and Methods: This study was approved by the Animal
Ethics Committee of UFSCar. The animals were divided into 2 groups (n = 10);
control group (CG) and the laser group (LG) used GaAlAs, 670nm continuous pulse,
30mW power, 14.28] /cm” energy density, irradiating 1 point per wound for 30s,
totaling 15 consecutive days of treatment. Samples were collected on the 4th, 11th and
16th days for histological analysis of HE, Picrosirius-Red, immunohistochemistry
(Collagenl, TNF-a, VEGF). Statistical analyzes used the one-way ANOVA test for
intra and inter group evaluations, and the Tukey post-test. Level of significance was
5%. Results: The histopathological analysis (HE) showed a statistically significant
difference for lower values of inflammatory infiltrate in LG versus CG on the 16th
day; and for the increase of collagen in the 11th and 16th days of treatment. There was
a statistically significant difference in the increase of VEGF on the 11th day for LG;
decrease of TNF-a on the 4th and 11th day for LG, and increase of collagen type 1 on
the 4th and 16th days for LG. The birefringence analysis of the percentage of collagen
fibers presented on the 11th day of treatment revealed a greater quantity and
significant statistical difference. Collagen fibers showed improved organization and
arrangement on the 11th day for LG. Conclusion: Our results show that FBM is
effective in helping the kinetics of the cutaneous wound healing process in rats and
promotes the necessary stimuli for the satisfactory evolution of healing process,

ultimately leading to structurally desirable tissue.

KEYWORDS: Collagen, GaAlAs Laser, Photobiomodulation, Wound Repair
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5.1 Introducao

Feridas cutianeas sdo definidas como interrup¢des do tecido cutdneo-mucoso que
promovem alteracdes consideraveis em sua estrutura anatdmica e/ou na fungdo fisiologica; e
dependendo da gravidade do acometimento, evoluem para indices consideraveis de morbidade
e mortalidade [1-3]. Atualmente ndo ha estimativas confidveis sobre a prevaléncia e a
incidéncia das feridas cronicas, uma vez que este termo engloba diferentes tipos de lesdes
cutineas, com diversas classificagdes e categorias [4,5].

O processo de cicatrizacdo de lesdes cutaneas ¢ considerado um evento complexo
dividido em fases distintas e sobrepostas, denominadas de inflamagdo, proliferacdo e
remodelagdo [2,6,7]. A fase inflamatoéria, que corresponde do inicio da lesdo até
aproximadamente 4 dias, ¢ caracterizada pelo recrutamento de neutrofilos e citocinas
inflamatorias, em particular o TNF-a, responsavel em estimular os queratinocitos, macrofagos
e fibroblastos, além de atuar na expressdo de fatores de crescimento que contribuem para
angiogénese e sintese de colageno [8]. Na fase proliferativa que perdura de 5 a 14 dias [9-10]
sdo observados eventos relacionados ao restabelecimento endotelial vascular pela
angiogenese, além de formacao da matriz extracelular (MEC) e epitelizagdo [2,11-12]. A fase
de remodelamento inicia-se apds 10 dias decorrentes da lesdo e pode persistir por meses
dependendo da extensdo e profundidade da ferida [12]. Sua caracteristica principal ¢ o
remodelamento do colageno, em que as fibras se tornam espessas, resistentes e organizadas,
sendo as ligagdes quimicas covalentes cruzadas as responsaveis diretamente por sua
maturagao [8-9].

Considerando os mecanismos envolvidos na remodelagdo dos tecidos apos a lesdo,
bem como as propriedades biofisicas do ambiente celular, a fotobiomodulagao (FBM) tem
sido utilizada com sucesso na regeneracdo de lesdes cutaneas [13-16]. Assim, a FBM ¢

indicada como recurso terapéutico capaz de auxiliar o processo de cicatrizacdo de tecidos,
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devido aos inumeros relatos na literatura que comprovam a interagao fotobioldgica da luz com
os tecidos lesados, e com isso, estimulam eventos especificos como modulagdo da inflamagao
[14,17], proliferacdo das células endoteliais por fatores de crescimento como VEGF, e
proliferacdo de fibroblastos com aumento na sintese de coldgeno [18-23], sendo tais eventos
considerados indispensaveis para a boa evolug¢do do processo de cicatrizagao.

Além disso, a eficiéncia da FBM nos mecanismos celulares, seja por vias
proliferativas e energéticas, transducdo de sinais elétricos, bioquimicos ou atividade
imunitaria, sdo diretamente dependentes dos pardmetros empregados, como comprimento de
onda eletromagnético, dose, area do feixe de luz, especificidade tecidual, tempo e tipo de
lesdo [24-25]. Sendo assim, ¢ importante ressaltar que a escolha de um protocolo adequado
para tratar lesdes cutaneas induzidas por instrumentacdo cirdrgica ainda ¢ um desafio, ja que a
literatura compara parametros distintos em diferentes tipos e tamanhos de lesdes, o que
dificulta o real entendimento dos mecanismos envolvidos na cinética de evolugdo do processo
como um todo.

Com isso, o objetivo deste estudo foi avaliar a agdo da FBM na cinética do processo
de cicatrizagdo de lesdes cutineas induzidas no dorso de ratos, e com isso explorar melhor os

mecanismos fotobiologicos acionados pela fototerapia neste tipo de lesao.

5.2 Materiais e Métodos

5.2.1 Animais de experimentacio

Foram utilizados 20 ratos (Rattus norvegicus albinus), da raca Wistar, machos,
adultos, aproximadamente 250 a 300g, mantidos no Biotério do Departamento de Fisioterapia
da UFSCar, em um total de 16 dias, sendo alocados individualmente em gaiolas apropriadas
de polietileno padrao, em condi¢cdes ambientais controladas (19-23°C e ciclo claro/escuro de

12/12 horas), com livre acesso a agua e ragao apropriada. Este estudo foi submetido e
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aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFSCar, n° 2-007/2014. Os animais
foram divididos de modo aleatério em dois grupos (n=10):
e Grupo Controle (GC): Realizagdo das feridas e simulagdo da FBM;

e Grupo Laser (GL): Realizagdo das feridas e tratamento com FBM;

5.2.2 Procedimento Cirurgico

Para a realizacdo das feridas os animais foram previamente pesados e anestesiados por
Ketamina (40 mg/kg, Agener, SP, Brazil) e Xilasina (15 mg/ kg, Dopaser, SP, Brazil). Em
seguida os animais foram mantidos em decubito ventral, para a tricotomia digital da regido
dorsal. Posteriormente, foi realizada trés lesdes por punch dermatoldogico de 10mm de
didmetro com lamina circular compreendendo todas as 3 camadas da pele, equidistante lcm
entre si, no dorso de cada animal [26], (Figura 8).

As coletas das amostras, ocorreram no 4°, 11° e 16° dia do tratamento, sendo a escolha

das feridas dos respectivos dias, determinada de maneira aleatdria a cada final de periodo.

Figura 8: Ilustragdo da realizacdo das trés feridas por procedimento cirurgico utilizando

punch dermatolégico de 10mm (Fonte: Arquivo pessoal).
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5.2.3 Tratamento por Fotobiomodulac¢ao

A FBM foi realizada com um laser vermelho (LASERPULSE, IBRAMED, Brasil),
comprimento de onda de 670nm, poténcia de saida de 30mW, densidade de energia 14,28
J/em? e 4rea transversa do feixe de 0.063cm’®. O equipamento foi calibrado previamente ao
inicio do experimento no Instituto de Fisica da Escola de Engenharia de Sdo Carlos da
Universidade de Sdo Paulo (EESC-USP) por um técnico qualificado. A aplicagdo iniciou-se
uma hora apo6s a inducdo da lesdo, e decorreu com aplicacdes diarias efetuadas em um Unico
ponto posicionado perpendicularmente ao dorso do animal, de modo continuo, com o feixe
de luz abrangendo toda a é4rea da ferida totalizando ao final; 3, 10 e 15 aplicagdes de acordo
com os tempos experimentais avaliados. O GL recebeu a FBM initerruptamente, até o
momento em que ocorreu a coleta da amostra em cada tempo experimental proposto, ou seja,
4°, 11° e 16° dias. No momento do tratamento, os animais foram imobilizados por uma manta
de algodido que serviu de auxilio tanto para a aplicacdo da terapia quanto para minimizar o
estresse ocasionado ao animal. O GC recebeu aplicagdo da FBM de modo simulado. Os

parametros detalhados da FBM estdo expressos na tabela 4.

