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RESUMO

Queimaduras representam mundialmente alto risco de morbidade e mortalidade. Nas
consideradas severas ou profundas, o processo de cicatrizacdo € complexo e necessita da
participacdo de diversas linhagens celulares. Dentre os tratamentos existentes, 0s biomateriais
e a Terapia laser de baixa intensidade (LLLT) vém se destacando por apresentar propriedades
que favorecem e estimulam o processo de cicatrizacdo. Assim, foram realizados trés estudos
com o objetivo de avaliar os efeitos das membranas de celulose bacteriana pura e com lidocaina
e da LLLT (660 nm) em duas fluéncias diferentes (12,5J/cm? e 25J/cm?), utilizados
independentemente ou associados, em queimaduras de terceiro grau em ratos. A queimadura
foi realizada atraves de uma placa de aluminio acoplada a um ferro de solda aquecido a 150°C,
pressionado no dorso do animal por 10 segundos. No primeiro estudo a agdo das membranas
de celulose bacteriana pura e acrescida de lidocaina foram avaliados. Para isso, foram
estabelecidos trés grupos experimentais divididos em GC (grupo controle), GM (grupo
gueimadura tratado com a membrana de celulose bacteriana pura) e GML (grupo queimadura
tratado com a membrana de celulose acrescida de lidocaina). Os grupos tratados com as
membranas demonstraram um processo de cicatrizacdo avancado quando comparado ao grupo
controle. Na anélise da imunoexpressdao da COX-2, os grupos tratados apresentaram a
imunoexpressdo de forma leve, o que evidencia caracteristicas de tecido reparado. Assim,
concluimos que os curativos bioldgicos a base de celulose bacteriana, foram efetivos,
proporcionando um ambiente favoravel para a evolucdo do processo de cicatrizagdo. No
segundo estudo, foram avaliados os efeitos da LLLT com duas diferentes fluéncias (12,5J/cm?
e 25J/cm?) em trés grupos experimentais, divididos em GC (grupo controle), GL12,5 (grupo
queimadura tratado com 12,5J/cm?) e GL25 (grupo queimadura tratado com 25J/cm?). Os
animais receberam a aplicacdo da LLLT imediatamente apos a inducgdo da leséo e nos dias 2,
4, 6 e 8 subsequentes, em cinco pontos distintos, sendo quatro localizados nas bordas da ferida
e um naregido central. O GL25 demonstrou os melhores resultados, com maior imunoexpressao
do VEGF (Fator de crescimento endotelial vascular), maior quantidade de vasos sanguineos e
menor imunoexpressdo da COX-2 (Ciclooxigenase-2) quando comparado aos grupos GC e
GL12,5. Com isso, foi possivel concluir que a maior fluéncia, bem como a maior energia
depositada no tecido foi mais eficaz em estimular o processo de cicatrizacdo em queimaduras
de terceiro grau em ratos. No terceiro estudo foi abordada a associa¢do da membrana de celulose
bacteriana pura com a LLLT (660 nm, 25J/cm?). Quatro grupos foram avaliados, GC (grupo
controle), GM (grupo queimadura tratado com membrana de celulose bacteriana pura), GL
(grupo queimadura tratado com laser 25J/cm?) e GM+L (grupo queimadura tratado com
membrana de celulose bacteriana + LLLT). Os achados histolégicos demonstraram que 0s
grupos que receberam o0s tratamentos apresentaram melhores resultados no processo de
cicatrizacdo quando comparados ao grupo controle. O (GM+L) apresentou resultados similares
aos achados no GL, evidenciando os efeitos estimuladores da angiogénese fornecidos pela luz
laser. O GM apresentou avango no processo de cicatrizacdo, evidenciando a fase proliferativa.
Assim, apesar da LLLT apresentar os efeitos pré-inflamatorios esperados, que modulam a fase
inflamatoria e favorecem a regeneracdo tecidual, a acdo isolada da membrana de celulose
bacteriana demonstrou vantagens no tratamento por apresentar caracteristicas morfoldgicas
teciduais compativeis a um processo de cicatrizacdo mais avangado.

Palavras-chave: Biomateriais, Membranas de Celulose Bacteriana, LLLT; Queimaduras.



ABSTRACT

Burn injuries represent a high risk of morbidity and mortality worldwide. In severe and deep
injuries, the wound healing process is complex and requires the participation of different types
of cells. Among the existing treatments, biomaterials and LLLT are highlighted for having
properties that favor and stimulate the healing process. Thus, three studies were conducted to
evaluate the effects of bacterial cellulose membranes in its pure state or enriched with lidocaine
and LLLT (660 nm) in two different fluences (12.5J/cm? and 25J/cm?) used independently or
associated, on third-degree burns in rats. The burn was induced with an aluminum plate at
150°C, pressed onto the animal's back for 10 seconds. In the first study the action of bacterial
cellulose membrane in its pure state and enriched with lidocaine, as biological dressings was
evaluated. Therefore, the rats were divided in three experimental groups, CG (control group),
MG (group treated with the pure bacterial cellulose membrane), and MLG (group treated with
the bacterial cellulose membrane with lidocaine). The treated groups showed an advanced
wound healing when compared to the control group. In the immunohystochemical analysis of
COX-2, the treated groups showed a light immunoexpression, with the characteristics of
repaired tissue. Thus, bacterial cellulose-based biological dressings were effective and provided
a favorable environment for the development of the healing process. In the second study, the
effects of LLLT with two different fluences (12.5J/cm? and 25J/cm?) in three experimental
groups, divided into CG (control group), LG12.5 (burning treated group 12.5 J/cm?) and LG25
(burn group treated with 25 J/cm?) were evaluated. The animals received laser application
immediately after the induction of the lesion and the subsequent doses 2, 4, 6 and 8 days after
the induction, at five different points, four on the edges of the wound and one in the central
region. The LG25 had better results, with higher number of blood vessels, increased
immunoexpression of VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) and decreased
immunoexpression of COX-2 (Cyclooxygenase-2) when compared to CG and GL12.5 groups.
The LG12.5 showed the longest delay in the progression of the healing process, due to its
intense inflammation and tissue fibrosis when compared to CG and LG25. In the third study
the association of pure bacterial cellulose membrane and LLLT (660 nm, 25 J/cm?) was
investigated. Four groups were evaluated, CG (control group), MG (burn group treated with
pure bacterial cellulose membrane), LG (burn group treated with laser 25 J/cm?) and MG + L
(burn group treated with bacterial cellulose membrane + LLLT). Histological findings
demonstrated that the treated group showed better results in the healing process. The (GM + L)
showed results similar to those found in the GL, evidencing the stimulatory effects of
angiogenesis provided by the laser light. GM showed improvement in the healing process,
indicating the proliferative phase. However, although LLLT presented the expected pro-
inflammatory effects, which modulate the inflammatory phase and favor tissue regeneration,
the isolated action of the bacterial cellulose membrane proved to be advantageous by presenting
tissue characteristics, which are compatible with a more advanced phase of the healing process.

Key-words: Bacterial cellulose membrane, Biomaterials, Burns, Low-Level Laser Therapy.
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Figura 21. - Birrefringéncia de fibras de coladgeno. (GC) grupo controle; (GM) grupo tratado
com membrana de celulose bacteriana pura; (GL) grupo tratado com LLLT na fluéncia de 25
Jlem?; (GM+L) grupo tratado com membrana de celulose bacteriana pura e LLLT com fluéncia
U8 25 J/CMZ ..ottt bttt n ettt 100

Figura 22. - Imunohistoquimica da COX-2. (A) grupo controle; (B) grupo tratado com
membrana de celulose bacteriana pura; (C) grupo tratado com LLLT; (D) grupo tratado com
membrana de celulose bacteriana pura e LLLT. As setas indicam os locais de marcagdo na

coloragéo marrom, que indicam a presenga da COX-2 no tecido. bar=40um.............ccccue..... 102

Figure 23. - Analise semi-quantitativa da COX-2 determinada através de escore. (GC) - grupo
controle; (GM) - grupo tratado com membrana de celulose bacteriana pura; (GL) - grupo tratado com
LLLL na fluéncia de 25 J/cm?; (GM+L) - grupo tratado com membranas de celulose bacteriana pura e
LLLT na fluéncia de 25 J/cm?. * p < 0,05 versus GC, GL e GM+L; # p < 0,05 versus GM e

Figura 24. - Imunohistoquimica do VEGF: (A) grupo controle; (B) grupo tratado com
membrana de celulose bacteriana pura; (C) grupo tratado com LLLT na fluéncia de 25 J/cm?;
(D) grupo tratado com membrana de celulose bacteriana pura e LLLT na fluéncia de 25 J/cm?.

Setas mostram a imunomarcacao dos Vasos NO tECIAOD .......ecvveveereeieerieie e 104

Figura 25. - Analise semi-quantitativa do VEGF determinada através de score. (GC) - grupo
controle; (GM) - grupo membrana de celulose bacteriana pura; (GL) - grupo tratado com laser
na fluéncia de 25 J/cm?; (GM+L) - grupo tratado com membrana de celulose bacteriana pura e
LLLT na fluéncia de 25 J/cm? * p< 0,05 VEISUS GC.........covveveereereeeriesieeeseesestesensie s 105



APRESENTACAO DA TESE

A presente tese foi estruturada na forma de artigos, dividida em trés partes principais e
redigida de acordo com as normas metodologicas da Associacao Brasileira de Normas Técnicas
(ABNT).

A primeira parte é constituida de uma contextualizacdo, objetivos e detalhamento da
metodologia empregada. A segunda parte é composta por trés estudos, baseados
fundamentalmente nas colocagfes expostas na primeira parte. O primeiro estudo aborda a acéo
dos biomateriais utilizados neste estudo, as membranas de celulose bacteriana em seu estado
puro e acrescida de lidocaina, no processo de cicatrizacdo de queimaduras de terceiro grau,
intitulado “Biological bacterial cellulose-based dressings for the treatment of third-degree
burns in rats”, submetido ao periddico “Journal of Tissue Viability”. O segundo trabalho aborda
os efeitos a avaliacdo de dois pardmetros de tratamentos distintos da terapia laser de baixa
intensidade no processo de cicatrizagdao, denominado “Comparative effects of two different
doses of low-level laser therapy in wound healing on third-degree burns in rats.”, redigido de
acordo com as normas do periddico, “Microscopy research and techniques” no qual foi
submetido. O terceiro artigo intitulado “Effects of associated bacterial cellulose membrane and
low-level laser therapy on third-degree burn wound healing in rats”, aborda a avaliacdo da
associacéo de dois dos tratamentos avaliados anteriormente (membranas de celulose bacteriana
em seu estado puro e a LLLT), e foi submetido ao perioédico “Journal of applied biomaterials
and functional materials". A terceira parte € composta pelas consideracdes finais, perspectivas

futuras, referéncias bibliogréaficas e anexos.
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1. CONTEXTUALIZACAO

Queimaduras séo definidas como lesdes de pele ou outros tecidos corporais que ocorrem
principalmente por trauma térmico agudo, causados por liquidos quentes, fogo e eletricidade
(PECK, 2011). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, este tipo de lesdo apresenta alto
indice de morbidade e mortalidade, levando a aproximadamente 195.000 casos de 6bito ao ano
e, portanto, séo consideradas um dos principais problemas de salde publica, cuja gravidade esta
diretamente associada ao agente agressor e a extensdo e profundidade da area atingida (KNABL
etal., 1999; PESSOLATO et al., 2011).

A classificacdo da lesdo é realizada de acordo com as camadas da pele atingidas e descritas
como queimaduras de primeiro, segundo ou terceiro graus (EZZATI; BAYAT,
KHOSHVAGHTI, 2009; TIWARI, 2012; SOUZA et al., 2014). As lesGes de primeiro grau séo
consideradas superficiais por atingir apenas a epiderme, ndo provocam alteracGes
hemodinamicas e séo caracterizadas por dor e eritema local; as lesdes consideradas de segundo
grau, atingem a epiderme e uma porc¢do da derme, comprometem parte dos anexos da pele e séo
caracterizadas por bolha epidérmica e dor severa; e as lesGes de terceiro grau sao consideradas
lesGes severas por comprometer a extensdo total do tecido (SHEVCHENKO; JAMES; JAMES,
2010; MUANGMAN, et al., 2011; TIWARI, 2012), ocasionando alto estresse fisioldgico.
Neste ultimo caso, é ainda observado trombose dos vasos sanguineos e presenca de necrose
tecidual que podem contribuir para o estabelecimento de uma repercussao infecciosa sistémica,
uma vez que as bactérias utilizam este tecido como nutriente para sua proliferacdo
(SHEVCHENKO; JAMES; JAMES, 2010; MONTES; BARBOSA; NETO; 2011).

A resposta do organismo frente a lesdo inicia-se com o processo de cicatrizacdo, que €
considerado complexo (SUN et al., 2011) e é dividido em fases fundamentais e sobrepostas,

como hemostasia, inflamacao, proliferacdo e remodelamento (SCHWACHA et al., 2010; SUN
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etal., 2011; RAMBO et al., 2014). O inicio do processo é dedicado a hemostasia, com formacéo
de uma matriz provisoria, 0 que ocorre imediatamente apds o estabelecimento da lesdo, e €
concluida apos algumas horas.

Logo em seguida, tem inicio a inflamacdo, caracterizada inicialmente pelo recrutamento
de neutrofilos, que séo células especializadas em realizar a fagocitose e secretar proteases para
combater bactérias, bem como degradar o tecido necrosado. Além disso, os neutréfilos liberam
mediadores inflamatorios que amplificam esta resposta e estimulam o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) e interleucina-8 (IL-8), que atuardo diretamente no processo de
reparo. A fase tardia da inflamacao é caracterizada pela presenca de macrofagos, que continuam
o trabalho de fagocitose e desbridamento celular e séo responsaveis pela liberacéo de fatores de
crescimento e citocinas especificos, que estimulam a proxima fase do processo (ENOCH;
LEAPER, 2007; SCHWACHA et al., 2010; REINKE; SORG, 2012). Em suma, a resposta
inflamatdria é essencial para fornecer os fatores de crescimento e as citocinas responsaveis pelo
movimento tecidual e celular que séo cruciais para o subsequente mecanismo de reparo tecidual
em mamiferos. H& evidéncias de que a quantidade da inflamacdo, bem como sua evolugéo
podem estar diretamente relacionadas a extensao e formacéo do tipo de cicatriz (ROWAN et
al., 2015).

Na continuidade do processo, ocorre a proliferacdo, que acontece entre o terceiro e
décimo dia ap6s o estabelecimento da lesdo. A caracteristica principal apresentada por esta
fase é a formacdo de tecido de granulacdo, com a presenca de fibroblastos, que desempenham
importante papel por possuir diferentes funcdes, como sintese de coladgeno e de substancias
como fibronectina, glicosaminoglicanas, proteoglicanas e acido hialurénico, que compdem a
estrutura da nova matriz e atuam como suporte para a movimentacao e migracao celular, além
de ser considerado um tecido altamente vascularizado. Outra caracteristica a ser destacada ¢ a

capacidade de diferenciacdo dos fibroblastos em miofibroblastos que adquirem propriedades
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contrateis e auxiliam o processo de contracdo das bordas da ferida (ENOCH; LEAPER, 2007;
REINKE; SORG, 2012).