Tabela 4: Parametros detalhados utilizados para o tratamento com a FBM.

. R Densidade Energia
Comprimento Poténcia de Energia | Tempo (s)
de Onda (nm) (mW) (J/em?) Total (J)
GC 670 30 - 30 -

GL 670 30 14.28 30 0.9
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5.2.4 Coleta das amostras
As amostras de tecido foram coletadas utilizando punch dermatoldgico com area total
de 10mm, no 4°, 11° e 16° dia do tratamento. A escolha da amostra coletada em cada periodo

experimental foi determinada de maneira aleatdria a fim de evitar risco de viés.

5.2.5 Eutanasia
Os animais sofreram eutanasia, por decapitagdo com guilhotina, no 16° dia apos a

realizacdo da ferida cirtrgica.

Linha do tempo do experimento

1 hora 4° dia 11° dia 152 dia 16° dia
PO PO PO PO PO

PO: Pos-Operatorio; GC: Grupe Controle; GL: Grupo Laser

Figura 9: Ilustracao da linha do tempo envolvendo os procedimentos cirtargicos, tratamentos

e coleta de material para andlise.

5.2.6 Analise Histopatologica

Imediatamente apds a coleta da amostra para andlise, foi realizado corte
longitudinalmente do tecido (tendo como referencia o eixo craniocaudal do animal,
abrangendo tanto o centro como a margem inicial da ferida e parte do tecido sadio) com
bisturi, sendo fixado em formalina tamponada a 10% por 24 horas, lavadas em agua corrente
por 24 horas e ap6s, mantido em alcool 70% e processado para inclusdo em parafina. Para a

confecgdo das laminas as amostras de tecido foram seccionadas em Sum de espessura.
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Foram obtidas trés sec¢des de cada amostra, que posteriormente foram coradas com
hematoxilina e eosina (HE, Merck) e analisadas. A avaliacdo histopatoldgica foi realizada
utilizando um microscépio de luz (Zeiss Axioshop, Carl Zeiss, com objetiva 20X), sendo
avaliada a reepitelizagdo do tecido e a expressdo do coldgeno pela analise semiquantitativa,
considerando os valores de 0-4, descrito na tabela 5 [27]. A expressdo do infiltrado
inflamatorio foi analisada pela avaliagdo semiquantitativa através de escores segundo
Camacho-Alonso (2007), considerando os valores de 0-4, descrito na tabela 6. Todas as
analises foram realizadas por trés avaliadores que foram cegados em relagdo aos grupos

experimentais.

Tabela 5: Escala de classificagdo histopatoldgica para avaliagdo semiquantitativa da
reepitelizagdo do tecido e expressdo do coldgeno em laminas coradas com

hematoxilina e eosina.

Escala Reepitelizacao Expressao Colageno
0 Ausente Ausente-TG
1 Espessura das bordas Minimo-TG
cortadas
2 Migracdo de celulas Leve-TG
Conexdo da incisdo Moderado-TG
4 Queratinizacio Marcado-TG

TG- tecido de granulagao
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Tabela 6: Escala de classificagao histopatoldgica para avaliagao semiquantitativa do

infiltrado inflamat6rio em laminas coradas com hematoxilina e eosina.

Escala de classificacdo histopatologica para avaliacio de
Infiltrado Inflamatério

1| Inflamag¢do aguda (membrana pidgena ¢ formada)

5 Predominancia da inflamacao aguda difusa (predominancia do tecido
de granulagdo)
Predominancia de inflamagao cronica (fibroblastos comegando a

3 proliferar)

4 Resolugdo e cicatrizacdo (redugdo ou desaparecimento de inflamacao
cronica, embora persistam células redondas ocasionais)

5.2.7 Analise Imunohistoquimica

As amostras foram inseridas em laminas silanizadas para uma melhor adesdao do
material biolégico estudado e depois mantidos durante 24 h a 37°C. Apos a desparafinizagdo
e a hidratacdo, as secgoes histologicas foram marcadas com uma caneta hidrofobica e depois
lavadas em uma solug¢do tampao enriquecida com Tween duas vezes por 3 min. Apds, as
secOes foram imersas em peroxido de hidrogénio durante 10 minutos e depois lavadas em
solugdo tampdo fosfato (PBS) duas vezes em 3 min e, finalmente, foram imersas em
peroxidase endoégena durante 30 min. Em seguida, as laminas foram incubadas com o
anticorpo primario. Os anticorpos primarios utilizados foram o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF): anticorpo primario policlonal anti-VEGF (Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Santa Cruz, CA, EUA) a uma concentragdo de 1:400; fator de necrose tumoral (TNF-o):
anticorpo primario anti-TNF-a (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, EUA) a uma
concentragdo de 1:400, e anticorpo primdrio policlonal anti-colageno Tipo I (Santa Cruz
Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, EUA) a uma concentragdo de 1:200. Ambos foram

incubados durante 2 h e lavados duas vezes em PBS. Posteriormente as 1aminas foram entio
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submetidos a um anticorpo secundario (IgG anti-coelho) (Vector Laboratories, Burlingame,
CA) a uma concentracao de 1:200 em PBS durante 30 min.
As imunomarcacdes do VEGF, TNF-a e colageno tipo I foram avaliadas

quantitativamente pelo Software Image J 1.37a.

5.2.8 Analise Birrefringéncia

Os cortes histologicos corados pelo método do Picrosirius-Red foram analisados em
um microscopio de luz polarizada (Leica, com objetiva de 20x) para avaliar a organizagdo das
fibras colagenas.

Para a realizagcdo da andlise quantitativa foi utilizado o software ImageJ 1.37a para
avaliar a porcentagem de coloracdo laranja-avermelhado. As fibras coldgenas mais espessas e
fortemente birrefringentes correspondem ao colageno tipo I.

Trés imagens por corte foram capturadas a uma ampliagdo de 20x (1°, 2 °e 3 °
quadrante) das trés camadas da pele. O plugin Color Deconvolution ImageJ foi utilizado para
avaliar a porcentagem de coloragdo vermelha (coldgeno) na area da imagem. Este software
reconhece as cores da imagem e as decompde em trés cores basicas: azul (colageno),
vermelho e roxo. A andlise morfométrica, correspondente a cor roxa, foi medida como a

porcentagem dos pixels totais em cada imagem usando Threshold color (software Imagel),

conforme descrito por Caetano, 2015.

5.2.9 Anailise Estatistica
Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. A andlise foi realizada
através do Sofiware Graph PadPrism 5.0. Foi realizado o teste de Shapiro Wilk para avaliar a

normalidade dos dados.
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Para as comparagdes intra e entre grupos foi utilizado o teste de ANOVA two-way e

os pos-testes de Bonferroni. O nivel de significancia utilizado foi de 5%.

5.3 Resultados

5.3.1 Analise Histopatologica

A andlise histopatoldgica mostrou diferengas nas fases do processo de reparo tecidual
durante o curso dos dias de tratamento entre os grupos experimentais.

Em relagdo a andlise histopatologica para a expressao do colageno tipo I, apresentou-
se diferenca estatistica significante (p < 0,01) entre os grupos GC e GL em 2 momentos ao
longo do tratamento, no 11° e 16° dia, sendo observado para o0 GL um aumento leve no 11° dia
de tratamento e, um aumento moderado no 16° dia de tratamento em relacdo ao GC,
caracterizando um estagio mais adiantado no processo de reparacdo tecidual para o GL
(Figura 10).

Os resultados mostraram diferenca estatisticamente significante (p < 0,05) para a
quantidade de infiltrado inflamatério que foi menor para o GL em relagdo ao GC no 16° dia

de tratamento (Figura 10).

Colageno Infiltrado Inflamatorio
¢ m GC 4
*% 7
H GC
3 6L * 1 GL
R * 3] o
@ w
o2 2,
0 8 -
@ w
| ﬁ i ’:L‘
0 T T T 0- T T T
4 dias 11 dias 16 dias 4 dias 11 dias 16 dias

Figura 10: Avaliacdo quantitativa da analise histopatologica dos valores de expressdao do
colageno e infiltrado inflamatorio para os GC (grupo controle), e GL(grupo Laser)

no 4°, 11° e 16° dia de tratamento apds a lesdo, com nivel de significancia de *5%.
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A andlise semi-quantitativa relacionada aos valores de reepitelizagdo da ferida
evidenciou que o GL apresentou predominancia de conexdo da incisdo e queratinizagdo no
16° dia de tratamento, de acordo com o descrito por Solmaz (2016), concordando com os
achados da analise descritiva, em que a comparagdo entre os grupos evidenciou que o GL

encontra-se em um estagio mais avangado de reparacdo tecidual ilustrado na Figura 11.

Figura 11: Fotomicrografias representativas dos grupos experimentais referentes ao infiltrado
inflamatoério, expressdao de colageno e reepitelizagao da ferida. A: GC-4 (grupo
controle no 4°dia); B: GC-11 (grupo controle no 11°dia); C: GC-16 (grupo controle
no 16°dia); D: GL-4 (grupo laser no 4°dia); E: GL-11 (grupo laser no 11°dia); e F:
GL-16 (grupo laser no 16°dia); (n=10). Os simbolos seta branca, # ¢ * indicam a
expressdo de colageno tipo I, a reepitelizacdo da ferida e a presenca de infiltrado
inflamatorio respectivamente (100x).

5.3.2 Analise Imunohistoquimica

Imunoexpressao do fator VEGF
Em relacdio ao fator VEGF, sua andlise foi avaliada pela expressio da cor
acastanhada, observando-se que no 11° dia o GL apresentou diferenca significativa (5%) com

maior imunomarcag¢do, quando comparado ao GC (Figura 12).



Imunoexpressao do fator TNF-a

Os resultados obtidos da imunoexpressdo do TNF-a apresentaram diminui¢do dos

valores para o GL durante o periodo de tratamento, sendo observada diferenga

estatisticamente significante (p< 0,05) entre os GC e GL no 4° e 11° dia (Figura 10).

Imunoexpressao do Colageno tipo I

Em relagio a

estatisticamente significante (p< 0,05) apresentando aumento no 4° e 16° dia de tratamento

para o GL (Figura 12).

imunoexpressdo do coldgeno tipo I, observou-se diferenca
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Figura 12: Analise quantitativa da imunoexpressao do VEGF, TNF-a e Colageno tipo I para
os GC (grupo controle), e GL(grupo Laser) no 4°, 11° e 16° dia de tratamento

apos a lesdo, com nivel de significancia de *5%.
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5.3.3 Analise Birrefringéncia
A analise da porcentagem das fibras de colageno apresentou no 11° dia do tratamento

maior quantidade e diferenga estatisticamente significante (p< 0,05) para o GL em relagdo ao

GC (Figura 13).
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Figura 13: Analise quantitativa da birrefringéncia para os GC (grupo controle), e GL(grupo

Laser) no 4°, 11° e 16° dia de tratamento ap0s a lesdo, com nivel de significancia
de *5%.

Em relacdo a organizagdo das fibras colagenas, ¢ possivel observar que no 11° dia de
tratamento houve uma melhor organizacao e arranjo para o GL em relagdo ao GC, sendo que
no 16° dia esta organizagdo de fibras intensifica ainda mais, podendo indicar um avango do

processo de reparacao tecidual (Figura 14).
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Figura 14: Fotomicrografias representativas dos grupos experimentais referentes a
birrefringéncia das fibras colagenas da ferida. A: GC-4 (grupo controle no
4°dia); B: GC-11 (grupo controle no 11°dia); C: GC-16 (grupo controle no
16°dia); D: GL-4 (grupo laser no 4°dia); E: GL-11 (grupo laser no 11°dia); e F:
GL-16 (grupo laser no 16°dia); (n=10). As setas brancas indicam a fibra de
colageno (100x).

5.4 Discussio

Os resultados do presente estudo mostram que a utilizagdo da FBM no comprimento
de onda 670nm, 30W e densidade de energia 14,28 J/cm? fornece estimulos positivos para a
cinética de evolucdo do processo de cicatrizacdo de feridas cutdneas. Apesar de a literatura
demonstrar diversas evidencias sobre os efeitos promovidos pela FBM, sabe-se que existem
ainda controvérsias sobre a padronizacdo do melhor protocolo a ser utilizado em lesdes
cutaneas de ordem cirurgica, ja que observamos a comparacao de tais protocolos em feridas
distintas com diferentes graus de acometimento e gravidade [19-20, 22, 30-32].

Recentes estudos que investigam os efeitos da FBM em lesdes cutineas, enfatizam

que a luz laser é capaz de acelerar o processo de reparo tecidual, gerando modificagdes no
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ambiente celular que ocasionam modulagdo da inflamag¢do, melhora da angiogénese, aumento
da sintese de coldgeno, e reepitelizacdo [13,16,24,33-36].

Os resultados histopatologicos encontrados em nosso estudo revelam que o laser tem
acdo direta na modula¢do da inflamagdo, pois demonstrou no 16° dia de tratamento uma
significativa reducdo nos niveis de infiltrado inflamatoério com diminui¢do da expressdo do
TNF-a, quando comparado ao controle. Além disso, vale ressaltar que a presenga do TNF-a
em tempos tardios do processo de cicatrizagdo, indica um possivel mecanismo de degradagao
do colageno, o que prejudicaria o resultado final do reparo, e sendo assim, a redugdo e/ou
modulacdo de sua atuacdo ¢ algo benéfico a ser considerado. Ainda sobre a influéncia da
FBM na fase inflamatoria, nossos achados corroboram com outros estudos que também
identificaram a modulacdo da inflamag¢do decorrida apds o tratamento com a FBM em tecidos
cutaneos, 0 que sugere que este recurso ¢ capaz de antecipar a resolucao desta fase, desde suas
primeiras aplicagdes, beneficiando posteriormente as fases subsequentes [37-39].

A angiogénese, por sua vez, ¢ um evento critico e complexo, coordenado por fatores
de crescimento especificos associados aos componentes da matriz extracelular, e dependentes
da formac¢do do tecido de granula¢do e do ambiente microvascular. O VEGF ¢ o fator de
crescimento predominante com atividade bioldgica especifica que delibera os eventos da
cascata celular responsaveis pelo restabelecimento vascular. Estudos vém investigando a
acdo da FBM na inducao da expressao do VEGF em diversas condicoes e lesdes [13-14,
24,32,34].

Brassolatti et al. (2016), utilizando um laser (660 nm, 100 mW e 25J/cm?) observaram
tanto a maior presenca de novos vasos na camada da nova derme, como o aumento relativo da
expressao do fator VEGF. Renn¢ et al. (2011) utilizando um laser 660nm, 100 mW, porém
com menor fluéncia (0,5 J/cm2), também relataram que os seus resultados foram favoraveis

na imunoexpressao precoce do fator VEGF, com consequente melhora na angiogénese.
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Por sua vez, Colombo et al. (2013), investigaram o processo de angiogénese em
feridas cutaneas induzidas no dorso de ratos tratados com laser (660 nm, 16 mW, 10 J/cmz), e
concluiram que a luz laser contribui positivamente aumentando a angiogénese. No0ssos
achados corroboram com os estudos prévios apresentados, uma vez que encontramos no GL
uma maior porcentagem na expressao do VEGF quando comparado ao GC.

Além disso, ¢ importante destacar que este fato foi evidenciado ao décimo primeiro
dia de tratamento, ou seja, a luz laser foi capaz de estimular a liberacdo de fatores de
crescimento, no caso deste estudo em particular o VEGF, no periodo que compreende a
transi¢do entre a fase inflamatoria e a proliferativa, corroborando também com os achados de
Fiorio et al. (2017), que observaram que a FBM foi capaz de estimular a maior liberagdo do
VEGF ao sétimo dia de tratamento. Diferentemente, Szymanska et al. (2013), em seu estudo
onde avaliaram os efeitos da FBM na proliferagdo endotelial e expressdo do fator VEGF,
observaram que a luz laser estimula a proliferacdo endotelial, porém com diminui¢do do
VEGF.