Por fim, inicia-se o processo de remodelamento. Nesta etapa a sintese do colageno tipo
I11 é cessada, e as fibras previamente formadas sofrem um processo de maturacéo, onde sédo
substituidas por colageno tipo I, que sdo fibras mais fortes e espessas. Assim, o final do processo
¢ caracterizado pela total contracdo das bordas da ferida e pela diminuicdo do processo de
angiogénese, onde a microcirculagéo retorna aos niveis considerados normais (MARTIN, 1997;
ENOCH; LEAPER, 2007; REINKE; SORG, 2012; ROWAN et al., 2015).

Nos casos de lesdes profundas como as queimaduras de terceiro grau, onde ha perda
significativa de tecido, o processo de cicatrizacdo ocorre por segunda intencdo, cuja fase
inflamatdria e producdo de tecido de granulacdo geralmente encontram-se exacerbadas
(HALLORAN; SLAVIN, 2002; ENOCH; LEAPER, 2007). Desequilibrios neste processo
geralmente acarretam em cicatrizes hipertroficas e/ou retracGes teciduais que, dependendo da
area em que se encontram, promovem importantes limitac6es funcionais (EMING; MARTIN;
TOMIC-CANIC, 2014; SOTO-PANTOJA et al, 2014; ANDRADE; LIMA;
ALBUQUERQUE, 2010; ARGINOVA; HADJISKI; VICTOROVA, 2006), sendo por isso
considerados os casos mais criticos dentro da area de medicina regenerativa (CHEN et al., 2011,
POPESCU et al.,, 2011), e um dos maiores desafios nos campos da cirurgia plastica e
reconstrutiva (BRAZIULIS et al., 2012).

A fim de auxiliar o processo de cicatrizacdo e minimizar qualquer tipo de intercorréncia
durante sua evolucéo, algumas estratégias de tratamento sdo indicadas. Uma das técnicas mais
utilizadas em queimaduras profundas s@o os enxertos de pele, porém, mediante a observacao
de resultados estéticos e funcionais insatisfatorios devido a rejei¢do e/ou contracdo tecidual,

bem como, limitadas areas de tecido sadio encontradas para servirem como doadoras em
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paciente que apresentam queimaduras extensas, novas abordagens de tratamento vém sendo
avaliadas (TRAJANO et al., 2015; ZHANG et al., 2008).

Diante disso, sdo crescentes as investigacdes e investimentos em areas que unem
ciéncia e tecnologia, na intencdo de buscar e explorar novas intervencdes de tratamento que
promovam vantagens ao processo de cicatrizacdo. Neste sentido, duas novas abordagens de
tratamento distintas se destacam (BAXTER et. al., 2013; CZAJA et al.,, 2007; CHENG;
CATCHMARK; DEMIRCI, 2009; CZAJA et al., 2007; ABEER; AMIN; MARTIN, 2014). A
primeira é destinada ao desenvolvimento de biomateriais que funcionam como substitutos
temporarios de pele e tem como finalidade proteger o ambiente da lesdo (CZAJA et al., 2007;
CHENG; CATCHMARK; DEMIRCI, 2009; BAXTER et al.,, 2013; ABEER; AMIN;
MARTIN, 2014; ROWAN et al., 2015), e a segunda é direcionada ao uso da terapia laser de
baixa intensidade, do inglés (Low-Level Laser Therapy — LLLT), como recurso terapéutico
devido a suas propriedades bioguimicas e biofisicas atuantes no ambiente celular (BAXTER et
al., 2013; FIORIO et al., 2014).

Os biomateriais sdo classificados em duas categorias distintas: naturais e sintéticos, que
tem como finalidade melhorar a funcionalidade de 6rgéos e/ou tecidos (LABUS; KAWECKI;
NOWAK, 2012).

Dentre os biopolimeros, a celulose bacteriana vem despertando, grande interesse
cientifico atualmente. Celulose bacteriana € um polissacarideo extracelular produzido em meio
de cultura estéatico, por diversas bactérias do género Gluconacetobacter, Agrobacter, Sarcina
entre outros, na forma de membranas altamente hidratadas (ABEER; AMIN; MARTIN, 2014;
AVILA et al., 2014). Tais membranas, sdo formadas por uma rede de polimeros com fibrilas
de celulose menores que 100 nm de largura, com 2 a 4 nm didmetro de espessura. Em termos
de forma molecular é similar a celulose produzida por plantas, mas apresenta caracteristicas e

propriedades estruturais diferentes e importantes, como elevada pureza, alto grau de
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polimerizacdo, alta cristalinidade (70-80%), alto contetdo de adgua (99%) e boa estabilidade
(BARUD, et al., 2011).

Outras caracteristicas a serem ressaltadas s@o boa aderéncia e permeabilidade seletiva,
propriedade fundamental por ser capaz de favorecer a passagem de vapor de agua a0 mesmo
tempo em que impede a passagem de micro-organismos nocivos ao organismo. Ademais, sua
transparéncia auxilia o acompanhamento visual da evolucéo do processo de cicatrizacao, sendo
por isso de grande interesse comercial para aplicacfes médicas (SASKA et al., 2011) e indicado
nos casos de lesdes graves, como Ulceras profundas de dificil cicatrizacdo (OSMAN; SOUZA,
DOLCI, 2007; SASKA et al., 2011).

Evidéncias de sua contribuicdo ao processo de cicatrizacdo foram avaliada no estudo de
Muangman et al. (2011). Em um estudo de caso clinico, os autores avaliaram a aplicacdo de
microcelulose bacteriana em queimadura de segundo grau em face e relataram encontrar
resultados positivos no processo de cicatrizagdo com adequada protecdo da regido acometida.
Além disso, € importante destacar que 0s autores sugerem que este tipo de biomaterial pode ser
indicado ndo somente no tratamento de queimaduras de segundo grau, mas também em outras
aplicacgdes clinicas.

Outro achado relevante em relagdo a estrutura da membrana formada por celulose
bacteriana é sua capacidade de atuar como precisos sistemas de transportes de drogas, por
favorecer a incorporacdo de substancias especificas em sua rede macromolecular.

Antiinflamatérios, analgésicos e anestésicos, substancias utilizadas em aplicacdo
transcutanea, estdo entre os medicamentos estudados (TROVATTI et al., 2011; ABEER;
AMIN; MARTIN, 2014). A lidocaina, por exemplo, um anestésico tépico utilizado para
bloquear de forma reversivel a conducdo de estimulos nervosos, pode ser incorporado de
maneira facil e efetiva neste tipo de membrana. A partir disso, quando em contato com a area a

ser tratada, sua atuacdo podera promover tanto efeito analgésico local, quanto atuar de forma
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intrinseca ao processo de cicatrizacdo, inibindo a sintese de mediadores inflamatorios. Além
disso, foi observado que a lidocaina pode sinalizar para uma maior migracéo de neutréfilos,
considerados as células mais relevantes nos estagios iniciais da inflamacéo, por apresentarem
caracteristicas fagocitarias e atuarem na reducdo do edema, atraves da diminuicdo da
permeabilidade vascular local (BENLIER et al., 2012).

Entretanto, apesar das inUmeras caracteristicas apresentadas, do grande interesse da area
médica e das evidéncias documentadas sobre seu potencial como curativos bioldgicos
(MUANGMAN et al., 2011), este recurso de tratamento ainda é pouco explorado quando se
trata de lesbes profundas como queimaduras de terceiro grau, e sdo escassas as informacdes
sobre sua contribuicdo como curativo neste tipo de les&o.

A LLLT, frequentemente utilizada para o tratamento de diversas condi¢des patoldgicas,
por ser considerado um recurso seguro, efetivo e de baixo custo, atualmente também vem sendo
investigada para atuar como recurso alternativo capaz de estimular e otimizar o processo de
cicatrizacdo de queimaduras de terceiro grau (KARU, 1998; VLADIMIROV; OSIPOV;,
KLEBANOQV, 2004).

A acdo da LLLT € baseada na absorcdo da luz laser por fotorreceptores especificos do
tecido, dos quais o mais conhecido é o citocromo c¢ oxidase localizado no interior da
mitocondria. ApOs ser absorvida, mudancas fisico-quimicas sdo induzidas nestes
fotorreceptores, desencadeando assim uma resposta primaria advinda da aceleracdo da cadeia
transportadora de elétrons localizada no interior da mitocondria celular. Isto promove o
aumento da producdo de ATP, seguido de aumento na sintese de DNA e RNA, que atua
diretamente na regulacéo do ciclo celular favorecendo a sintese proteica e a proliferacdo celular
(KARU, 2010; RENNO et al., 2011; AVCI et al.,, 2013; NOVAES et al., 2014), que
influenciam diretamente os processos de angiogénese (BOSSINI et al., 2009; COLOMBO et

al., 2013) e de diferenciacdo dos fibroblastos em miofibroblastos (MEDRADO et al., 2003;
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DANTAS et al., 2011). Frente a todo este estimulo e modificacdo no ambiente celular, efeitos
terapéuticos como diminui¢do do edema, diminuicdo da inflamacéo tecidual e estimulo a sintese
de colageno sdo observadas (EZZAT] et al., 2009; KARU, 2010; RENNO et al., 2011; AVCI
et al., 2013; GONGALVES et al., 2013; NUNEZ et al., 2013; FIORIO et al., 2014) e estdo
diretamente relacionados a aceleracdo e otimizagdo do processo de cicatrizacdo (HAWKINS;
HOURELD; ABRAHAMSE, 2005; EZZATI et al., 2009; KARU, 2010; RENNO et al., 2011;
AVCl et al., 2013; GONGALVES et al., 2013; NUNEZ et al., 2013; FIORIO et al., 2014).

A magnitude do efeito biomodulatorio e fotobiorregulador atribuido a LLLT esta
diretamente relacionada a sua interacdo com o tecido biologico, e sdo dependentes dos
parametros empregados, como comprimento de onda, fluéncia, densidade de poténcia, energia
total, bem como da frequéncia de tratamentos que foi previamente estipulada e o tipo da leséo
a ser tratada (AVCl et al., 2013; GONCALVES et al., 2013)

Assim, torna-se evidente que para atingir os efeitos terapéuticos mencionados
anteriormente, os parametros da LLLT devem seguir um ajuste compativel com a patologia e a
profundidade do tecido a ser tratado (AVCI et al., 2013). Por exemplo, a escolha do
comprimento de onda a ser utilizado (vermelho ou infravermelho) estdo diretamente
relacionados a profundidade de penetracdo da luz no tecido. Outro aspecto a ser ressaltado séo
os valores de fluéncia utilizados, pois valores entre 2 e 4 J/cm? antes considerados ideais para
estimular o processo de cicatrizacdo de feridas (MEDRADO et al., 2003; MESTER, 2013;
NOVAES et al., 2014), atualmente sdo contraditdrios, ja que os trabalhos cientificos recentes
mostram que valores proximos a 20 J/cm? induzem estimulos positivos nas fases de inflamacéo
e proliferacdo promovendo melhores resultados frente ao nimero de vasos e ativacdo da
microcirculacdo local (CORAZZA etal., 2007; MEIRELES et al., 2008; BOSSINI et al., 2009;

RENNO et al., 2011).
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Os protocolos da LLLT empregados em queimaduras de terceiro grau exemplificam tais
divergéncias nos valores de fluéncia aplicados, com semelhanca nos resultados encontrados
referentes a cicatrizacao, o que dificulta o entendimento do mecanismo de acdo envolvido neste
tipo de lesdo. Fidrio et al. (2014) e Nufiez et al. (2013) avaliaram os efeitos da LLLT com
valores de fluéncia entre 1-4 J/cm? em queimaduras de terceiro grau em ratos. Ambos os autores
relataram obter resultados positivos em relacédo a sintese de fibras de colageno e estimulo a fase
inflamatdria. Porém, Nafiez et al. (2013) relatam que no periodo experimental de dez dias foram
observadas ulceracdes teciduais que indicam atraso no processo de contracdo das bordas da
ferida e epitelizacdo tecidual. Em contrapartida, Meirelles et al. (2008), avaliaram em um
mesmo modelo experimental os efeitos da LLLT com fluéncia de 20J/cm?. Os autores também
observaram resultados positivos na inflamacéo, qualidade e quantidade de tecido de granulacéo,
proliferacdo de fibroblastos e deposicdo e organizacdo do colageno, e relataram uma boa
evolucdo do processo de cicatrizacdo tecidual e epitelizagéo.

Devido a divergéncia de parametros apresentados na literatura que séo utilizados para a
mesma finalidade, é pertinente ressaltar a necessidade de futuras investigacdes que
proporcionem um entendimento mais especifico do mecanismo de acdo da LLLT, bem como
do melhor pardmetro a ser empregado no caso de protocolos de tratamentos destinados a
queimaduras de terceiro grau. Além disso, o conhecimento obtido em modelos experimentais
podera contribuir para a futura transposicdo deste método de tratamento para aplicacdes em
humanos.

Portanto, nota-se que tanto os biomateriais quanto a LLLT vém surgindo como
alternativas de tratamentos promissoras em auxiliar o processo de cicatrizagao de queimaduras
de terceiro grau. Um ponto importante a ser ressaltado € que as membranas de celulose
bacteriana (BIOCEL), sdo produtos brasileiros com custo acessivel, e que podem em um futuro

proximo estar dentre os tratamentos e intervencOes utilizadas nos grandes Centros de
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Queimados. De forma similar, a LLLT, também demonstra grande potencial pro-inflamatério
com estimulo a formacéo do tecido de granulacdo, uma vez que apresenta-se como método ndo
invasivo e de custo relativamente baixo.

Contudo, as evidéncias na literatura do uso das membranas de celulose bacteriana como
curativos bioldgicos sdo escassas e somente avaliadas em lesdes de segundo grau. No caso dos
estudos destinados a investigacdo da LLLT, apesar de serem avaliados em queimaduras de
terceiro grau, ha divergéncia nos parametros utilizados principalmente nos valores de fluéncia
e energia total utilizados. Dessa forma, este estudo foi realizado com o intuito de avaliar os
efeitos das membranas de celulose bacteriana pura e acrescida de lidocaina, bem como da
LLLT, utilizados isoladamente e de forma associada no tratamento de queimaduras de terceiro

grau em ratos.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO PRINCIPAL:

Avaliar a eficacia das membranas de celulose bacteriana (BIOCEL) na sua forma pura

e enriquecida com lidocaina e investigar o melhor protocolo de tratamento ideal da LLLT de

forma isolada e associada em queimaduras de terceiro grau em ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

) Avaliar a contribuicdo das membranas de celulose bacteriana (BIOCEL) no

processo de cicatrizagdo, através das andlises histopatoldgica e imunohistoquimica

ciclooxigenase-2 (COX-2).
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) Avaliar através das analises histopatoldgica e imunohistoquimica (COX-2) se a
lidocaina presente em uma das membranas testadas, prejudica a evolugdo do processo
de cicatrizacdo quando comparado a membrana de celulose bacteriana pura.