Interessantemente a angiogénese além de restabelecer o nivel de oxigénio e nutrientes
para o tecido recém-formado, deliberando uma alta demanda metabdlica, pode favorecer
diretamente a sintese proteica, por estar interligado aos processos de proliferacdo e migracao
celular, que compreende a presenca dos fibroblastos, responsaveis em sintetizar o colageno
[42].

Dos fatores avaliados na fase proliferativa, enfatizamos que a sintese de colageno,
proteina chave para o restabelecimento e elasticidade da nova derme, ¢ indispensavel para o
entendimento da cinética de evolugdo do processo de cicatrizagdo. Sendo assim, sabe-se que a
qualidade da sintese estd diretamente relacionada tanto aos resultados funcionais quanto
estéticos apresentados pelo novo tecido. Com isso, a observacdo de desequilibrios torna-se

essencial, pois quaisquer intercorréncias como formacgdes excessivas tanto de matriz
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extracelular quanto de fibras desorganizadas, podem evoluir para quadros de aderéncias
teciduais significativas, que impedem o bom funcionamento fisioldégico do local [42].
Portanto, reforca-se o fato da avaliacdo ndo somente da quantidade de fibras presentes no
local, mas sim, da qualidade em que estas fibras se dispdem no ambiente da derme em
formacao.

Gongalves et al., 2013 relatam que a maturagdo do coladgeno e seu rearranjo sdo etapas
cruciais que atingem diretamente a resisténcia mecanica do novo tecido. Isso ocorre com o
remodelamento e substitui¢do gradual do colageno pré-formado Tipo III para colageno tipo I,
gerando aumento nas interacdes moleculares entre as fibras neoformadas. Meireles et al.,
2008, relatam que esta maturagdo pode ser observada com 21 dias de tratamento quando a
fluéncia utilizada for 20 J/cm®. Brassolatti et al., 2016 relata encontrar uma diferenca na
sintese de colageno ao décimo dia de tratamento, evidenciando uma sintese precoce com
melhora na organizagdo estrutural das fibras, quando a ferida recebeu o tratamento com luz
laser.

Diante dos resultados apresentados, ¢ pertinente ressaltar que a FBM ¢ eficaz em
auxiliar a cinética do processo de cicatrizacdo de feridas cutdnea em ratos. Todos os eventos
bioldgicos avaliados demonstram uma importante interligacdo que sugerem que os beneficios
da FBM estao dispostos desde a modulacdo da inflamagdo até o restabelecimento do novo
tecido, contribuindo de maneira efetiva em eventos primordiais como a proliferacdo e

diferenciagdo celular, com consequente aumento e qualidade estrutural do coladgeno.

5.5. Conclusao
Com isso, conclui-se que o protocolo de FBM utilizado neste estudo promoveu os

estimulos necessarios para que o processo de cicatrizagdo evoluisse com qualidade e de
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maneira satisfatoria, proporcionando ao final, um tecido considerado estruturalmente

desejavel.
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Resumo

A cicatrizagdo de feridas envolve um processo biologico complexo dividido em fases
especificas. A fotobiomodulacdo (FBM) ¢ indicada na cicatrizacdo de feridas por meio da
estimulacdo da proliferacdo de fibroblastos e angiogénese pela diminui¢do do infiltrado
inflamatorio. A vitamina A geralmente ¢ usada para favorecer a cicatrizagdo de feridas e
acelerar o tecido de granulacdo saudavel. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da
vitamina A tdépica e da FBM (670nm) na fase inflamatoria de feridas cutineas. 40 ratos
machos Wistar foram alocados em 4 grupos: controle (GC); Grupo Laser (GL), 670nm,
30mW, energia por ponto de 0,9J, irradiando 1 ponto em 30s; Grupo Vitamina A (GVitA); e
Grupo Laser mais Vitamina A (GL + GVitA). As feridas foram realizadas cirurgicamente por
um punch cirurgico, com 10mm de didmetro no dorso dos animais e todos os tratamentos
foram iniciados uma hora apo6s a realizagdo da ferida. O tratamento durou 4 dias consecutivos
e a coleta da amostra foi feita no 4° dia. Foram realizadas analises histopatoldgicas e imuno-
histoquimica. Os resultados foram comparados entre os grupos por ANOVA one-way com
post hoc de Tukey (5%). O infiltrado inflamatdério diminuiu significativamente em GL em
compara¢do com GC e GVitA. Em relacdo a angiogénese, a expressao de VEGF aumentou
significativamente nos grupos GL e GL + VitA. A partir dos dados apresentado, foi observado
que os tratamentos propostos foram eficazes no processo de cicatrizagdo melhorado por GL e
GL + VitA, demonstrando que a FBM associado a Vitamina A favorece a melhora da ferida e

pode ter uma aplicagdo potencial para o manejo clinico de feridas cutaneas.

PALAVRAS-CHAVE: Cicatrizagao de Feridas, Fotobiomodulagao, Vitamina A.

Abstract

Wound healing involves a complex biological process divided into specific phases. The
photobiomodulation of laser therapy is indicated in wound healing by stimulating fibroblasts
proliferation and angiogenesis by decreasing inflammatory infiltrate. The Vitamin A is
usually used to reverse the inhibitory effects on wound healing and accelerates the healthy
granulation tissue. The purpose of this study was to evaluate the effect of topical Vitamin A
and photobiomodulation by low-level laser therapy (GaAlAs) in inflammatory phase of
cutaneous wounds. Forty Wistar male rats were separated into 4 groups: Control (CG); Laser
Group (LG) GaAlAs, 670nm, 30mW, energy per point of 0,9], radiating by 1 point in 30s;
Vitamin A Group (VitAG); and Laser Group plus Vitamin A (LG+VitAG). Wounds where
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made surgically by a punch biopsy with 10mm of diameter on the back of the animals and
them all treatments were started according experimental. The treatment took 4 consecutive
days and biopsy was made on the day 4. H&E analysis were performed in addition to
immunohistochemistry. The results was compared between-groups by analysis of variance the
test one-way ANOVA with post hoc Tukey (5%). Inflammatory infiltrate increased
significantly in LG compared to CG and VitAG (p<0,05). Regarding angiogenesis, VEGF
expression was increased significantly in LG and L+VitAG groups, p<0,01. Given the results
presented, the proposed treatments were effective on the healing process improved by LG and
L+VitAG, shown that Laser associated to Vitamin A potentiates enhanced healing by reduced

wound area and may have potential application for clinical management of cutaneous wounds.

KEYWORDS: GaAlAs laser, Photobiomodulation, Vitamin A, Wound healing

6.1 Introducao

A cicatrizacdo de feridas envolve um complexo processo dividido em eventos
biologicos especificos como inflamagdo, proliferacio e remodelamento. A literatura ja
apresenta evidencias em relagdo aos mecanismos de acao e resposta para cada fase especifica
[1-3]. Com isso, sabe-se que imediatamente apds a ocorréncia do trauma inicia-se a fase
inflamatéria que envolve respostas vasculares caracterizadas por coagulacdo sanguinea e
hemostasia, provocando vasodilatacao local, extravasamento de sangue, fluido para o meio
extravascular e bloqueio da drenagem linfatica, evidenciando os sinais da inflamacao. Tais
eventos celulares englobam a formagao da rede de fibrina que auxiliard a migragao de células
fundamentais nos processos de fagocitose e quimiotaxia. Neutrofilos e macréfagos sao células
essenciais que participam desta fase inicial do processo de cicatrizacdo sendo ambos
responsaveis por realizar a fagocitose tecidual da area lesada e ainda uma capacidade
adicional de liberar fatores de crescimento especificos que participardo das etapas

subsequentes [2-4].
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As feridas quando ndo tratadas adequadamente oferecem alto risco de contaminagdo e
podem complicar o bom funcionamento fisioldgico, prejudicar a qualidade de vida e gerar
altos custos financeiros decorridos tanto por fatores extrinsecos que incluem pressdo, funcao
linfatica prejudicada, estress mecanico, ou por fatores intrinsecos que incluem imobilidade,
infec¢do, desnutricdo, doengas vascular periférica [3].