(1 Avaliar os efeitos da LLLT, estabelecidos em dois protocolos diferentes, no
processo de cicatrizacdo em queimaduras através das andlises histologica e
imunohistoquimica (COX-2 e VEGF).

(V) Avaliar a acdo associada da membrana de celulose bacteriana pura e da LLLT
na otimizacdo do processo de cicatrizacdo através das analises histologica e

imunohistoquimica (COX-2 e VEGF).

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais de Experimentacéo

Para a realizacao deste estudo, foram utilizados 60 ratos machos Wistar (12 semanas de
idade, + 280 g). Os animais foram distribuidos aleatoriamente em seis grupos experimentais,
com 10 animais cada, grupo controle (GC): submetidos a queimadura, sem nenhum tratamento;
grupo membrana (GM): submetidos a queimadura e tratados com membrana de celulose
bacteriana pura; grupo membrana lidocaina (GML): submetidos a queimadura e tratados com
membrana de celulose bacteriana enriquecida com de lidocaina 4%; grupo laser 12,5J/cm?
(GL12,5): submetidos a queimadura e tratados com LLLT, 12,5 J/cm? e 0,5J de energia por
ponto, totalizando 2,5 J; grupo laser 25 J/cm? (GL25): submetidos a queimadura e tratados com
LLLT, 25 J/cm? e 1J de energia por ponto, totalizando 5J e grupo membrana de celulose
bacteriana pura e laser 25 J/cm? (GM+L): submetidos a queimadura, tratados com membranas

de celulose bacteriana pura e LLLT, 25 J/cm? e 1J de energia por ponto, totalizando 5J.
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Todos os animais foram mantidos em gaiolas individuais, com temperatura controlada
(19-23 °C), ciclo de claro-escuro (12-12 horas) e com livre acesso a comida e a agua. Todo o
estudo foi realizado de acordo com o manual de cuidados e uso de animais em laboratorio e
aprovado pelo comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de S&o

Carlos, n°022/2013 (ANEXO A).

3.2 Procedimento da Queimadura

Para o procedimento da queimadura, os animais foram anestesiados com Ketamina (95
mg/kg) e Xilazina (12 mg/kg) intraperitonealmente e posteriormente tricotomizados. O
aparelho indutor do calor foi um ferro de solda que possuia em sua extremidade uma placa de
aluminio de 1 cm? (KIMURA et al., 2006; KO et al., 2013; BUSUIOC et al., 2013). A
temperatura foi controlada através de um termostato, com temperatura estabelecida de 150 °C,
mensurada antes de cada inducdo de lesdo. A placa devidamente aquecida foi mantida
pressionada na regido dorsal de cada animal por 10 segundos, produzindo assim a leséo de
qgueimadura classificada como de terceiro grau (CAMPELDO, et al., 2011; KO et al., 2013).
(Figura 1).

Cabe ressaltar que os parametros foram estabelecidos em um estudo piloto previamente
realizado, no qual foi diagnosticado por uma patologista experiente, que a temperatura de 150°
C e o tempo de 10 segundos em contato com a pele do animal, promoveram a lesdo de terceiro
grau (ANEXO B).

Posteriormente ao procedimento os animais receberam 6,2 mg/Kg ™ de dipirona sédica
e, em seguida, o tratamento proposto para cada grupo. O periodo de tratamento estabelecido foi

de dez dias, e teve inicio imediatamente apds ao momento da inducédo da lesdo.
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Figura 1.- Procedimento da lesdo de queimadura. (A) tricotomia digital; (B) equipamento de
ferro de solda com a placa de aluminio de 1 cm? acoplada a sua extremidade e termostato
demonstrando a temperatura de 150 ° C; (C) placa de aluminio pressionada no dorso do animal

por 10 segundos; (D) extensdo da area queimada de 1 cm?,

3.3 Delineamento Experimental

Os ratos utilizados neste estudo foram distribuidos aleatoriamente em seis grupos
experimentais:

Grupo Controle (GC): Os animais deste grupo foram submetidos a queimadura e ndo
receberam nenhum tipo de tratamento.

Grupo Membrana de celulose bacteriana pura (GM): Os animais deste grupo foram

submetidos a queimadura e receberam a aplicagdo das membranas de celulose bacteriana.
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Grupo Membrana de celulose bacteriana enriquecida com lidocaina 4% (GML):
Os animais deste grupo foram submetidos a queimadura e receberam a aplicacdo das
membranas de celulose bacteriana contendo lidocaina 4%.

Grupo Laser 12.5 J/cm? (GL12.5): Os animais deste grupo foram submetidos a
queimadura e foram tratados com LLLT (660 nm), com fluéncia de 12.5 J/cm?, por 10
segundos, fornecendo 0.5 J de energia por ponto de aplicagéo, totalizando ao final do tratamento
251.

Grupo Laser 25 Jlcm? (GL25): Os animais deste grupo foram submetidos a
queimadura e foram tratados com LLLT (660 nm), com fluéncia de 25 J/cm?, por 10 segundos,
fornecendo 1J de energia por ponto de aplicacdo, totalizando ao final do tratamento 5 J.

Grupo Membranas de celulose bacteriana pura + laser 25 J/cm? (GM+L): Os
animais deste grupo foram submetidos a queimadura e receberam a aplicacdo da membrana de
celulose bacteriana associada ao tratamento com a LLLT (660 nm), com fluéncia de 25 J/cm?,
por 10 segundos, fornecendo 1J de energia por ponto de aplicagéo, totalizando ao final do

tratamento 5 J.

4. TRATAMENTOS

4.1 Membranas de Celulose Bacteriana

As membranas de celulose bacteriana (BIOCEL) foram cedidas pela DMC
Equipamentos — Ltda., S&o Carlos/SP, Brasil. Foram obtidas pelo cultivo de cepas de bactéria
do género Acetobacter xilynum em meios apropriados de cultura que favorecem a formacéo das
nanofibras de celulose, obtendo como produto final uma membrana altamente hidratada. Apos

a obtencdo da membrana pura, as membranas foram tratadas e clareadas. Para conseguir sua
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variavel acrescida de lidocaina, esta membrana, ainda em seu estado Umido, passou por um
processo de deposicdo, no qual foram submetidas a uma aspersdo controlada de 20 ml de

solucdo aquosa contendo 4% de lidocaina. Ao término do procedimento as membranas foram

mantidas em estufa a 80° C para o processo de secagem. Figura 2.

Figura 2. — Membranas de celulose bacteriana pura e acrescida com lidocaina. (A) Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV, 20x) da membrana de celulose bacteriana pura, demonstrando
as nanofibras e a formagdo da sua estrutura macromolecular; (B) Membrana de celulose
bacteriana pura; (C) Microscopia eletrénica de varredura (20x) da membrana de celulose
acrescida de lidocaina 4%, demonstrando as nanofibras e a formacdo da sua estrutura

macromolecular; (D) Membrana de celulose bacteriana acrescida de lidocaina 4%.
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As membranas de celulose bacteriana foram aplicadas sobre a lesdo de queimadura,

recobrindo toda a extensdo da lesdo. O procedimento foi realizado imediatamente apds a

inducdo da lesdo, e mantidas ao longo do periodo experimental avaliado (Figura 3.).

Figura 3. — Foto ilustrativa demonstrando a aplicacdo da membrana de celulose bacteriana na
regido da queimadura. (A) Aplicacdo da membrana de celulose bacteriana. (B) demonstracao

da aderéncia da membrana de celulose bacteriana sobre a regido da queimadura.

4.2 Terapia laser de baixa intensidade

O equipamento da radiacgdo laser utilizado foi 0 modelo portéatil Therapy XT (DMC-
Sédo Carlos, SP, Brasil, classe B, comprimento de onda 660 nm, emissdo continua, poténcia de
50 mW e 100 mW, fluéncia de 12.5 J/cm? e 25 J/cm? e didmetro do feixe 0,04 cm. O
equipamento estava devidamente calibrado e certificado pela empresa DMC-Importagédo e
Exportacdo de Equipamentos Ltda.

A aplicacéo do laser foi realizada em cinco pontos distintos na regido da lesdo, dos quais
quatro estavam localizados nas bordas da ferida e um localizado na regido central. Para a
aplicacdo foi utilizada a técnica pontual em contato, com a caneta posicionada
perpendicularmente ao tecido (Figura 4). Todas as aplicacdes foram realizadas com um

intervalo de 48 horas entre elas, pelo mesmo terapeuta em um mesmo horario estipulado.
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Figura 4. - Tratamento com a Terapia laser de baixa intensidade: (A) equipamento emissor da

radiacdo laser; (B) imagem representativa da aplicacdo da irradiacdo na queimadura,

demonstrando apenas o ponto central da regido da les&o.

4.3 Eutanasia
No décimo dia do periodo experimental apos a realizacdo da lesdo de queimadura, 0s
animais foram eutanasiados com uma dose letal de anestésico (Ketamina/Xilazina) injetado por

via intraperitoneal.

4.4 Coleta das Amostras
Apds a eutandsia a regido total da queimadura foi retirada e encaminhada para o

processamento e confeccdo das laminas que foram analisadas posteriormente.

4.5 ANALISES

4.5.1 Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)

As membranas de celulose bacteriana em seu estado puro e acrescidas de lidocaina 4%
foram caracterizadas quanto a sua estrutura, por meio da espectroscopia de infravermelho
(FTIR), que permite analisar as interacGes e ligagdes moleculares presentes na amostra,

conforme previamente descrito por Trovatti, et al. (2011).
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Para tal, foi utilizado um espectro de Infravermelho (Espectrometro Perkin-Elmer),
contendo uma simples célula de diamante localizada em uma estrutura horizontal em
reflectancia total atenuada do inglés Attenuated Total Reflectance (ATR). Foram obtidos 32
ciclos entre 4000 — 600 cm™ com uma resolugdo de 4 cm™. Para a realizagdo da analise, as
membranas foram dobradas e colocadas paralelamente em relacdo a célula do equipamento, e
posteriormente pressionadas com um dispositivo de metal localizado na vertical, de forma a
obter um contato ideal entre a amostra e a célula do equipamento. Assim, o escaner foi ligado
para a realizacéo do espectro, e o resultado das amostras foi apresentado em um grafico obtido

em reflectancia 4cm™.

4.5.2 Andlise Histopatologica

Para a realizacdo da andlise histopatoldgica, a area total da queimadura foi retirada,
fixada em formalina tamponada a 10% (Merck, Darmstadt, Germany) por 24 horas, e
posteriormente incluida em blocos de parafina. Na sequéncia os blocos foram cortados em
sentido transversal com espessura padronizada de 5 pm e os cortes foram montados em laminas
histoldgicas. As laminas foram coradas com hematoxilina e eosina (HE, Merck) e analisadas
por um patologista cego ao tratamento, sob um microscépio de luz (ZeissAxioshop, Carl Zeiss,
Rio de Janeiro Brasil, com objetiva de 40x). Na analise qualitativa as seguintes alteraces foram
observadas: presenca de fibrose, ulceragdes e infiltrado inflamatoério. Apds a anélise qualitativa,
foi realizada a quantificacdo do infiltrado inflamatdrio através de metodologia descritiva na
forma de escores, onde foi determinado 1=ausente, 2=leve, 3=moderado, 4=intenso ( PINTO et

al., 2013).
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4.5.3 Morfometria de Vasos Sanguineos

Para a analise quantitativa de vasos sanguineos, foram capturados trés campos distintos
e consecutivos com objetiva de 10x, da regido da derme de cada seccdo histoldgica com auxilio
de um programa de imagens Motican 5.0. Os campos foram divididos em Cl e C2;
representando 0s campos correspondentes as bordas esquerda e direita da lesdo
respectivamente, e C3 correspondendo a regido central. A partir disto, 0s vasos presentes em
cada campo foram contados, determinando uma média de niumero de vasos por animal, que
posteriormente foi utilizada para o calculo da média de niumero de vasos de cada grupo
experimental. Todo este calculo foi considerado por analise estatistica (BOSSINI et al., 2009;

NUNEZ et al., 2013).

4.5.4 Birrefringéncia

Secgdes histoldgicas coradas com método de picrosirius- red foram analisadas em um
microscopio de luz polarizada, para avaliar e quantificar a deposicdo de fibras de colageno na
regido da derme. A andlise do colageno é baseada em suas propriedades birrefringentes, de
forma que as fibras de colageno do tipo | aparecem em coloragdo laranja ou vermelha
(DANTAS et al., 2011; GONCALVES et al., 2013). Para isso, trés campos consecutivos
localizados na regido central de cada amostra, foram fotografados com auxilio de uma camera
acoplada ao microscépio de luz polarizada em um aumento de 200x (COLOMBO et al., 2013).
Para o célculo foi utilizado o programa Image J, que fornece em “pixels” a porcentagem de

fibras de colageno por area, e depois foi entdo calculada a média de cada grupo estudado
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(NUNEZ et al., 2013). Todas as anélises foram realizadas em estudo cego por patologista

experiente.

4.5.5 Andlise Imunohistoquimica

Para a analise imunohistoquimica, cortes histolégicos dos espécimes (4 pum de
espessura) foram coletados em laminas silanizadas para melhor aderéncia do material biologico
estudado. Anteriormente a realizacdo das analises, as laminas foram mantidas em estufa por 24
horas a 37 °C, e em seguida, foi realizada a desparafinizacdo e hidratacdo das secc¢des
histologicas em banhos especificos. Em seguida, os cortes foram demarcados com caneta
hidrofobica e lavados em solucdo tampdo com Tween duas vezes por trés minutos cada
lavagem. Posteriormente, foi deixado por 10 minutos em solucdo de bloqueio da peroxidase
enddgena, lavado em solugdo tampao por duas vezes, seguido de 20 min em solugéo de bloqueio
da reacdo do peroxido de hidrogénio. As amostras foram incubadas com anticorpo policlonal
primario anti-COX-2 (Santa Cruz Biotecnologia) em uma concentragdo de 1:200 ou anticorpo
policlonal primério anti-VEGF (Santa Cruz Biotecnologia) em uma concentracéo de 1:400, no
qual foram mantidos por 2 horas, seguidos de dois banhos de solugdo tamp&o por 3 minutos.
Seguindo o procedimento, as amostras foram submetidas ao anticorpo secundario anti-lgG
(imunogobulina G) de coelho (Vetor Laboratorios) em concentracdo de 1:200 em PBS por 30
minutos. Logo apds, as amostras foram lavadas em PBS por duas vezes para a aplicagdo do
complexo avidina biotina conjugada com peroxidase (Vetor Laboratérios) que foi mantido por
30 minutos. A visualizacdo dos complexos ligados foi realizada com aplicagcdo de 0,05% de
solu¢@o de 3’3 diaminobenzidine e o contraste foi dado pela hematoxilina de Harris (Vetor

Laboratorios) (RENNO et al., 2011)
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A imunoexpressdo da COX-2 e do VEGF foi avaliada de forma qualitativa indicando a
presenca de imunomarcacdo e também de forma semi-quantitativa através da captura de trés
campos consecutivos, utilizando para isto um microscopio de luz (Leica Microsystems AG,
Wetzlar, Germany). De acordo com estudos anteriores, foi utilizada para a analise semi-
quantitativa uma escala por score de 1-4 (1=ausente; 2=leve, 3=moderado e 4=intenso) (PINTO

et al., 2013). Toda a analise foi realizada por patologista experiente em estudo cego.

4.6 Analise Estatistica

Para as analises de comparacdo entre os grupos estudados, foi utilizada a analise de
variancia one-way, complementada posteriormente com o teste de Tukey para os dados
paramétricos e Kruskal-Wallis para os dados ndo paramétricas. Para a realizacdo da analise
estatistica foi utilizado o programa Statistica versdo 7.0 (sistema de Software-Soft Inc.), e 0s

valores de p<0.05 foram considerados significativos.
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5. ESTUDO I

MEMBRANAS DE CELULOSE BACTERIANA APLICADAS COMO
CURATIVOS BIOLOGICOS NO TRATAMENTO DE QUEIMADURAS DE
TERCEIRO GRAU EM RATOS.
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Brasil.

®Departamento de Fisica, Programa de P6s-Graduac&o em Biotecnologia, Universidade Federal
de S&o Carlos (UFSCar), Sao Carlos, SP, Brasil.

5.1 Resumo

As lesdes por queimaduras apresentam mundialmente alto risco de morbidade e mortalidade. O
processo de cicatrizacdo € considerado complexo e necessita da participacdo de diversas
linhagens celulares. Para inovar os tratamentos existentes, proporcionando um ambiente
favoravel para a migracdo celular, novos biomateriais estdo sendo investigados. O objetivo do
presente estudo foi investigar o uso de biomateriais a base de celulose bacteriana em seu estado
puro e também acrescido de lidocaina, em queimaduras de terceiro grau em ratos. Para isso,
foram utilizados trinta animais, divididos em trés grupos. Os animais sofreram a inducéo da
gueimadura através de um ferro de solda aquecido a 150°C e posteriormente pressionado no
dorso do animal por 10 segundos. O tratamento foi realizado imediatamente apds a indugdo da
ferida, e as amostras de pele foram coletadas no décimo dia do periodo experimental. Os
resultados mostraram diferengas em relagdo a diminuicdo do infiltrado inflamatério e
diminuicdo da expressdo da COX-2 apresentados pelos grupos tratados em relacdo ao grupo
controle. Com isso pudemos constatar que houve diferencas em relacéo a fase do processo de
cicatrizacdo apresentada por cada grupo experimental, evidenciando um atraso no grupo
controle com presenca de fibrose. Os grupos tratados com membranas de celulose bacteriana
pura e acrescida de lidocaina apresentaram tecido reparado, com formacao de anexos da pele,
e melhor organizacdo das fibras de colageno, o que néo foi observado no grupo controle. Com
isso, foi possivel concluir que os biomateriais analisados proporcionaram um ambiente
satisfatorio para o leito da ferida auxiliando o processo de migracao celular necessario para o
completo fechamento da leséo.

Palavras-Chave: Celulose bacteriana, queimaduras, biomaterial.
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5.2 INTRODUCAO

As lesbes por queimaduras sdo consideradas mundialmente como um dos principais
problemas de salde publica. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, este tipo de leséo
apresenta alto indice de morbidade e mortalidade, levando a aproximadamente 195.000 casos
de 6bito ao ano.

As queimaduras ocorrem devido a exposi¢édo do tecido a agentes quimicos, fisicos ou
bioldgicos, e sua gravidade esta relacionada ao agente agressor, a extensao e profundidade da
area atingida (KNABL et al., 1999; PESSOLATO et al., 2011).

Séo classificadas como lesdo epidérmica, quando o acometimento atinge apenas a
epiderme; lesdo de espessura parcial superficial, quando apresenta bolha epidérmica e dor
severa; lesdo de espessura profunda, quando ha grande prejuizo dérmico; e lesdo de espessura
total, considerada severa com perda total das camadas constituintes (SHEVCHENKO; JAMES;
JAMES, 2010; TIWARI, 2012).

O processo de cicatrizagdo é considerado um processo complexo que requer a
colaboragdo de vérias linhagens celulares (SUN et al., 2011) e é dividido em trés fases
fundamentais e sobrepostas, como inflamagé&o, proliferacdo e remodelamento ( SCWACHA et
al., 2010; SUN et al., 2011). Em lesGes profundas, o restabelecimento do tecido e de sua fungéo
encontra diversos desafios que podem resultar em uma deposicéo inadequada ou exacerbada de
fibras de colageno, o que prejudica a mobilidade e inervacdo local e ocasiona sensibilidade e
dor (SOTO-PANTOJA et al., 2014; ARGINOVA; HADJISKI; VICTOROVA, 2006). Devido
a alta incidéncia de casos, novos métodos e abordagens vém sendo investigadas na intengéo de
inovar os tratamentos existentes e auxiliar o processo de cicatriza¢do, tornando-o mais rapido

e eficaz (BAXTER et al., 2013).
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Os biomateriais naturais ou sintéticos, que tem como finalidade melhorar a
funcionalidade de o6rgdos ou tecidos (LABUS; KAWECKI; NOWAK, 2012; MAIA et al.,
2010), estdo sendo extensivamente investigados para aplicacfes biomédicas (CZAJA et al.,
2007; CHENG; CATCHMARK; DEMIRCI, 2009; FU; ZHANG; YANG, 2013; ABEER;
AMIN; MARTIN, 2014; ALMEIDA et al., 2014). Dentre os biomateriais naturais, 0s
considerados biopolimeros, como a celulose, vém despertando grande interesse cientifico.

A celulose bacteriana € um polissacarideo extracelular produzido em meio de cultura
estatico, por diversas bactérias do género Gluconacetobacter, agrobacter, Sarcina entre outros,
na forma de membranas altamente hidratadas (ABEER; AMIN; MARTIN, 2014; AVILA etal.,
2014). Suas caracteristicas, como biocompatibilidade, pureza, cristalinidade e estabilidade, sdo
consideradas ideais para diversas aplicacdes biomédicas, e por isso sdo indicadas como efetivos
curativos naturais, ou até mesmo substitutos de pele (CHENG; CATCHMARK; DEMIRCI,
2009). Além disso, sua estrutura 3 D formada através das nano fibras previamente fabricadas,
resultam em uma superficie amplamente nanoporosa, com importante capacidade de
permeabilidade seletiva, que contribui diretamente para a prote¢do do ambiente da ferida contra
agentes nocivos advindos do meio externo. QOutras propriedades peculiares como,
hidrofilicidade, resisténcia e adequada aderéncia em superficies irregulares do corpo, tornam
este biomaterial valioso, diante das possibilidades de aplicacdes que englobam areas como
ciéncia, medicina e biotecnologia (CHENG et al., 2014). Prometem também inovar de maneira
significativa a area de engenharia de tecidos, por demonstrarem resultados satisfatorios quando
analisados em quadros de feridas de dificil cicatrizacdo como Ulceras e queimaduras severas
(SASKA et al., 2011; ALMEIDA et al., 2014).

Diante da abundancia de caracteristicas apresentadas, somada a sua estrutura
macromolecular, as membranas também estdo sendo investigadas para atuarem como sistemas

precisos de entrega de drogas. Antiinflamatorios, analgésicos e anestésicos, substancias cuja
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aplicacdo transcutdnea pode ser necessaria, estdo entre os medicamentos estudados
(TROVATTI et al., 2011; ABEER; AMIN; MARTIN, 2014). A lidocaina, por exemplo, um
anestésico topico utilizado para bloguear de forma reversivel a conducao de estimulos nervosos,
pode ser incorporado de maneira facil e efetiva neste tipo de membrana. A liberacdo do produto
incorporado se dard quando ele entrar em contato com as areas de lesdo cutanea. Apds a
liberacdo, sua atuacdo poderd promover tanto efeito analgésico local, quanto atuar de forma
intrinseca ao processo de cicatrizacdo, inibindo a sintese de mediadores inflamatorios. Outro
beneficio encontrado na participacdo da lidocaina € sua capacidade em auxiliar a migracéo de
neutrofilos, considerados as células mais relevantes nos estagios iniciais da inflamacéo, por
apresentarem caracteristicas fagocitarias e atuarem na reducdo do edema, através da diminuicao
da permeabilidade vascular local (BENLIER et al., 2011).

Com isso, podemos dizer que a incorporacdo da lidocaina na estrutura macromolecular
da membrana de celulose bacteriana, poderia potencializar a absor¢do de exsudato presente no
leito da ferida, uma vez que apresentam caracteristicas hidrofilicas, e possuem assim maior
capacidade de absorcdo e aprisionamento de moléculas de agua. Esta caracteristica pode
favorecer de maneira significativa o ambiente da lesdo e também todo o processo de
cicatrizagdo.

Portanto, ambos os biomateriais propostos para este estudo, membrana de celulose
bacteriana pura ou acrescida de lidocaina, parecem representar abordagens terapéuticas
vantajosas para tratamento de feridas profundas como queimaduras, pois além de curativo
biolégico que funciona como barreira protetora, favorece de forma natural a migracdo celular
necessaria e indispensavel para promover a cicatrizacdo. Assim, o objetivo deste trabalho foi
avaliar os efeitos da membrana de celulose bacteriana pura ou acrescida de lidocaina no
tratamento de queimaduras profundas consideradas de espessura total, em ratos no décimo dia

pos-operatorio.



47

5.3 MATERIAIS E METODOS

Para a realizacdo deste estudo, foram utilizados 30 ratos machos Wistar (12 semanas de
idade, £ 280 g) que foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos experimentais, com 10
animais cada; grupo controle (GC): submetidos a queimadura, sem receber nenhum tratamento;
grupo membrana (GMP): submetidos a queimadura e tratados com membrana de celulose
bacteriana pura; grupo membrana lidocaina (GML): submetidos a queimadura e tratados com
membranas de celulose bacterianas acrescida de lidocaina 4%. Todos os animais foram
mantidos em gaiolas individuais, com temperatura controlada (19-23 °C), ciclo de claro-escuro
(12-12 horas) e livre acesso a comida e a agua. Todo o estudo foi realizado de acordo com o
manual de cuidados e uso de animais em laboratério e aprovado pelo comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Sdo Carlos, n°022/2013.

Para o procedimento da queimadura, os animais foram anestesiados com Ketamina (95
mg/kg) e Xilazina (12 mg/kg) intraperitonealmente e posteriormente tricotomizados. A
queimadura foi realizada no dorso de cada animal com uma placa de aluminio de 1 cm?
acoplada a um ferro de solda (KIMURA et al., 2006; BUSUIOC et al., 2013; KO et al., 2013)
com temperatura de 150° C, controlada com auxilio de um termostato e pressionada na pele do
animal por 10 segundos (KO et al., 2013). Imediatamente ap0ds a leséo, os animais receberam
6.2 mg/Kg ! de dipirona sddica, e em seguida, o tratamento proposto para cada grupo. O GC
n&o recebeu nenhum tipo de tratamento; o0 GM recebeu a membrana de celulose bacteriana logo
apos a lesdo, e 0 GML recebeu a membrana de celulose acrescida de 4% de lidocaina logo apds
a lesdo. Dez dias apo6s a inducdo da lesdo, os animais foram eutanasiados e as amostras foram

coletadas para realizacdo das anélises.
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5.3.1 Membranas de Celulose Bacteriana

As membranas de celulose bacteriana (BIOCEL) foram cedidas pela DMC
Equipamentos — Ltda., Sdo Carlos/SP, Brasil. Para sua obtencdo, bactérias do género
Acetobacter xilynum foram mantidas em meios de cultura estatico, nas condi¢Ges necessarias
para a producdo das nanofibras de celulose. O rearranjo destas nanofibras promovem a
formacdo de membranas altamente hidratadas como produto final. Apds a obtencdo da
membrana pura, as membranas foram tratadas e clareadas. Para conseguir sua variavel acrescida
de lidocaina, esta membrana, ainda em seu estado Umido, passou por um processo de deposicéo,
no qual foi realizada uma aspersao controlada de 20 ml de solucdo aquosa contendo 4% de
lidocaina. Ao término do procedimento, as membranas foram mantidas em estufa a 80° C, para

0 processo de secagem e esterilizagéo.

5.3.2 Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)

As membranas de celulose bacteriana em seu estado puro e acrescidas de lidocaina 4%
foram caracterizadas quanto a sua estrutura, por meio da espectroscopia de infravermelho
(FTIR), que permite analisar as interag0es e ligagbes moleculares presentes na amostra,
conforme previamente descrito por Trovatti, et al. (2011).

Para tal, foi utilizado um espectro de Infravermelho (Espectrometro Perkin-Elmer),
contendo uma simples celula de diamante localizada em uma estrutura horizontal em
reflectancia total atenuada (ATR). Foram obtidos 32 ciclos entre 4000 — 600 cm™ com uma
resolucdo de 4 cm™. Para a realizacdo da analise, as membranas foram dobradas e colocadas

paralelamente em relacdo a célula do equipamento, e posteriormente pressionadas com um
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dispositivo de metal localizado na vertical, de forma a obter um contato ideal entre a amostra e
a célula do equipamento. Assim, o escaner foi ligado para a realizacao do espectro, e o resultado

das amostras foi apresentado em um grafico obtido em reflectancia 4cm™ .

5.3.3 Analise Histopatologica

Ap0s o periodo experimental, a area total da queimadura foi retirada para a realizacao
das analises. As amostras foram fixadas em 10% de formalina tamponada (Merck, Darmstadt,
Germany), emblocadas em parafina e cortadas em seccdes transversais com espessura
padronizada de 5 um. Foram entdo realizados trés cortes de cada amostra, que posteriormente
foram corados com hematoxilina e eosina (HE, Merck) e analisados. A avaliacdo histologica
foi realizada em um microscépio de luz (ZEissAxioshop, Carl Zeiss, Rio de Janeiro Brasil, com
objetiva de 40x). Foram avaliados os seguintes parametros: presenca de fibrose, ulceracoes e
infiltrado inflamatoério. Apds a analise descritiva foi realizada a quantificacdo do infiltrado
inflamatorio através de metodologia descritiva na forma de escores, onde foi determinado

1=ausente, 2=leve, 3=moderado, 4=intenso (PINTO et al., 2013).