Devido a complexidade envolvida no processo de regeneracdo tecidual, diversos
recursos como acupuntura [5], produtos farmacologicos [6] e recursos fisioterapéuticos, vém
sendo propostos a fim de auxiliar e/ou estimular as fases do processo de cicatrizagdo, visando
otimizar o tempo de tratamento e¢ uma melhor qualidade tecidual. Dentre os recursos
fisioterapéuticos podemos destacar a FBM que envolve mecanismos seguros e eficazes em
estimular o ambiente da lesdo e promover uma resposta positiva do tecido frente a luz
absorvida [6-8].

A FBM tem efeitos importantes no processo de cicatrizagdo de feridas, e seu
mecanismo bioldgico basico pode ser descrito pela absorcdo da luz pelos cromoforos
mitocondriais [6,7]. Os efeitos primarios da FBM no inicio do processo de reparo promovem
a estimula¢do da atividade fagocitdria dos macrofagos, aumento da proliferacdo de diversos
tipos celulares, maturacdo e locomocdo de fibroblastos e linfocitos, além de estimular as
etapas subsequentes de proliferacdo e remodelamento [8-10]. Sob o ponto de vista vascular, a
FBM ativa a proliferacdo das células endoteliais estimuladas por fatores de crescimento
endotelial vascular (VEGF). O VEGF ¢ caracterizado por apresentar multiplos componentes
atuantes na angiogénese, através do aumento da permeabilidade vascular, vasodilatacdo e o
carreamento de substratos especificos [10,11]. Além disso, a FBM promove a modulagao da
fase inflamatoria atuando na expressao da cicloxigenase-2 (COX-2) que por sua vez converte
o acido aracdonio em prostaglandinas que tem um papel central no processo fisiopatologico e

inflamatoério [12,13].
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Assim como a FBM auxilia o processo de reparagdo tecidual, tratamentos topicos vém
sendo investigados para a mesma finalidade como a vitamina A. Por sua vez, a vitamina A
possui principio ativo que estimula a dindmica da regeneragdo tecidual, como a formagdo da
matriz extracelular, angiogénese, sintese das fibras de colageno, fibroplasia, e sintese de
glicoproteinas e proteoglicans [14,15]. Sua administragdo no ambiente lesado pode contribuir
para a reepitelizagdo de feridas, pois atua como cofator direto da sintese de colageno e
influencia também a resposta imunoldgica [15-19], assim como pode prevenir a
susceptibilidade as infecgdes.

Apesar de a literatura demonstrar que tanto a FBM como a vitamina A sdo recursos,
que quando aplicadas de maneiras isoladas, favorecem o processo de regeneracao tecidual, a
associacdo de ambas ¢ pouco explorada em estudos cientificos. Assim, o objetivo deste
trabalho foi avaliar, especificamente na fase inflamatoéria, a agdo da FBM isolada e associada
a vitamina A, a fim de se elaborar um protocolo eficaz no tratamento de feridas de pele em

ratos.

6.2 Material e Métodos

O presente estudo foi conduzido de acordo com o Guia de Cuidados e Uso de Animais
de Laboratorio e aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal da Universidade
Federal de Sao Carlos (UFSCar) (Protocolo: 2-007/2014). Os animais foram mantidos no
Biotério do Departamento de Fisioterapia da UFSCar durante todo o periodo experimental,
em um total de 4 dias, sendo alocados individualmente em gaiolas apropriadas de polietileno
padrao, em condi¢des ambientais controladas (19-23°C e ciclo claro/escuro de 12/12 horas),
com livre acesso a dgua e ragdo apropriada.

Foram utilizados 40 ratos (Rattus norvegicus albinus), linhagem Wistar, machos, com

250 a 300 gramas, divididos de modo aleatdrio em quatro grupos (n=10):
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e Grupo Controle (GC): Realizagdo das feridas e simulagdo da FBM;

e Grupo Laser (GL): Realizagdo das feridas e tratamento com FBM;

e Grupo Vitamina A (GVitA): Realizag¢do das feridas com aplicacdo de logao topica
com Vitamina A;

e Grupo Laser + Vitamina A (GL+VitA): Realizagdo das feridas e tratamento com

FBM (670nm, 30mW, 15J/cm?) + aplicacdo de logao topica com Vitamina A.

6.2.1 Procedimento Cirurgico

Para a realizacdo das feridas os animais foram previamente pesados e anestesiados por
Ketamina (40 mg/kg, Agener, SP, Brazil) e Xilasina (15 mg/ kg, Dopaser, SP, Brazil). Em
seguida os animais foram mantidos em decubito ventral, para a tricotomia digital da regiao
dorsal do animal e posterior lavagem com soro fisioldgico. Posteriormente, foi realizada uma

lesdo por um punch de 10mm de didmetro no dorso de cada animal (Figura 15).

Figura 15: Ilustracdo da realizagdo da ferida por procedimento cirurgico utilizando punch de

10mm (Fonte: Arquivo pessoal).
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6.2.2 Terapia por Fotobiomodulacao

Os grupos tratados pela FBM receberam a primeira aplicacdo uma hora apds a
cirurgia. No decorrer do experimento, as aplicacdes foram efetuadas diariamente no periodo
da manha em um Unico ponto sobre a lesdo, totalizando um méaximo de quatro aplicagdes. O
laser foi posicionado de maneira perpendicular e aplicado em modo continuo, com o feixe de
luz abrangendo toda a area da ferida. A FBM foi realizada com um laser vermelho
(LASERPULSE, IBRAMED, Brasil), comprimento de onda de 670nm, poténcia de saida de
30mW e densidade de energia 14,28 J/cm?. O equipamento foi calibrado previamente ao
inicio do experimento no Instituto de Fisica da Escola de Engenharia de Sao Carlos da
Universidade de Sao Paulo (EESC-USP) por um técnico qualificado. Os parametros do Laser
estdo expressos na tabela 7. No momento do tratamento, os animais foram imobilizados por

uma manta de algodao para uma melhor aplicacdo da terapia e evitar o estresse.

Tabela 7: Parametros detalhados utilizados para o tratamento com a FBM.

Parametros Valores

Poténcia (mW) 30
Irradiancia(mW/cm?) 0,038
Comprimento de Onda (nm) 670
Modo de acao Continuo
Area transversa do feixe (cm?) 0.063
Densidade de Energia (J/cm?) 14,28
Tempo (s) 30

N° de pontos de irradiacao 1
Energia (J) 0.9

6.2.3 Locao topica com vitamina A
Os grupos tratados com a logdo tdpica tiveram o inicio da aplicagdo uma hora apos a
realizacdo da cirurgia. Durante o periodo experimental que totalizou um maximo de quatro

aplicagdes, foi aplicada Smg da logdo sobre a lesdo, diariamente, sempre no periodo da
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manha, sendo espalhada sobre a ferida, de forma que fosse totalmente recoberta. A logdo foi
composta por 10.000 UI de vitamina A/volume em base de 100g, com elevado teor
hidrolipidico (Laboratério Essenziale, Novo Hamburgo, RS-Brasil).

E importante destacar que no grupo GL+VitA, primeiramente foi realizado a FBM e

imediatamente ap0s foi aplicada a lo¢do recobrindo toda a area da ferida.

6.2.4 Eutanasia

Os animais sofreram eutanasia, por decapitacdo com guilhotina, no 4° dia apds a
realizagdo da cirurgia sendo nesse momento coletada as amostras para posterior analise. A
area da ferida delimitada para analise compreendeu corte transversal do material retirado por
punch de 10 mm, abrangendo tanto o centro como a margem inicial da ferida e parte do tecido

sadio. A escolha da eutandsia no 4° dia foi devido a investiga¢do do periodo inflamatoério.

Periodo de aplicagio do tratamento

12 dia 1h PO 22 dia PO 3% dia PO 42 dia PO

Realizacdo da

ferida por punch _ _lhf"a apds N
(40 ratos Wistars) irradiacdo: Eutanasia
iaie i Ge e coleta de tecido
tratamento —> GL . para an{:lu?e
or PEM e GVitA histopatoldgica e
P VitA GL+VitA imunohistoguimica

*PO: pos operatdrio

Figura 16: Ilustragdo da linha do tempo envolvendo os procedimentos ciriirgicos, tratamentos

e coleta de material para andlise.
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6.2.5 Analise Histopatologica

As amostras coletadas por punch dermatologico da regido tanto do centro como
margem foram fixadas em formalina 10% e armazenadas em alcool 70%. Para a confeccdo
das laminas as amostras foram incluidas em parafina e o tecido foi seccionamento em Spm de
espessura.

Foram obtidas trés sec¢des de cada amostra, que posteriormente foram coradas com
hematoxilina e eosina (HE, Merck) e analisadas. A avaliagdo histologica foi realizada
utilizando um microscépio de luz (Zeiss Axioshop, Carl Zeiss, com objetiva 20X).

Foi avaliada a intensidade do infiltrado inflamatorio, pela andlise semiquantitativa
através de escores [20], sendo considerados valores de 0-4, descrito na tabela 8. As andlises

foram realizadas por trés avaliadores foram cegados em relagdo aos grupos experimentais.

Tabela 8: Escala de classificagao histopatoldgica para avaliagao semiquantitativa do

infiltrado inflamatdrio em 1aminas coradas com hematoxilina € eosina.

Escala de classificacao histopatologica para avaliaciao de
Infiltrado Inflamatorio

1| Inflamag¢do aguda (membrana pidgena ¢ formada)
Predominancia da inflamacao aguda difusa (predominancia do tecido

2 de granulagao)

3 Predominancia de inflamacao cronica (fibroblastos comec¢ando a
proliferar)

4 Resolucdo e cicatrizacdo (redugdo ou desaparecimento de inflamacao
cronica, embora persistam células redondas ocasionais)

6.2.6 Analise Imunohistoquimica

As amostras foram inseridas em laminas silanizadas para uma melhor adesdo do
material biologico estudado e depois mantidos durante 24 h a 37°C. Apos a desparafinizagao
e a hidratacdo, as sec¢des histologicas foram marcadas com uma caneta hidrofobica e depois

lavadas em uma solugdo tampao enriquecida com Tween duas vezes por 3 min. Apds, as
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secoes foram imersas em peroxido de hidrogénio durante 10 minutos e depois lavadas em
solugdo tampao fosfato (PBS) duas vezes em 3 min e, finalmente, foram imersas em
peroxidase enddgena durante 30 min. Em seguida, as laminas foram incubadas com o
anticorpo primario. Os anticorpos primarios utilizados foram o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF): anticorpo primario policlonal anti-VEGF (Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Santa Cruz, CA, EUA) a uma concentragdo de 1:400; e ciclooxigenase-2 (COX-2): anticorpo
primario anti-COX-2 (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, EUA) a uma
concentragdo de 1:200. Ambos foram incubados durante 2 h e lavados duas vezes em PBS.
Posteriormente as laminas foram entdo submetidos a um anticorpo secundario (IgG anti-
coelho) (Vector Laboratories, Burlingame, CA) a uma concentragdo de 1:200 em PBS durante
30 min.

As imunomarcacdes do VEGF e COX-2 foram avaliadas qualitativa e
semiquantitativamente pela média de trés pesquisadores, utilizando um microscopio de luz
(40x, Leica Microsystems AG, Wetzlar, Alemanha). Para a andlise qualitativa foi de acordo
com a quantidade da imunomarca¢do na tonalidade acastanhada encontrada no tecido. Na
analise semiquantitativa, foi considerado o escore 1-4, onde (1 ausente, 2 leve, 3 moderado e

4 intenso) [10]. As andlises foram realizadas por um patologista especializado de forma cega.

6.2.7 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrao. A analise dos resultados
foi realizada através do Software Graph PadPrism 5.0. Foi realizado o teste de Shapiro Wilk
para avaliar a normalidade dos dados. Para as comparacdes entre grupos o teste utilizado foi
ANOVA one-way. Para as comparacdes multiplas foi utilizado o teste post-hoc de Tukey com

nivel de significancia de 5%.
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6.3 Resultados

6.3.1 Analise Histopatologica

Em relacdo a analise histopatologica foi observado que os grupos GL e GL+VitA
apresentaram menor quantidade de infiltrado inflamatdério quando comparado aos demais
grupos, com maior énfase para o GL, caracterizando um estdgio mais avangado do processo
de reparo. Porém os grupos GC e GVitA apresentaram um intenso infiltrado inflamatorio,

oque sugere um estagio de inflamag¢ao aguda.

Figura 17: Fotomicrografias representativas dos grupos experimentais referentes ao infiltrado
inflamatorio. A: GC (grupo controle);B: GVitA (grupo VitaminaA); C: GL (grupo
Laser) e D: GL+VitA (grupo Laser+VitaminaA) (n=10). Seta preta indica a

presenca do infiltrado inflamatdrio (100x).

A analise quantitativa relacionada ao infiltrado inflamatorio revelou diferencas
significativas que reforcam os achados da analise descritiva, em que a comparacdo entre os
grupos evidenciou que o GL encontra-se em um estagio mais avangado com predominancia

de inflamagdo cronica de acordo com o descrito na tabela 8 e ilustrado na Figural8.
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Figura 18: Analise semi-quantitativa do infiltrado inflamatdrio no 4° dia apds a lesdo. GC
(grupo controle), GL (grupo Laser), GVitA (grupo VitaminaA) ¢ GL+VitA

(grupo Laser+VitaminaA), com nivel de significancia de *5% (n=10).

6.3.2 Analise Imunohistoquimica

Imunoexpressao da COX-2

Os resultados da analise descritiva da expressao da COX-2 por imunomarcagdo foram
avaliados de acordo com a tonalidade acastanhada encontrada no citoplasma de células
inflamatorias (Figura 19). A maior imunomarcacdo da COX-2 foi observada nos grupos GC e
GVitA, com uma tendéncia de diminui¢cdo da COX-2 nos grupos GL e GL+VitA, porém nao

foi encontrada diferencga estatistica significativa entre os grupos avaliados (Figura 20).

Imunoexpressiao do fator VEGF
Em relacdo ao fator VEGF sua analise foi avaliada pela expressao da cor acastanhada,
observando-se que os grupos GVitA, GL e GL+VitA apresentaram maior imunomarcagao

quando comparado ao GC (Figura 19).



73

Figura 19: Andlise imunohistoquimica da expressio da COX-2 e do fator VEGF por
imunomarcagdo no 4° dia de tratamento. A: GC(grupo controle); B: GL(grupo
Laser); C: GVitA(grupo VitaminaA) e D: GL+VitA(grupo Laser+VitaminaA).
*indica a imunomarcagdo em cor acastanhada onde estdo expressos ambos

fatores analisados (100x).

Na anadlise estatistica foi observado que somente o grupo GVitA apresentou diferenca
significativa em relagdo ao GC, porem os grupos GL e GL+VitA apresentaram uma tendéncia

no aumento da expressao da marcagao (Figura 20).
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Figura 20: Analise semi-quantitativa em A da COX-2 e em B do VEGF, no 4° dia ap6s a
lesdo. GC (grupo controle), GL (grupo Laser), GVitA (grupo VitaminaA) e GL+VitA

rupo Laser+VitaminaA), com nivel de significancia de *5% (n=10).
(grup ), g (n=10)

6.4 Discussio

O presente estudo avaliou a acdo da FBM associada, ou ndo, a vitamina A na fase
inicial do processo de reparagdo tecidual de feridas cirtrgicas, induzidas na pele de ratos e
evidenciou diferencas teciduais, estruturais e morfologicas entre os grupos experimentais
analisados, que sugerem que cada tratamento forneceu estimulos diferentes no ambiente da
lesdo.