5.3.4 Morfometria de Vasos Sanguineos

Para a andlise quantitativa de vasos sanguineos, foram capturados trés campos com
objetiva de 10x, da regido da derme de cada sec¢do histoldégica com auxilio de um programa de
imagens Motican 5.0, e a partir disto 0s vasos presentes em cada campo foram contados. A
média do numero de vasos foi considerada por analise estatistica (BOSSINI et al., 2009;

NUNEZ et al., 2013)
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5.3.5 Birrefringéncia

Secc0es histoldgicas coradas com método de picrosirius- red foram analisadas em um
microscopio de luz polarizada para avaliar e quantificar a deposicdo de fibras de colageno na
regido da derme. A analise do colageno é baseada em suas propriedades birrefringentes, nas
quais as fibras de coladgeno do tipo | aparecem em coloracdo laranja ou vermelha (DANTAS et
al., 2011; GONCALVES et al., 2013). Para isso, trés campos consecutivos localizados na regido
central de cada amostra, foram fotografados com auxilio de uma cdmera acoplada ao
microscopio de luz polarizada em um aumento de 200x (COLOMBO et al., 2013). Para o
calculo foi utilizado o programa Image J, que fornece em “pixels” a porcentagem de fibras de
colageno por area, e depois foi entdo calculada a média de cada grupo estudado (NUNEZ et al.,
2013). Todas as analises foram realizadas por patologista experiente (PESSOLATO et al.,

2011).

5.3.6 Andlise Imunohistoquimica

Cortes histoldgicos dos espécimes com 4 um de espessura foram coletados em laminas
silanizadas para melhor aderéncia do material biol6gico. No inicio do processo as laminas
foram mantidas em estufa por 24 horas a 37 °C, seguida de banhos especificos de
desparafinizacdo e hidratacdo das seccOes histolégicas. Os cortes foram, entdo, incubados em
uma solucdo tampéo de perdxido de hidrogénio, e solugdo tampdo de fosfato (PBS) por 5
minutos para inativacdo da peroxidase endogena. Foi adicionado o anticorpo anti-
Ciclooxigenase-2 (COX-2) (Santa Cruz Biotecnologia) em uma concentracdo de 1:200, que

permaneceu por duas horas e foi seguida de dois banhos com PBS. Em seguida, as amostras
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foram submetidas ao anticorpo secundario anti-lgG (imunogobulina G) de coelho (Vetor
Laboratorios) em concentracdo de 1:200 em PBS, onde foram mantidas por 30 min. Apds este
processo as amostras foram lavadas em PBS por duas vezes e seguiram para a aplicacdo do
complexo avidina biotina conjugada com peroxidase (Vetor Laboratorios) por 45 minutos. A
visualizagdo dos complexos ligados foi realizada com aplicagéo de 0,05% de solugdo de 3’3
diaminobenzidine e o contraste foi dado pela hematoxilina de Harris (Vetor Laboratorios)
(RENNO et al., 2011).

A imunoexpressdo da COX-2 foi avaliada de forma qualitativa onde foi observada a
intensidade da imunomarcacao apresentada na coloragdo marrom, e semi-quantitativa onde com
0 auxilio de um microscépio de luz (leica Microsystems AG, Wetzlar, Germany), com objetiva
de 10x, foram capturados trés campos distintos da amostra. De acordo com estudos anteriores
a determinacdo da andlise semi-quantitativa foi realizada através do estabelecimento de uma
escala por escore, considerada de 1-4 (1=ausente; 2leve, 3=moderado e 4=intenso) (PINTO et

al., 2013). Toda a anélise foi realizada por patologista experiente.

5.4.7 Anélise Estatistica

Para todas as analises de comparacao entre os grupos estudados, foi utilizada a analise
de variancia one-way, complementada posteriormente com o teste de Tukey. Para a realizagédo
da analise estatistica foi utilizado o programa Statistica versdo 7.0 (sistema de Software-Soft

Inc.), onde os valores de p<0.05 foram considerados significativos.
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5.4 RESULTADOS

5.4.1 Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)

Foi possivel diagnosticar através do espectro em reflectancia as bandas caracteristicas
relacionadas a estrutura quimica da celulose e da lidocaina, presentes nas respectivas
membranas GM (membrana de celulose bacteriana pura) e GML (membrana de celulose
bacteriana com lidocaina). As membranas de celulose bacteriana pura apresentaram em seu
espectro de infravermelho bandas caracteristicas de substratos celul6sicos, com bandas intensas
em aproximadamente 3.300 cm™ associado as vibragdes OH, 2.800 cm™ associado as vibragoes
C-H e 1.100 cm™ associado as vibragdes C-O-C que caracteriza, portanto, o grupo dos
polissacarideos, como demonstrado na figura 4 (MP). O espectro da membrana contendo a
lidocaina 4% também mostrou os picos relacionados as ligacbes quimicas dos substratos
celulésicos e, além disso, evidenciou o pico caracteristico relacionado a presenca da lidocaina.
Sendo assim 0s picos encontrados e que caracterizam a presenca da lidocaina na membrana
foram em aproximadamente 3.250 cm™ associado as bandas de N-H, relacionado, portanto a
amida secundaria, e em 1.550 cm™ relacionado ao anel aromatico C=C presente na estrutura
quimica da lidocaina, exatamente como o0 mostrado nos espectros de lidocaina pura analisados
previamente nos estudos de Trovatti et al. (2011), além do pico em 1.100, que caracteriza a

presenca dos polissacarideos, figura 5 (ML).
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Figura 5. - Espectro de FTIR-ATR das membranas de celulose bacteriana. Espectro da membrana de
celulose bacteriana pura (MP), evidenciando as bandas caracteristicas em aproximadamente 3.300 cm*
relacionado as vibragdes de OH e em 1.100 cm'* relacionado aos polissacarideos. Espectro da membrana
de celulose bacteriana acrescida de lidocaina (ML), evidenciando suas bandas caracteristicas em 3.250
cm* relacionado as ligagcdes N-H e 1.550 cm? relacionado a ligagdo C=C do anel aromatico da estrutura

quimica da lidocaina em seu estado puro.

5.4.2 Analise Histopatologica

As analises histopatoldgicas revelaram diferencas entre os grupos tratados com as
membranas de celulose bacteriana e o controle. Os grupos tratados com as membranas GM e

GML néo apresentaram diferencas entre si, e 0s biomateriais aplicados mostraram-se eficazes
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em auxiliar e acelerar o processo de cicatrizacdo, demonstrando um padrdo histologico
compativel com um estagio mais avancado de reparo quando comparados ao grupo controle.
Nos grupos GM e GML foi possivel observar caracteristicas de completo reparo tecidual por
apresentarem formacéo da epiderme, presenca dos anexos da pele, organizacdo na disposicédo
das fibras de colageno, além de discreto infiltrado inflamatorio, discreto tecido de granulacao e
auséncia de ulceracdes e fibrose, diferentemente das caracteristicas encontradas no GC, que

apresentou epiderme espessa e tecido desorganizado com auséncia dos anexos da pele,

moderado infiltrado inflamatdrio, moderado tecido de granulacao e intensa fibrose (Figura 6.).

e

hematoxilina e eosina. (EP) epiderme, (DE) derme, (*) fibrose, (seta preta) anexos da pele, (V)
infiltrado inflamatorio. A - grupo controle representando a pele somente com a lesdo, B - grupo
membrana de celulose bacteriana (GM), C - grupo membrana de celulose bacteriana com

lidocaina (GML). (Coloracdo: HE, Barra=100um).
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Com relacdo ao infiltrado inflamatorio, é possivel observar uma diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos tratados e o controle (Figura 7). O GC apresentou
um infiltrado inflamatério mais intenso do que os grupos GM e GML. Entre os grupos GM e

GML néo foram observadas diferencas estatisticamente significativas.

Infiltrado Inflamatoério
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Figura 7. — Quantificacdo de infiltrado inflamatorio. (GC) - grupo controle; (GM) - grupo membrana
de celulose bacteriana pura e (GML) - grupo membrana de celulose bacteriana acrescida de lidocaina.

*p < 0,05 versus GM e GML.

5.4.3 Morfometria de Vasos Sanguineos

A contagem dos vasos foi realizada predominantemente na camada da derme. No periodo
experimental estudado os grupos nao apresentaram diferencas estatisticas significativas em relacdo ao
namero de vasos sanguineo, apesar do GM e GML apresentarem um grau de cicatriza¢do mais avangado,
apresentando tecido estruturalmente organizado e reparado, diferentemente do observado no GC (Figura

8.).
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Figura 8. - Nimero de vasos sanguineos. (GC) - grupo controle; (GM) - grupo membrana de celulose

bacteriana pura e (GML) — grupo membrana de celulose bacteriana acrescida de lidocaina.

5.4.4 Birrefringéncia

A figura 9. mostra a porcentagem das fibras de coldgeno encontradas em cada grupo
experimental. Ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
estudados. Todos os grupos apresentaram similaridade em relacdo a quantidade de fibras de
colageno presente na camada da derme. Porém, os grupos tratados apresentaram a disposicao

das fibras de colageno de forma mais organizada.
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Figura 9. — Birrefringéncia de fibras de colageno. (GC) - grupo controle; (GM) - grupo

membrana pura; (GML) - grupo membrana com lidocaina.

5.4.5 Andlise Imunohistoquimica

Foi observada a expressdo da COX-2 através da marcagdo encontrada em coloragdo
marrom nas células da camada da derme, localizada logo abaixo das células da epiderme. Uma
maior quantidade de COX-2 foi detectada no grupo GC onde os animais foram expostos
somente ao procedimento da queimadura (Figura 10-A). Os outros dois grupos GM e GML
apresentam similaridade demonstrando uma discreta, quase inexistente imunomarcacdo da
COX-2 (Figura 10-B e C). Isto evidencia que o GC realmente apresenta uma maior quantidade
de células inflamatoria em relagdo aos grupos tratados e que o processo de cicatrizacao, portanto
encontra-se em uma etapa mais inicial, caracterizada por processo inflamatorio e proliferacdo

celular.
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Figura 10. - Fotomicrografias representativas da imunoexpressdo da COX-2 (setas). A- grupo

controle mostrando intensa marcag&o representada em marrom das células da COX-2 (seta). B-
grupo membrana de celulose bacteriana pura (GM) e C- grupo membrana de celulose bacteriana

acrescida de lidocaina (GML). (Coloracdo: Imunohistogimica)

A figura 11. ilustra a anélise semi-quantitativa por escores. O grupo GC apresenta uma
diferenca estatistica significativa em relagdo aos grupos tratados, na qual é possivel observar a
intensa imunomarcacdo da COX-2. Nos grupos GM e GML a marcacdo mostra resultados

diferentes do GC, com uma marcacéo leve, quase inexistente.
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Figura 11. — Imunoexpressao da COX-2. (GC) - grupo controle, (GM) - grupo membrana de
celulose bacteriana pura e (GML) - grupo membrana de celulose bacteriana acrescida de

lidocaina. * p < 0,05 versus GM e GML.

5.5. DISCUSSAO

A busca por novos biomateriais que possam ser usados como inovacdes nas areas da
medicina regenerativa e engenharia de tecidos vém crescendo nas Ultimas décadas. O presente
estudo teve como objetivo investigar o uso de membranas de celulose bacteriana pura e também
acrescida com lidocaina em casos de queimaduras de terceiro grau. As caracteristicas e
propriedades de biomateriais a base de celulose bacteriana ja sdo bem descritas na literatura
(CZAJA et al., 2007; FU; ZHANG; YANG, 2013; ABEER; AMIN; MARTIN, 2014;
ALMEIDA et al., 2014), porém, apesar de serem indicados para uso em feridas crbnicas e
queimaduras, sdo escassas as informac6es encontradas sobre sua aplicagdo em queimaduras de
terceiro grau. Portanto, a proposta deste estudo foi direcionada a investigar sua agéo neste tipo
de lesdo e verificar se suas propriedades podem contribuir de maneira satisfatéria para o

processo de reparo tecidual.
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A caracterizacdo deste tipo de biomaterial, e a incorporagdo de outras substancias em
sua composicdo também ja sdo encontradas na literatura. Trovatti et al. (2012) investigaram a
estrutura e capacidade da incorporacdo de lidocaina na rede macromolecular presente na
membrana de celulose bacteriana pura. Os achados corroboram os resultados encontrados em
nosso estudo, que mostram tanto as bandas dos polissacarideos que evidenciam a caracteristica
quimica da celulose, como também a presenca da lidocaina com um pico caracteristico em
aproximadamente 1550 cm™, comprovando que ha possibilidade de incorporacéo das moléculas
de lidocaina a rede macromolecular, e que quando em contato com a area lesada, ela é liberada
formando um inovador sistema de entrega de drogas.

A gravidade da queimadura de terceiro grau e a habilidade da pele em recuperar suas
estruturas histoldgicas, esta intimamente ligada a complexidade do processo de cicatrizacdo
(BUSUIOC et al., 2013). Por isso, a intencdo da aplicacdo de biomateriais naturais para
atuarem como curativo bioldgico é fornecer uma barreira protetora provisoria contra infeccdes
advindas de microrganismos presentes no meio externo, e a0 mesmo tempo possibilitar um
ambiente favoravel para migracao e proliferacdo celular necessaria. Fu et al. (2012) em um
estudo experimental, compararam os efeitos de diferentes tipos de tratamentos em feridas de
espessura total no dorso de camundongos. Os resultados demonstraram que 0s biomateriais
apresentaram vantagens no processo de cicatrizacdo, apresentando melhor regeneracéo tecidual
e diminuicdo da resposta inflamatdria, quando comparado aos grupos tratados com enxertos e
curativos convencionais. Além disso, reportaram que a estrutura macromolecular do
biomaterial atuou de maneira satisfatoria na protecdo do leito da ferida impedindo possiveis
infeccdes. Portal; Clark; Levinson, (2009), em estudo clinico, aplicaram um curativo a base de
celulose bacteriana em Ulceras de membros inferiores, e observaram que o tempo gasto para
ocorrer a reepitelizacdo da area lesada foi reduzido quando comprada ao grupo controle que

utilizou tratamento convencional. Histologicamente, nossos resultados corroboram os achados
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prévios. Em nosso estudo foi possivel observar que os grupos tratados com membranas de
celulose bacteriana em seu estado puro e acrescida de lidocaina, apresentaram um estagio de
cicatrizacdo mais avancado quando comparado ao grupo controle. Os grupos tratados
apresentaram, além da organizacdo de suas camadas constituintes, epiderme e derme, também
a formacéo de todas as estruturas histologicas, como glandulas sebaceas, foliculos pilosos e
pelos, o que ndo foi observado nas amostras do grupo controle.

A primeira fase do processo de cicatrizacdo, a inflamacdo, é crucial para a evolugédo do
reparo, por envolver, logo nos primeiros dias, citocinas e fatores de crescimento que atuam
como sinais quimiotaticos induzindo a migracdo celular necessaria, que sera indispensavel para
as fases seguintes do processo de cicatrizacdo (REINKE; SORG, 2012). Ha evidéncias que o
resultado desta fase esta diretamente relacionado a formacéo de cicatrizes indesejaveis, e por
isso é necessario avaliar fatores interligados como infiltrado inflamatorio, COX-2 e
angiogénese, que sdo primordiais para a boa evolucdo do processo de reparo tecidual
(BLOMME et al., 2003; LEE et al., 2003; REINKE; SORG, 2012; BUSUIOC et al., 2013).