O processo de reparacdo de feridas na pele estd relacionado a uma série de
mecanismos interligados e altamente regulados por sinalizadores celulares, humorais e
moleculares, fatores de crescimento e citocinas na matriz extracelular, iniciando o processo de
cascata atraindo e ativando fibroblastos, células endoteliais e macrofagos [3,4,21,22]. A FBM
proporciona efeitos pro-inflamatdrios importante que contribuem diretamente para a adequada
evolucdo do processo. Além disso, é previsto que sua associagdo, com outros tratamentos,

podem intensificar a liberagdo de fatores importantes e especificos da fase inflamatéria [10].
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Guirro [23] avaliaram a acdo da FBM (670nm, 30mW e 4J e 7J) em feridas de lcm®
no dorso de ratos e observaram efeitos positivos no processo de cicatrizacao de feridas no 7°
dia apos a lesdo, corroborando com nosso estudo em que foram utilizados pardmetros
semelhantes sendo também encontrado uma ac¢do pro inflamatéria através da FBM, sendo
confirmado pelos resultados encontrados, como a diminuicdo do infiltrado inflamatério e o
aumento da expressdao do VEGF nos grupos GL, GVitA e GL+VitA. Assim como o estudo
realizado avaliando a acdo da FBM com um laser de 660nm e potencia de 30mW para a
cicatrizacdo de feridas [24], encontrou uma melhora significativa com relagdo ao estagio
inicial da inflamacdo, quando comparado ao grupo controle.

Em contrapartida um estudo realizado por Mendes [25] em que foram investigados os
efeitos da FBM em dois comprimentos de onda distintos (685 ¢ 830nm, 35mW, 20 e 50J/cm?)
apresentaram resultados negativos quando utilizado o comprimento de onda de 658nm, porém
vale ressaltar que as energias aplicadas foram inferiores quando comparado com as utilizadas
no presente estudo, sugerindo que tais energias foram insuficientes para estimular os
mecanismos celulares no ambiente da lesao.

Embora haja muitos estudos que evidenciem a acdo da FBM no reparo de feridas de
pele, os protocolos utilizados sdo diversos com discrepancia e falta de detalhamento da
parametrizacdo [6,8,10,26-29], além da utilizacao de diferentes tipos de lesdo, o que dificulta
a comparagdo dos resultados e o entendimento do real mecanismo celular envolvido e
acionado pela terapia. Com isso, o presente estudo buscou investigar e posteriormente sugerir
um novo protocolo de tratamento em que houvesse a associagdo tanto das propriedades
advindas da FBM como dos beneficios encontrados no uso topico da vitamina A.

A escolha da utilizacdo da vitamina A se deu pelo fato que este composto estimula a
formagdo de nova matriz extracelular, a sintese de proteoglicanos e glicoproteinas [30-32].

Além disso, a vitamina A possui mecanismos bioquimicos que atuam na angiogénese,
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podendo potencializar os estimulos ja ocasionados pela FBM. Embora os mecanismos
envolvendo a acdo da vitamina A ndo sejam totalmente conhecidos, estudos apontam que a
suplementagdo de vitamina A resulta em aumento da interleucina-10(IL-10) e diminuicao dos
niveis do fator de necrose tumoral-a (TNFa), niveis de IgA sérica e proliferacdo de células
mononucleares de sangue periférico melhorando a resposta inflamatoria [16,17].

Reinke et al., (2012) analisando os mecanismos da cascata celular na fase inflamatoria
de feridas no corpo humano relata a ocorréncia da degranulacdo dos macréfagos que contribui
para a liberacdo de diversos fatores de crescimento indispensaveis para a satisfatoria evolugao
do processo de cicatrizagdo, estando entre eles o VEGF. Estudos [11,17,33] relatam sobre o
aumento na expressao do VEGF de células epidérmicas dos macréfagos que induz e mantém
as etapas angiogénicas precoces pelo 2° ou 3 ° dia ap6s a lesdo corroborando com os achados
do presente estudo que também apresentou uma moderada marcagdo quando este tratamento
foi utilizado.

A literatura demonstra que a FBM ¢ um recurso capaz de atuar e beneficiar
diretamente o processo da angiogénese, por estimular precocemente a liberacdo do fator
VEGF, que ¢ produzido por queratindcitos no inicio do processo de cicatrizagdo de feridas
[30,34, 35], o que também foi observado nos nossos resultados referentes aos grupos GL e
GL+VitA.

Outro fator importante que influencia o processo de reparacdo tecidual associado a
fase inflamatdria sdo os altos niveis de expressdao da COX-2 que ¢ liberada em até 12 horas da
ocorréncia da lesdo, atingindo seu pico no terceiro ou quarto dia apos o estabelecimento da
lesao tecidual [12,13].

O presente estudo avaliou o periodo do quarto dia apds a lesdo, onde foi observada a
expressao da COX-2 em todos os grupos estudados, correspondendo a sua resposta fisiologica

do processo inflamatorio [36-40]. Na observagao da fotomicrografia, o GC foi o grupo que
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demonstrou a maior imunomarcacdo em reelagdo aos tratamentos propostos, tanto na forma
isolada como associada, surtindo efeitos positivos nesta imunoexpressdo. Além disso, ¢
necessario destacar que o GL foi o que demonstrou a menor imunoexpressao e isso pode estar
associado aos efeitos pro-inflamatorio proporcionado pela photobiomodulacdo e descrito
previamente por outros autores [4, 35].

Diante do exposto, ¢ pertinente ressaltar que ambos os tratamentos avaliados neste
estudo apresentaram caracteristicas especificas e diferentes capazes de auxiliar e estimular,
cada um com suas propriedades, o ambiente celular lesado, especificamente na fase do
processo analisado. Pode-se destacar ainda, que os principios pro-inflamatorios do laser foram
observados através das andlises da COX-2 e complementariamente seus efeitos estimulantes
ao processo de cicatrzacdo devido a maior expressao do VEGF.

Além disso, deve-se mencionar que a vitamnina A também desempenhou uma papel
positivo no ambiente da lesdo, pois apresentou uma maior imunoexpressao do VEGF com
melhor evolugdo da fase inflamatdria quando comparado ao controle. Com isso, € possivel
sugerir que ambos os tratamentos possuem propriedades isoladas interessantes, e que tais
propriedades quando associadas podem se complementar, intensificando o estimulo da
neoangiogénese que ¢ um dos efeitos pro-infamatodrios do laser.

Nossos resultados instigam a imaginar que a VitA poderia potencializar tanto a
liberagdo do fator VEGF como os mecanismos celulares envolvidos na angiogénese
proporcionados pela estimulo da FBM, porém estudos futuros ainda sdo necessarios para
investigar tal fato. Sendo assim, enfatizamos que os tratamentos utilizados tanto isoladamente
nos GL e GVitA quanto associados, representados no GL+VitA, proporcionaram efeitos

positivos que contribuiram para a melhor evolucdo da fase inflamatdria neste tipo de lesdo.
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6.5 Conclusao

Diante dos resultados obtidos neste estudo, foi possivel supor que os tratamentos
promoveram estimulos diferentes, porém benéficos para os mecanismos celulares envolvidos
na fase inflamatoria. Além disso, vale destacar a observagdo dos efeitos pro-inflamatorios
ocasionados pelo uso da FBM, assim como, a acdo da VitA como indutor da neoangiogénese.
Com isso, sugere-se que tais tratamentos tanto isolados quando associados promovem efeitos
relevantes no ambiente celular que auxilia e até aceleraram os mecanismos envolvidos na

resolugdo da fase inflamatdria aguda neste tipo de lesdo.
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7. RESULTADOS NAO SUBMETIDOS - CEGABA

7.1. Analise Histopatolégica

Em relagdo ao infiltrado inflamatoério, os resultados obtidos entre os grupos GC,
GCegaba, GL, e GL+Cegaba, foram realizados por andlise semi-quantitativa através de
escores, segundo Camacho-Alonso (2007), que considerou os valores de 0-4. O presente
estudo observou que somente o GL apresentou diferenca estatistica significante em relacao
aos GC, GCegaba ¢ GL+Cegaba no 11° dia de tratamento, apresentando diminui¢do no
infiltrado inflamatdrio, o que sugere um estagio mais avancado do processo de reparo, como
ilustra a Figura 21. Observou-se também que no 16° dia todos os grupos tratados
apresentaram diferenca estatistica significante, com diminui¢do consideravel do infiltrado

inflamatorio, em relagdo ao GC (Figura 21).