Em nosso estudo, foi observado que o grupo controle apresentou um infiltrado
inflamat6rio mais intenso quando comparado aos grupos tratados com ambas as membranas, e
isso pode ter contribuido para formacdo de fibrose e atraso do processo de cicatrizacdo
apresentado por este grupo.

Futagami et al. (2002), compararam em seu estudo as mudancas ocorridas na expressao
da COX-2 em tecido sadio e ap6s a inducdo da lesdo de espessura total, e constataram que no
tecido sadio ela apenas apresenta-se discretamente expressa na base dos foliculos pilosos e
glandulas sebaceas, enquanto que no processo de cicatrizacdo do tecido lesado sua expressao
geralmente € intensa, localizada na camada basal da epiderme e nas bordas da ferida,

predominando entre 0 1° e 7° dia apds a lesdo.
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A presenca da enzima COX-2 estda relacionada a cascata do acido araquidénico que tem
como produto final a producdo de prostaglandinas e tromboxanos, que juntamente com as
citocinas e fatores de crescimento, estdo ligados ao processo de migracgéo celular (GOLDYNE,
2000; FUTAGAMI et al., 2002; LEE et al., 2003). Porém, quando presente em estagios tardios
de cicatrizagcdo e em abundancia no tecido, como observado em nosso grupo controle, podem
estar relacionadas a formacdo de fibrose ou até mesmo possiveis falhas relacionadas ao
fechamento das bordas da ferida (FUTAGAMI et al., 2002). No nosso modelo experimental,
observamos que no décimo dia de tratamento com as membranas, a expressdo da COX-2 ja se
apresentava nos niveis proximos a normalidade, estando portanto, localizadas apenas nas bases
dos foliculos pilosos, igualmente aos encontrados em tecido sadio. Isto demonstra que este tipo
de membrana contribuiu de maneira positiva, favorecendo o ambiente para a proliferacédo
celular, acelerando o processo de reparo do tecido quando comparado ao apresentado no estudo
de Blomme et al. (2003), que observaram esta normalidade apenas depois do décimo quarto dia
de tratamento.

Quanto a angiogénese 0s grupos apresentaram similaridade na quantidade de vasos
presentes na derme, ndo sendo encontrada, portanto nenhuma diferenca estatisticamente
significativa entre 0s grupos, e nem mesmo caracteristicas que sugerissem que este resultado
pudesse estar correlacionado a quantidade de COX-2 no tecido como descrito previamente por
Futagami et al. (2002).

Na avaliacdo da porcentagem de fibras de coldgeno ndo foram encontradas diferencgas
estatisticamente significantes entre os grupos estudados, apesar dos grupos tratados com as
membranas apresentarem um grau mais elevado em termos de organizac¢ao na disposicao das
fibras. A sintese de colageno € um processo essencial para o reparo de queimaduras, porém
quando seus niveis se apresentam elevados sao prejudiciais para o resultado final, pois facilitam

a formacgdo de fibrose devido a uma excessiva formacdo de matriz extracelular rica em
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fibroblastos. Portanto, o desequilibrio desta sintese ou mesmo a auséncia destas fibras no tecido
comprometem o reparo do tecido, ocasionando resultados ndo satisfatorios (PESSOLATO et
al., 2011). Embora existam evidéncias na literatura de uma possivel acdo negativa da lidocaina
na sintese do coladgeno, nenhuma caracteristica negativa em relacéo a isso foi encontrada em
nosso estudo, pelo contrario, a presenca de lidocaina nao prejudicou nenhuma etapa da evolugéo
do processo de cicatrizagdo. Benlier et al. (2012) investigaram os efeitos da aplicacédo
intravenosa da lidocaina em quadros de queimaduras por danos elétricos e encontraram que sua
acao foi capaz de reduzir o quadro de edema, com diminuicdo do risco de necrose no tecido.
Diante disso, podemos concluir que algumas caracteristicas estruturais da lidocaina como, por
exemplo, sua hidrofilicidade contribui na absorcdo do exsudato, e possivelmente este fato
auxilia a reducdo do edema, bem como a rapida resolucédo do quadro inflamatério acelerando o
processo de reparo.

Dentre as andlises realizadas neste trabalho, as que apresentaram diferencas
significativas como infiltrado inflamatério e COX-2 discutidas previamente, sdo determinantes
para a indicacdo deste tipo de produto como curativo bioldgico efetivo nos casos de lesdo por
queimaduras térmicas.

Portanto, diante dos resultados apresentados, concluimos que o biomaterial estudado
mostrou-se compativel para o uso em queimaduras de terceiro grau, apresentando boas
vantagens no auxilio da migracdo e proliferacdo celular necessarias para a conclusdo do
processo de cicatrizacdo.  Além disso, suas propriedades peculiares como estrutura
macromolecular e permeabilidade seletiva estdo intimamente ligadas aos bons resultados
encontrados, pois conseguem proporcionar, no leito da ferida, um ambiente ideal para que
ocorra o reparo de maneira integra. Com isso, podemos concluir que este biomaterial apresenta

potenciais clinicos para aplicagdes em queimaduras de terceiro grau, por atuarem como
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cobertura ideal diminuindo os riscos de infeccOes decorrentes do meio externo e por

proporcionar um ambiente ideal capaz de acelerar o processo de cicatrizacdo como um todo.
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6.1 Resumo

Queimaduras sdo lesdes teciduais que ocorrem por contato direto ou indireto a agentes
quimicos, fisicos ou biologicos. Diante dos tratamentos existentes, a terapia laser de baixa
intensidade (LLLT) vem se destacando, por ser um tratamento ndo invasivo, de baixo custo e
possuir mecanismos capazes de induzir a proliferacdo celular. O objetivo do presente estudo foi
investigar os efeitos da LLLT (660 nm), com duas fluéncias distintas, (12.5J e 25J) em
gueimaduras terceiro grau em ratos. Trinta ratos (Wistar) foram utilizados, e foram divididos
em trés grupos. A indugdo da queimadura nos animais foi realizada através de um ferro de solda
aquecido a 150°C, pressionada no dorso por 10 segundos. LLLT foi iniciada imediatamente
apos a inducdo da queimadura, e nos dias 2, 4, 6 e 8 ap6s o estabelecimento da lesdo. Para as
conclusBes das andlises estatisticas foi utilizado o nivel de significancia de 5% (p<0,05). A
analise histologica revelou diminuigdo do infiltrado inflamat6rio nos animais do grupo laser
tratado com 25J/cm?, e infiltrado inflamatdrio intenso nos grupos controle e tratado com
12.5J/cm?2. A imunoexpressdo da COX-2 foi mais intensa nos grupos controle e laser tratado
com 12.5J/cm? quando comparado ao grupo laser tratado com 25J/cm?. Ja a imunoexpressio
do VEGF foi mais expressiva no grupo laser tratado com 25J/cm? do que nos outros dois grupos
avaliados. Diante disso, nossos resultados sugerem que a utilizacio de 25J/cm? e 5J de energia
total, foi mais eficaz em estimular os processos celulares necessarios para que ocorra o reparo
tecidual em queimaduras de terceiro grau em ratos, por reduzir a fase inflamatéria e estimular
a angiogénese, restabelecendo a microcirculacéo local, que é indispensavel para a migragédo
celular.

Palavras-chave: Queimaduras, processo de cicatrizagdo, LLLT
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6.2 INTRODUCAO

Queimaduras sdo causadas por contato direto ou indireto com agentes quimicos, fisicos
ou biologicos (PESSOLATO et al., 2011; De MORAES et al., 2013) e, estdo associadas a
destruicdo tecidual, infeccdo, dor e até mesmo morte (EZZATI et al., 2009; RENNO et al.,
2011). O namero de casos € estimado em torno de 1 milh&o ao ano somente nos Estados Unidos
(USA), e por isso sdo associadas a consideraveis problemas socioecondmicos devido aos altos
custos de tratamento (RENNO et al., 2011; FIORIO et al., 2014).

A classificacdo da lesdo esta relacionada a sua profundidade e extensdo, e séo divididas
em lesdes de primeiro, segundo e terceiro graus (SOUZA et al., 2014). Embora sejam menos
comuns, as lesbes de terceiro grau sdo consideradas como as mais graves por envolverem a
destruicdo total da epiderme e da derme, e por provocar elevado estresse fisiolégico no
organismo (VASHEGHAN!I et al., 2008; FIORIO et al., 2014).

O processo de cicatrizacdo é complexo e segue uma série de estagios interdependentes
e simultaneos, denominados de coagulacdo, inflamacgdo, proliferacdo e remodelamento
(VASHEGHANI et al., 2008; RENNO et al., 2011; NUNEZ et al., 2013; FIORIO et al., 2014).
Dentre as abordagens de tratamento apresentadas nos Ultimos anos, tais como, enxertos
(SHEVCHENKO; JAMES; JAMES, 2010), curativos biolégicos (SASKA et al., 2011) e
curativos a base de colageno (BRAZIULIS et al., 2012), destaca-se atualmente a terapia laser
de baixa intensidade (LLLT) (EZZATI et al., 2009; RENNO et al., 2011; FIORIO et al., 2014).

A acdo do laser é baseada na absorcdo da luz laser por fotorreceptores especificos do
tecido, dos quais 0 mais conhecido € o citocromo ¢ oxidase. Apés a absorc¢éo da luz, importantes
mudangas no metabolismo celular sdo observadas. Primeiramente, podemos descrever o
aumento da producéo de ATP celular advindo do estimulo a cadeia transportadora de elétrons

localizada no interior da mitocondria, seguido de aumento na sintese de DNA e RNA, que atua
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diretamente na regulacéo do ciclo celular favorecendo a sintese proteica, a proliferacéo celular
(KARU, 2010; RENNO et al., 2011; AVCI et al., 2013; NOVAES et al., 2014), o processo de
angiogénese (BOSSINI et al., 2009; COLOMBO et al., 2013) e a acdo dos miofibroblastos
(MEDRADO et al., 2003; DANTAS et al., 2011). Dentre os efeitos terapéuticos obtidos,
podemos destacar a reducéo do edema, reducao da inflamacéo tecidual e estimulo a sintese de
colageno (EZZATI et al., 2009; KARU, 2010; RENNO et al., 2011; AVCI et al., 2013;
GONCALVES et al., 2013; NUNEZ et al., 2013; FIORIO et al., 2014).

Para se obter os efeitos mencionados, os parametros empregados na aplica¢do da LLLT
devem seguir um ajuste compativel com a patologia e a profundidade do tecido a ser tratado
(AVCI et al., 2013), porém encontramos discrepancia nos valores apresentados na literatura,
principalmente nos protocolos aplicados em queimaduras (EZZAT]I et al., 2009; GONCALVES
etal., 2013; NUNEZ et al., 2013; FIORIO et al., 2014; NOVAES et al., 2014).

Fidrio et al. (2014) avaliaram os efeitos da LLLT (660 nm) em duas fluéncias diferentes,
3J/cm? e 4)/cm?, em queimaduras de terceiro grau em ratos. Os autores observaram gque ambas
fluéncias estimularam a sintese de fibras de colageno, e que a fluéncia de 3J/cm? mostrou-se
ainda eficaz em acelerar a fase inflamatoria. NGfiez et al. (2013) utilizaram, 1J/cm?e 4J/cm?,
para 0 mesmo modelo experimental, e observaram que a maior fluéncia aplicada em uma Unica
dose pode estimular o influxo de neutrofilos, porém os grupos ao décimo dia ainda
apresentavam Ulceras teciduais. Meirelles et al. (2008), avaliou os efeitos da LLLT em
queimaduras de terceiro grau em ratos diabéticos, em dois comprimentos de ondas diferentes
(660 nm e 780 nm) com fluéncia de 20J/cm?, e observou resultados positivos com diminuicio
da inflamacéo, estimulo a formacé&o de tecido de granulacédo e deposicéo de fibras de colageno.
Estes resultados também foram observados por Renno et al. (2009), que utilizaram a mesma

fluéncia em queimaduras de segundo grau em ratos.
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Portanto, nota-se que a LLLT vem surgindo como alternativa promissora no processo
de cicatrizacdo de queimaduras de terceiro grau. Um ponto importante a ser ressaltado na
utilizacdo da LLLT é que se trata de um recurso ndo invasivo e também apresenta custos
relativamente baixos. Contudo, existem divergéncias em relacdo aos melhores parametros da
LLLT para acelerar o reparo tecidual, principalmente em relacdo a escolha da fluéncia e energia
total a ser utilizada no tratamento. Antes da utilizacdo dessa nova terapia como modalidade
terapéutica, ha necessidade de investigar os efeitos dose-resposta desse tratamento em estudos
in vivo e dos parametros mais adequados para tratamento, com intuito de determinar a sua
eficacia e seguranca. Dessa forma, esse estudo teve como objetivo analisar os efeitos da LLLT

(660 nm), em duas diferentes fluéncias, em queimaduras de terceiro grau em ratos.

6.2 MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi conduzido de acordo com o Manual de Cuidados e Uso de Animais em
Laboratdrio e aprovado pelo comité de Etica em Experimentagdo Animal da Universidade

Federal de S&o Carlos, parecer n°022/2013.

6.2.1 Delineamento Experimental

Foram utilizados 30 ratos machos Wistar (12 semanas de idade, £ 280 g), mantidos em
gaiolas individuais, com temperatura controlada (19-23 °C), ciclo de claro-escuro (12-12 horas)
e livre acesso a comida e a 4gua. Os animais foram ent&o distribuidos aleatoriamente em trés
grupos experimentais, com 10 animais cada, sendo: grupo controle (GC): submetidos a
queimadura, sem receber nenhum tipo de tratamento; grupo laser 12,5J/cm? (GL12,5):

submetidos a queimadura e tratados com LLLT, 12,5 J/cm? e 0,5) de energia por ponto,



71

totalizando 2,5 J; grupo laser 25 J/cm? (GL25): submetidos & queimadura e tratados com LLLT

25 J/cm? e 1J de energia por ponto, totalizando 5J.

6.2.2 Procedimento da Queimadura

A queimadura foi induzida na regido dorsal dos animais que estavam previamente
anestesiados (Ketamina (95 mg/kg) e Xilazina (12 mg/kg) e tricotomizados. A queimadura foi
realizada com uma placa de aluminio de 1 cm?acoplada a um ferro de solda (KIMURA et al.,
2006; BUSUIOC et al., 2013; KO et al., 2013) com temperatura de 150 °C, controlada com
auxilio de um termostato e pressionada na pele do animal por 10 segundos (CAMPELO et al.,
2011; KO et al., 2013). A lesdo foi analisada previamente em estudo piloto por um patologista
experiente, e entdo classificada como terceiro grau por apresentar necrose na epiderme, derme
e seus anexos, com presenca de bolhas intra e subepidérmica. Imediatamente apos a leséo, 0s
animais receberam 6,2 mg/Kg* de dipirona sédica e, em seguida, o tratamento proposto para

cada grupo.

6.2.3 Terapia laser de Baixa Intensidade

O equipamento laser AsGalnP utilizado foi (Therapy XT, DMC S&o Carlos/SP, Brasil),
660 nm, 0,04 cm de didmetro do feixe, nas fluéncias de 12,5 J/cm? (50 mW) e 25 J/cm? (100
mW), com tempo de irradiacdo de 10 segundos por ponto e energia por ponto de 0,5Je 1,
respectivamente. A irradiacdo laser foi iniciada imediatamente apos a inducéo da queimadura,
e nos dias 2, 4, 6 e 8 apos o estabelecimento da lesdo. O método de aplicagéo utilizado foi o
pontual em contato, em cinco pontos distintos de aplicagédo, quatro deles localizados na borda

da leséo e um ponto localizado em sua regido central. No décimo dia apés a inducéo da leséo,
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os ratos foram sacrificados com uma injecdo intra-peritoneal de anestésico geral e as amostras

foram coletadas para realizacao das analises.

6.2.4 Analise Histopatoldgica

A area total da queimadura foi coletada, fixadas em formalina tamponada a 10% (Merck,
Darmstadt, Germany), emblocadas em parafina e cortadas em seccdes transversais com
espessura padronizada de 5 pum. Foram realizados trés cortes semi-seriados de cada amostra
que, posteriormente, foram corados com hematoxilina e eosina (HE, Merck). A avaliacdo
histoldgica foi realizada por patologista experiente, em estudo duplo cego, através de analise
em um microscopio de luz (Zeiss Axioshop, Carl Zeiss, Rio de Janeiro, Brasil), com objetiva
de 40x. Foram avaliados os seguintes parametros: presenca de fibrose, ulcerac6es e infiltrado

inflamatorio.

6.2.5 Morfometria de Vasos Sanguineos

Para a analise quantitativa de vasos sanguineos, foram capturados trés campos distintos
da regido da derme de cada amostra, denominados C1 e C2 os campos correspondentes as
bordas esquerda e direita da lesdo respectivamente, e C3 correspondente a regido central. Para
isso foi utilizado um microscopio de luz (leica Microsystems AG, Wetzlar, Germany), com
objetiva de 40x, com auxilio de um programa de imagens Motican 5.0, e a partir disto, 0s vasos
presentes em cada campo foram contados. Posteriormente, uma media foi estabelecida para
cada animal, e este resultado foi utilizado para a determinacéo da média do niumero de vasos de

cada grupo experimental. A media final do nimero de vasos foi considerada por analise
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estatistica (BOSSINI et al., 2009; NUNEZ et al., 2013). Toda a anélise foi realizada em estudo

cego por patologista experiente.

6.2.6 Birrefringéncia

Secc0es histoldgicas coradas pelo método de picrosirius-red foram analisadas em um
microscopio de luz polarizada, para avaliar a deposicdo de fibras de colageno presentes na
regido da derme. Este método permite uma avaliacdo qualitativa e quantitativa do estagio de
organizacdo da matriz tecidual baseado nas propriedades de birrefringéncia das fibras de
colageno (DANTAS et al., 2011; GONCALVES et al., 2013; FIORIO et al., 2014).

Para a analise quantitativa foi utilizado o software Image J (version 1.36), que possibilita
quantificar o brilho de birrefringéncia, calculando a intensidade de “pixels” através da
coloracdo do picrosirius-red sob a luz polarizada. A intensidade de “pixel” é proporcionalmente
relacionada a organizacdo das fibras de coladgeno. As fibras de coldgeno mais espessas e
fortemente birrefringentes apresentam-se em tons de laranja ou vermelho, nas fibras onde o
colageno tem propriedades mais anisotropicas (GARAVELLO-FREITAS et al., 2003;
BOSSINI et al., 2012). Para isso, trés campos consecutivos localizados na regido central de
cada amostra, foram fotografados com auxilio de uma camera acoplada ao microscopio de luz
polarizada em um aumento de 200x (COLOMBO et al., 2013). Os valores correspondentes de
cada campo foram mensurados, resultando na quantidade de fibras de colageno birrefringentes

presentes na camada da derme de cada animal (BOSSINI et al., 2012).
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6.2.7 Analise Imunohistoquimica

Cortes histolégicos dos espécimes (4 um de espessura) foram coletados em laminas
silanizadas para melhor aderéncia do material bioldgico estudado, e depois mantido em estufa
por 24 horas a 37 °C. Em seguida, foi realizada a desparafinizacdo e hidratacdo das sec¢des
histologicas. Os cortes foram posteriormente demarcados com caneta hidrofobica e lavados em
solucdo tampao com Tween duas vezes por trés minutos. Posteriormente, os cortes foram
deixado por 10 minutos em solucdo de bloqueio da peroxidase enddgena, lavado em solucao
tampdo por duas vezes, seguido de 20 min em solucao de bloqueio da reacdo do perdxido de
hidrogénio. As amostras foram, entdo, incubadas com anticorpo policlonal primario anti-COX-
2 (Santa Cruz Biotecnologia) em uma concentracao de 1:200 ou anticorpo policlonal primério
anti-VEGF (Santa Cruz Biotecnologia) em uma concentracdo de 1:400, deixados por 2 horas,
seguidos de dois banhos de solucdo tampdo por 3 minutos. Em seguida, as amostras foram
submetidas ao anticorpo secundario anti-lgG (imunoglobulina G) de coelho (Vetor
Laboratdrios) em concentracdo de 1:200 em PBS por 30 minutos. Ap0Os este processo as
amostras foram lavadas em PBS por duas vezes antes da aplicacdo do complexo avidina biotina
conjugada com peroxidase (Vetor Laboratorios) por 30 minutos. A visualizacdo dos complexos
ligados foi realizada com aplicagdo de 0,05% de solugdo de 3’3 diaminobenzidine e o contraste
foi dado pela hematoxilina de Harris (Vetor Laboratorios) (RENNO et al., 2011).

A imunoexpressdo da COX-2 e do VEGF foi avaliada de forma qualitativa indicando a
presenca de imunomarcacdo, e também de forma semi-quantitativa através da captura de trés
campos consecutivos, utilizando para isto um microscopio de luz (Leica Microsystems AG,
Wetzlar, Germany). De acordo com estudos anteriores, foi utilizada para a anélise semi-
quantitativa uma escala por score de 1-4 (1=ausente; 2=leve, 3=moderado e 4=intenso) (PINTO

et al., 2013). Toda a analise foi realizada por patologista experiente em estudo cego.
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6.2.8 Andlise Estatistica

Para comparacdo dos valores apresentados entre os grupos, foi utilizado o teste de
variancia (ANOVA) one-way, complementada posteriormente com teste de Tukey. O programa
utilizado na analise foi o Statistica versdo 7.0 (Sistema de Software-Soft Inc.), e os valores de

p<0.05 foram considerados significativos.

6.3 RESULTADOS

6.3.1 Analise Histopatologica

A analise histopatoldgica revelou diferencas no estagio de cicatrizacdo apresentado por
cada grupo estudado, ou seja, 0s grupos apresentaram caracteristicas diferentes de fase do
processo de cicatrizacdo. Nos grupos (GC e GL12,5) foi encontrado infiltrado inflamatério e
fibrose tecidual mais intensos quando comparados ao GL25 que apresentou o infiltrado
inflamatorio e a fibrose tecidual de forma leve. Além disso, 0 GL12,5 revelou presenca de
ulceragdes teciduais que nao foram observadas nos outros dois grupos (GC e GL25), o que
sugere um significativo atraso na evolucdo do processo de cicatrizagdo apresentado por este
grupo. O GC apresentou caracteristicas evidentes de fase ainda inicial, caracterizada pela
inflamacéo, quando comparado ao GL25, mas revelou maior avanco do que o GL12,5 em
relacdo a epitelizacdo. O GL25 promoveu rapida evolucdo do processo de cicatrizacao,
evidenciada pela proliferacdo celular. Entretanto, os outros dois grupos (GC e GL12,5)

apresentaram caracteristicas de fase inflamatoria (Figura 12).
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Figura 12.- Fotomicrografias representativas dos grupos experimentais. (*) fibrose, (A)

infiltrado inflamatorio, (seta preta) vaso sanguineo. A - grupo controle representando a pele
somente com a queimadura (GC), B — grupo tratado com LLLT na fluéncia de 12,5 J/cm?
(GL12,5), C — grupo tratado com LLLT na fluéncia de 25 J/cm? (GL25). (Coloragéo: HE, Barra

= 40um).

6.3.2 Morfometria de Vasos Sanguineos

A contagem dos vasos foi realizada predominantemente na camada da derme reticular.

Foi possivel observar que o GL25 apresentou maior quantidade de vasos sanguineos quando
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comparado ao GL12,5 e ao GC. Na compara¢do do GC com o GL 12,5 ndo foi observada

diferenca estatisticamente significativa (Figura 13), considerando p<0,05.
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Figura 13. - NUmero de vasos sanguineos. (GC) - grupo controle; (GL12,5) - grupo tratado

com LLLT na fluéncia de 12,5 J/cm?; (GL25) - grupo tratado com LLLT na fluéncia de 25

Jlem?, * p < 0,05 versus GC e GL12,5.

6.3.3. Birrefringéncia

Na andlise da porcentagem de fibras de coladgeno representada na figura 14, encontramos

diferencas significativas entre GL12,5 e os grupos GC e GL25. O GL12,5 apresentou menor

porcentagem de fibras de coldgeno em relacdo aos grupos GC e GL25. Nenhuma diferenca

estatisticamente significativa foi encontrada quando comparamos somente os grupos GC e

GL25.
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Figura 14. — Porcentagem de fibras de colageno. (GC) - grupo controle; (GL12,5) - grupo
tratado com LLLT na fluéncia de 12,5 J/cm?; (GL25) - grupo tratado com LLLT na fluéncia de

25 J/lcm?. * p < 0,05 versus GC e GL25.

6.3.4. Analise Imunohistoquimica

A expressdo da COX-2 foi observada no citoplasma das células inflamatérias. O GL25
apresentou leve imunomarcacdo da COX-2 quando comparada a intensa imunomarcagado
encontrada nos grupos GC e GL12,5. Na comparacdo dos grupos GC e GL 12,5 ndo foram

encontradas diferencas significativas (Figura 15).



79

Figura 15. - Imunohistoquimica da COX-2: (A) grupo controle; (B) grupo tratado com LLLT
na fluéncia de 12,5 J/cm?; (C) grupo tratado com LLLT na fluéncia de 25 J/cm?. As setas
indicam a imunomarcagdo da COX-2 nos tecidos. (Coloragdo: Imunohistoquimica, Barra =

40um).

A figura 16. ilustra a analise semi-quantitativa da COX-2 realizada através de escore.
Os resultados desta andlise confirmam os achados na andlise qualitativa, onde o GL25
apresentou uma diferenca estatisticamente significativa quando comparado aos grupos GC e
GL12,5 por apresentar a menor quantidade de COX-2. Na comparagdo dos grupos (GC e

GL12,5) nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi encontrada.
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Figure 16. — Andlise semi-quantitativa da COX-2 determinada através de escore. (CG) grupo
controle, (GL12,5) — grupo tratado com LLLT na fluéncia de 12,5 J/cm?, (GL25) — grupo

tratado com LLLL na fluéncia de 25 J/cm?. * p < 0,05 versus GC e GL12,5.

A imunoexpressdo do VEGF foi detectada tanto nas células do intersticio quanto nas
células presentes nas paredes dos capilares. Interessantemente, 0s grupos apresentaram a
imunomarcacdo de maneira diferenciada. O GL25 foi o que apresentou a maior
imunomarcacao, demonstrando assim expressivo recrutamento celular com formacéo de vasos
sanguineos no local. O GC revelou a imunomarcacdo de maneira moderada com a presenca de
poucos vasos sanguineos. O GL12,5 foi o grupo que apresentou 0 menor recrutamento celular
necessario para a formacdo de novos vasos e devido a isso, sua imunomarcacao apresentou-se

de forma leve (Figura 17).
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Figura 17. - Imunohistoguimica do VEGF: (A) grupo controle; (B) grupo tratado com LLLT

na fluéncia de 12,5 J/cm?; (C) grupo tratado com LLLT na fluéncia de 25 J/cm?. Setas mostram

a imunomarcacao dos vasos no tecido. (Coloragdo: Imunohistoquimica, Barra = 40um).

Os resultados semi-quantitativos da analise do VEGF, confirmam os resultados obtidos
na analise descritiva. Foi identificado diferenca estatisticamente significativa na
imunoexpressdo apresentada pelo grupo GL 25, quando comparado aos grupos GC e GL12,5.
O GL25 apresentou a imunoexpressdo de forma intensa quando comparada ao grupo controle

que demonstrou a imunoexpressdo de forma moderada com presenca de poucos vasos
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sanguineos, e ao GL12,5 que apesar de demonstrar uma imunoexpressdo com caracteristicas

moderadas apresentou ainda, menor nimero de vasos que o GC. (Figura 18).
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Figura 18. — Analise semi-quantitativa do VEGF, determinada através de score. (GC) - grupo controle,
(GL12,5) - grupo tratado com LLLT na fluéncia de 12,5J/cm?, (GL25) — grupo tratado com LLLT na

fluéncia de 25 J/cm?. "p < 0,05 versus GC; # p < 0,05 versus GC e GL12,5.

6.4 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostram que a utiliza¢do de diferentes fluéncias, em
um mesmo comprimento de onda, proporcionam ao processo de cicatrizacdo estimulos e
respostas teciduais diferentes. Ainda, ha na literatura, divergéncias em relacdo aos valores de
fluéncias utilizados nos tratamentos de feridas, pois valores entre 2-4J/cm? antes considerados
ideais (MEDRADO et al., 2003; MESTER, 2013; NOVAES et al., 2014), sédo atualmente
contraditdrios, ja que trabalhos atuais mostram que valores proximos a 20 J/cm? sdo capazes de

induzir melhores efeitos nas fases de inflamacéo e proliferagédo, além de estimular o processo
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de angiogénese (CORAZZA et al., 2007; MEIRELES et al., 2008; BOSSINI et al., 2009;
RENNO et al., 2011).

Foi possivel avaliar este fato em nosso trabalho. No periodo experimental avaliado,
evidenciamos importantes diferencas teciduais que caracterizaram fases distintas do processo
de cicatrizacdo em cada grupo experimental submetido ao tratamento com LLLT. Os resultados
encontrados no GL12,5, como intenso infiltrado inflamatorio, presenca de fibrose e ulceracdes
teciduais, estdo de acordo com os achados de Nufiez et al. (2013), porém contradizem os estudos
que relatam encontrar resultados positivos na diminuicdo da fase inflamatoria e estimulo a fase
proliferativa quando submetidos a LLLT com valores de fluéncias menores (MEDRADO et
al., 2003; FIORIO et al., 2014).