Infiltrado Inflamatorio
4=
O GC
5] a * . B GCegaba
B *—'|L| H— = GL
E ok x B GL+Cegaba
o 29
o
0
: H I.[
0 T T T
4 Dia 11 Dia 16 Dia
Dias de Tratamento

Figura 21: Analise semi-quantitativa do infiltrado inflamatdrio no 4°, 11° e 16° dias apds a
lesdao. GC (grupo controle), GCegaba (grupo Cegaba), GL (grupo Laser) e
GL+GCegaba (grupo Laser+Cegaba), com nivel de significancia de *5% (n=10).
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7.2. Analise Imunohistoquimica

As imunomarca¢des do VEGF, TNF-a e COX-2 foram avaliadas qualitativa e
semiquantitativamente pela média de trés pesquisadores, utilizando um microscopio de luz
(100x, Leica Microsystems AG, Wetzlar, Alemanha). Para a andlise qualitativa foi de acordo
com a quantidade da imunomarca¢do na tonalidade acastanhada encontrada no tecido. Na
analise semiquantitativa, foi considerado o escore 1-4, onde (1 ausente, 2 leve, 3 moderado e
4 intenso) (BRASSOLATI, 2016). As analises foram avaliadas por um patologista
especializado de forma cega.

As imunomarcagdes do VEGF, TNF-a e COX-2 foram avaliadas quantitativamente

pelo Software Image J 1.37a.

7.2.1. Imunoespressio da COX-2

Os resultados da andlise descritiva da expressao da COX-2 por imunomarcagdo foram
avaliados de acordo com a tonalidade acastanhada encontrada no citoplasma de células
inflamatorias (Figura 22). A imunomarcagdo da COX-2 foi menos observada para o GL no
11° dia em relagdo aos demais grupos. No GC houve maior marcag¢do da COX-2 no 16° o que
também foi observado no GL para o mesmo periodo (Figura 22).

Na andlise quantitativa observou-se no 11° uma diminui¢do da expressdao de COX-2
para o GL com diferenca estatistica significante em relagdo ao GCegaba e GL+Cegaba

(Figura 23).
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Figura 22: Fotomicrografias representativas dos grupos experimentais referentes da
expressdo da COX-2 no 4° 11° e 16° dias de tratamento para os grupos
GC(grupo controle); GCeg (grupo cegaba); GL(grupo Laser); GL+Ceg (grupo
Laser+cegaba)(100x).

7.2.2. Imunoespressao do TNF-a

Em relacdo ao fator TNF-a sua andlise descritiva foi avaliada pela expressdo da cor
acastanhada. Os resultados obtidos da imunoexpressio do TNF-a apresentaram maior
expressao no 4° dia de tratamento para todos os grupos do estudo (Figura 23).

Na andlise quantitativa do fator TNF-a, no 16° dia de tratamento foi observado
diferenca estatisticamente significante (5%) para o GC em relagdo aos GL e GL+Cegaba

(Figura 25).
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TNF-a

Figura 23: Fotomicrografias representativas dos grupos experimentais referentes da
expressao da TNF-a no 4°, 11° e 16° dias de tratamento para os grupos
GC(grupo controle); GCeg (grupo cegaba); GL(grupo Laser); GL+Ceg
(grupo Laser+cegaba)(100x).

7.2.3. Imunoexpressao do VEGF

O fator VEGF também foi descrito pela expressdo da cor acastanhada. Os resultados
obtidos da imunoexpressdo do VEGF apresentaram-se, na analise descritiva, com expressao
mais marcada para o GL nos 11° ¢ 16° dias e 0 GC no 11° dia (Figura 24).

Na analise quantitativa do VEGF, no 11° dia de tratamento foi observado aumento do
VEGF, com diferenga estatisticamente significante (5%) para o GL em relagdo a todos os

demais grupos estudados. Ainda no 11° dia o0 GCegaba apresentou menor expressao com
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diferenca estatistica significante apenas entre o GC. Também foi observado no 16° dia

diferenca estatisticamente significante com maior expressdao de VEGF para o GL em relagao

ao GCegaba e GL+Cegaba (Figura 25).

42 dia 112 dia 162 dia

Figura 24: Fotomicrografias representativas dos grupos experimentais referentes da

expressao do VEGF no 4°, 11° e 16° dias de tratamento para os grupos
GC(grupo controle); GCeg (grupo cegaba); GL(grupo Laser); GL+Ceg
(grupo Laser+cegaba)(100x).
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Figura 25: Anélise quantitativa da imunoexpressdo do VEGF, TNF-a e COX-2 para os GC
(grupo controle), GCegaba (grupo Cegaba), GL (grupo Laser) e GL+GCegaba

(grupo Laser+Cegaba), com nivel de significancia de *5% (n=10).
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8. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos dos trés estudos ¢ possivel chegar as seguintes

conclusoes:

v

A terapia por FBM (670nm) aplicada isoladamente de acordo com o protocolo
utilizado promoveu estimulos positivos na evolugao do processo de reparo tecidual.

A FBM isolada teve a¢do na modulacdo da fase inflamatdria e proliferativa, no 4° e
11° dias de tratamento, apresentando menor imunomarcagdo do fator TNF-a. Para o
marcador VEGF apresentou aumento de expressdo no 11° dia de tratamento. Em
relacdo a porcentagem das fibras de coladgeno tipo I, apresentou maior quantidade no
11° dia de tratamento, e maior imunoexpressao nos 4° ¢ 16° dias de tratamento.

A Vitamina A isolada teve agdo positiva na modulacdo da fase inflamatéria no 4° dia
de tratamento, apresentando aumento da expressao do VEGF.

A CEGABA isolada ou associada a FBM ndo apresentou no presente estudo,
evidéncias de sua a¢do na modulagdo das fases de reparacao tecidual.

A FBM associada a aplicagdo topica de Vitamina A apresentou estimulos benéficos

para os mecanismos envolvidos na fase inflamatoria.

Quanto a perspectivas futuras, novos estudos sdao importantes para elucidar os

mecanismos de agdo envolvendo a FBM associada a tratamentos topicos, uma vez que ja ¢é

fortemente embasada sua agdo isolada, que em muito pode vir a beneficiar a melhor evolugao

do processo de reparo tecidual.
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9. CONSIDERACOES FINAIS / LIMITACOES DO ESTUDO

Diante dos resultados apresentados neste estudo, foi possivel evidenciar adequadas
modificacdes teciduais, o que sugere que a FBM isolada ou associada a Vitamina A,
proporcionaram efeitos positivos em cada fase do processo de reparo tecidual. Assim, foi
possivel destacar os efeitos terapéuticos desencadeados pelo laser quando em interagdo com o
tecido biologico, na modulagdo da inflamacdo, proliferacdo, diferenciacdo e sintese de

proteinas especificas como o colageno.

Dentre os dois tratamentos topicos utilizados neste estudo, observamos que a Vitamina
A atuou como indutor da neovascularizagdo, fato esse considerado relevante tanto para o
restabelecimento microvascular local, quanto para a maior migracao celular, o que favoreceu

de maneira direta a boa evolugao das fases do processo de cicatrizagao.

Além disso, apesar dos achados serem positivos, ¢ do estudo ter sido apresentado de
forma longitudinal, ou seja, evidenciando cada fase do processo de reparo, cabe ressaltar que
a metodologia da lesdo apresentou uma limitagdo que deve ser destacada. A escolha da
metodologia ocorreu conforme estudos prévios, que induziam no mesmo animal trés feridas
consecutivamente, na intenc¢ao de coleta-las em periodos distintos do processo de cicatrizacao,
obtendo-se assim, um melhor entendimento da cascata biologica envolvida. Entretanto, cabe
ainda ressaltar que a utilizacdo deste tipo de modelo experimental minimiza a quantidade de
animais envolvidos, estando assim de acordo com a avaliacdo e as recomendagdes dos

comités de ética de uso animal, inseridos dentro desta Universidade.

Porém no presente estudo verificamos uma possivel interferéncia na sistematica de
analise que compreende cada fase do processo, em especial a inflamacao, ja que a cada coleta
de tecido possivelmente induz uma nova resposta inflamatoria sistémica, o que prejudicaria as

analises funcionais da real evolugao deste processo.
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Sendo assim, apesar do apontamento desta limitacdo ndo afetar diretamente os
resultados apresentados, sugere-se que novos modelos experimentais sejam estabelecidos,
com o intuito de avaliar os mesmos protocolos de tratamento em um estudo longitudinal,
porém em uma Unica lesdo por animal, para assim obter respostas contundentes sobre a

cascata do processo inflamatorio bem como sua posterior evolugao.
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