Por outro lado, os resultados encontrados no GL25 como melhor organizacéo tecidual
e restabelecimento da epiderme e derme, caracterizado pela fase proliferativa, estdo de acordo
com os achados de Meirelles et al. (2008), que também investigaram a acdo da LLLT, 660nm,
20 J/cm? em queimaduras de terceiro grau em ratos, e observaram que os grupos tratados
apresentaram maior formacéo de tecido de granulacgdo e, consequentemente, maior estimulo ao
processo de angiogénese. Podemos evidenciar ainda, que estes achados estdo de acordo com 0s
estudos que investigam a utilizagdo de fluéncias proximas a 20J/cm? para evolugdo do processo
de cicatrizagcdo em pele (CORAZZA et al., 2007; BOSSINI et al., 2009). Isto sugere que
maiores quantidades de energia depositadas no tecido foram mais eficazes em otimizar a fase
inflamatoria, estimulando a producéo do tecido de granulagcdo com formacao e restabelecimento
da nova rede vascular.

Estudos que investigam a acdo da LLLT em queimaduras de terceiro grau, enfatizam
que a acao da luz laser é capaz de acelerar o processo de reparo tecidual por alterar o ambiente
celular e melhorar a formacéao vascular, bem como estimular a producdo de fibrina, sintese de

colageno e a conversdo de fibroblastos em miofibroblatos responsaveis em induzir a retracéo
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das bordas da ferida (MEIRELES et al., 2008; RENNO et al., 2011; GONCALVES et al., 2013;
NUNEZ et al., 2013).

Neste estudo, foi possivel destacar trés caracteristicas primordiais de avaliacdo e
correlacdo que podem explicar os resultados encontrados. Em primeiro lugar a avaliacdo da
COX-2, uma enzima produzida através de estimulos pré-inflamatorios e pertencente a cascata
de conversdo do acido araquidénico em prostaglandinas, que atua quando ha dano tecidual.
Além de participar da fase inflamatdria, sua presenca nos estagios mais tardios do processo de
reparo, pode estar relacionada a formacdo de fibrose tecidual, com possiveis falhas na resolucédo
do processo como um todo (FUTAGAMI et al., 2002; LEE et al., 2003). A intensa
imunomarcacao observada nos grupos GL12,5 e GC sugerem o atraso encontrado na evolugédo
do processo de cicatrizacdo destes grupos, revelando intensa fibrose tecidual diferentemente do
encontrado no GL25, que respondeu positivamente ao tratamento otimizando a fase
inflamatdria promovendo uma rapida evolucao para a fase proliferativa.

A segunda caracteristica avaliada foi a relacdo entre a imunoexpressdo do VEGF e a
quantidade de nimero de vasos sanguineos, que sao fatores intimamente interligados. Renno et
al. (2009) descreve que a utilizacdo da LLLT 660, 100 mW, 0,5 J foi capaz de estimular
precocemente 0 VEGF em queimaduras de segundo grau em ratos, e consequentemente o
processo de angiogénese apresentou-se aumentado, igualmente aos resultados obtidos em nosso
estudo em relagdo ao GL25. Em contrapartida, os resultados apresentados pelo GL12,5 em
relagdo a estes pardmetros contradizem os achados por NUfiez et al. (2013) e Fidrio et al. (2014),
sugerindo que a energia total aplicada neste grupo poderia ter sido insuficiente para atingir
determinados estimulos, como adequada perfusdo sanguinea e migragéo celular local.

A terceira e Ultima caracteristica a ser ressaltada é relacionada a sintese e organizacao
das fibras de colageno, que também apresentaram diferencas tanto a quantidade, quanto a

organizacdo entre os grupos estudados. Gongalves et al. (2013) relataram que a maturacao do
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colageno e seu rearranjo sao etapas cruciais que atingem diretamente a resisténcia mecanica do
novo tecido. Esta maturacdo ocorre com o remodelamento e substituicdo gradual do colageno
pré-formado tipo 111 para colageno tipo I, gerando aumento nas interagdes moleculares entre as
fibras neoformadas. Meirelles et al. (2008), relataram que esta maturagcdo pode ser observada
com 21 dias de tratamento quando a fluéncia utilizada foi de 20 J/cm?2. Em nosso estudo esta
diferenca na sintese e organizacdo das fibras foi precocemente observada no décimo dia do
periodo experimental, onde o GL25 apresentou além de organizacdo estrutural das fibras, que
estavam acomodadas paralelamente no tecido, uma maior quantidade de fibras. Isso revela uma
interligacdo de todos os resultados apresentados por esse grupo experimental, onde
conseguimos perceber que a quantidade de energia total de 5 J depositada no tecido foi capaz
de acelerar a fase inflamatdria e promover a proliferacdo de fibroblastos e tecido de granulacéo
necessarios para a melhor sintese de colageno, resultando no reparo cutaneo.

Neste sentido, os resultados encontrados sugerem que a utilizacdo da LLLT (660 nm),
com maior fluéncia e, consequentemente, maior energia total, demonstrou ser mais eficaz em
estimular as fases do processo de cicatrizagdo, otimizando o tempo gasto para a resolucédo do
restabelecimento tecidual na &rea da lesdo de queimaduras de terceiro grau em ratos. Porém,
diante da diversidade de protocolos existentes na literatura aplicados para a mesma finalidade,
estudos futuros devem ser realizados, na intencdo de entender melhor os mecanismos da a¢ao
da LLLT sobre o processo de cicatrizacdo de queimaduras e assim, determinar o melhor

protocolo de tratamento a ser utilizado neste tipo de lesdo.
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7.1 RESUMO

Queimaduras sdo lesbes ocasionadas principalmente por traumas térmicos. O processo de
cicatrizacdo € considerado complexo e pode evoluir para resultados estéticos e funcionais
insatisfatérios. Diante disso, é extensa a busca por terapias capazes de otimizar o tempo de
tratamento. Dentre essas, podemos destacar o uso dos biomateriais e da terapia laser de baixa
intensidade (LLLT). Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o biomaterial ea LLLT, de forma
isolada e também associada, no tratamento de queimaduras de terceiro grau em ratos. Quarenta
ratos (Wistar) foram utilizados, divididos em grupo controle (GC), grupo membrana de celulose
bacteriana pura (GM), grupo laser (660 nm, 25 J/cm?) (GL) e grupo membrana de celulose
bacteriana pura e laser (660 nm, 25 J/cm? (GM+L). A queimadura foi realizada através de uma
placa de aluminio de 1cm? aquecida a 150°C, e pressionada no dorso do animal por 10
segundos. Os tratamentos foram realizados por dez dias e iniciaram-se logo apos a inducdo da
leséo em seus respectivos grupos. A aplicagdo da LLLT foi realizada imediatamente e nos dias
2,4,6e8apos ainducdo da lesdo. A analise histologica revelou que houve diferenca em relacéo
a fase do processo de cicatrizacdo de cada grupo experimental. O GM apresentou avango no
processo de cicatrizagdo, evidenciando a fase proliferativa. O GL apresentou maior quantidade
de vasos sanguineos e imunoexpressdo do VEGF, evidenciando os efeitos estimuladores da
angiogénese fornecidos pela luz laser. Resultados similares aos do GL foram encontrados no
GM+L. Assim, concluimos que embora a LLLT tenha apresentado os efeitos pro-inflamatorios
esperados, que modulam a fase inflamatdria e favorecem a regeneracdo tecidual, a agdo isolada
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da membrana de celulose bacteriana demonstrou vantagens de tratamento por proteger e
favorecer a evolucdo do processo de cicatrizagdo de queimaduras de terceiro grau em ratos.

Palavras-chave: Queimaduras, Celulose bacteriana, Biomaterial, LLLT.

7.2 INTRODUCAO

Queimaduras sdo definidas como lesbes de pele ou outro 6rgdo do corpo humano
ocasionadas, principalmente, por traumas térmicos, como radiacdo, eletricidade e liquidos
guentes (PECK, 2011; MORAES et al., 2013). Segundo a Associacdo Internacional de
Queimaduras os registros de atendimento sdo de 486.000 por ano somente nos USA, sendo que
destes, 3.400 evoluem a 6bito (American Burn Association).

A gravidade da lesdo estd diretamente relacionada a sua profundidade e extensédo
(PESSOLATO et al., 2011; KNABL, et al., 1999), e sdo classificadas em lesdes de primeiro,
segundo e terceiro graus (SUN et al., 2011; SCWACHA et al., 2010).

O processo de cicatrizacdo que tem inicio logo ap6s o acometimento, é crucial para o
restabelecimento do tecido lesado e compreende trés fases distintas: inflamagé&o, proliferagéo e
remodelamento (VASHEGHANI et al., 2008; NUNEZ et al., 2013; FIORIO et al., 2014).

Atualmente, as estratégias de tratamentos direcionadas a auxiliar o processo de
regeneracdo da pele, geralmente evoluem com resultados estéticos e funcionais insatisfatérios
(TRAJANO et al., 2015; ZHANG et al., 2010). Devido a isso, observa-se um grande
investimento nas areas de medicina regenerativa e engenharia de tecidos, voltadas ao estudo e
desenvolvimento de biomateriais capazes de auxiliar e favorecer o processo de reparo tecidual
(CZAJA et al., 2007; CHENG; CATCHMARK; DEMIRCI, 2009; BAXTER et al., 2013;
ABEER; AMIN; MARTIN, 2014).

Neste contexto, os biopolimeros, como a celulose bacteriana, vém se destacando por

apresentarem caracteristicas ideais como biocompatibilidade, pureza, cristalinidade,
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hidrofilicidade (ALMEIDA et al., 2013; HU et al., 2014) e permeabilidade seletiva, o que
promove uma efetiva barreira protetora contra riscos de contaminacdo advindos do meio
externo (PORTAL; CLARK; LEVINSON, 2009; FU; ZHANG; YANG, 2013). Fu et al. (2012)
em um estudo experimental de lesGes profundas, observaram que 0s grupos que receberam
tratamento com celulose bacteriana apresentaram significativa regeneracdao tecidual com
formacdo de novos capilares na area da ferida quando comparados a tratamentos com gaze
comercial e enxertos, e também ao grupo ndo tratado, sugerindo assim que este biomaterial é
eficaz em auxiliar a cicatrizacdo de feridas profundas.

Outro recurso frequentemente utilizado e destinado ao auxilio do processo de
cicatrizacao de queimaduras é a Terapia laser de baixa intensidade (LLLT) (MEIRELES et al.,
2008; EZZATI et al., 2009; RENNO et al., 2011; NUNEZ et al., 2013; FIORIO et al., 2014).

O mecanismo da LLLT é baseado na excitacdo dos cromoforos enddgenos, que ocorre
guando um determinado tecido bioldgico absorve a radiacdo da luz nos comprimentos de onda
que compreendem o vermelho ou infravermelho préximo. As consequéncias desta absorcdo é
a biomodulagdo das atividades bioldgicas celulares que culminam na ativacdo do metabolismo
das proteinas, acidos nucleicos e producdo de ATP (adenosina trifosfato).

Diversos estudos relatam efeitos positivos da LLLT em queimaduras de terceiro grau;
porém, ainda existe uma divergéncia significativa entre os parametros do laser utilizados para
este tratamento (MEIRELES et al., 2008; VASHEGHANI et al., 2008; De MORAES et al.,
2013; NUNEZ et al., 2013; FIORIO et al., 2014). Meireles et al. (2008) relataram que a
aplicacdo do laser (660 e 780 nm) em ratos diabéticos submetidos a queimadura de terceiro
grau apresentam efeitos positivos, com aceleracdo do reparo tecidual. Nufiez et al. (2013)
relatam que o laser 660 nm aplicado em duas diferentes fluéncias (1 e 4 J/cm?), foi capaz de
promover um maior estimulo a formacéo de novos vasos sanguineos, beneficiando a evolucgéo

do processo de cicatrizacdo de queimaduras de terceiro grau em ratos.
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Recentemente os tratamentos tém se direcionado a associacdo de terapias, como por
exemplo, biomateriais e LLLT para o tratamento de feridas de pele (DANTAS et al., 2011;
SOARES et al., 2008). No entanto, em queimaduras de terceiro grau ainda sdo escassas as
informacdes sobre a contribuicdo benéfica que ambos tipos de terapias proporcionam, devido a
diferenciacdo tanto na fabricacdo quanto nos componentes existentes nos biomateriais
aplicados, bem como em relacdo aos parametros utilizados nos protocolos de aplicacdo da
LLLT neste tipo de lesdo.

Assim, o objetivo deste estudo, foi avaliar a acdo das membranas de celulose bacteriana
e da LLLT, de maneira isolada e também associada, no tratamento de queimaduras de terceiro

grau em ratos.

7.3 MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi conduzido de acordo com o manual de cuidados e uso de animais em
laboratério e aprovado pelo comité de Etica em Experimentagdo Animal da Universidade
Federal de Sdo Carlos, parecer n°022/2013. Um total de 40 ratos machos Wistar (12 semanas
de idade, + 280 g) foram utilizados e, mantidos em gaiolas individuais, com temperatura
controlada (19-23 °C), ciclo de claro-escuro (12-12 horas) e livre acesso a comida e dgua. A
gueimadura foi induzida na regido dorsal dos animais que estavam previamente anestesiados
com Ketamina (95 mg/kg) e Xilazina (12 mg/kg) e tricotomizados. A queimadura foi realizada
com uma placa de aluminio de 1 cm? acoplada a um ferro de solda (KIMURA et al., 2006;
BUSUIOC et al., 2013; KO et al., 2013) com temperatura de 150°, que ficou pressionada no
dorso do animal por 10 segundos (KO et al., 2013). Imediatamente apds a lesdo os animais

receberam 6.2 mg/Kg ** de dipirona sodica e, em seguida, 0 tratamento proposto para cada

grupo.
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Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos experimentais, com 10
animais cada, grupo controle (GC): submetidos a queimadura, sem receber nenhum tipo de
tratamento; grupo membrana de celulose bacteriana pura (GM): submetidos a queimadura e
tratados com membrana de celulose bacteriana; grupo laser (GL): submetidos a queimadura e
tratados com laser na fluéncia de 25 J/cm?; grupo membrana de celulose bacteriana pura e laser
na fluéncia de 25 J/cm? (GM+L): submetidos a queimadura e tratados com membrana de

celulose bacteriana pura e laser com fluéncia de 25 J/cm?.

7.3.1 Membranas de Celulose Bacteriana

As membranas de celulose bacteriana foram cedidas pela empresa DMC Equipamentos
— Ltda., Sdo Carlos/SP, Brasil. Para sua obtencdo, foram utilizadas cepas de bactéria do género
Acetobacter xilynum em meios apropriados de cultura estatico que favorecem a formacao das
nanofibras de celulose, formando como produto final uma membrana altamente hidratada. Apés
sua a obtencdo, as membranas foram submetidas ao procedimento de clareamento. Ao término
do procedimento as membranas foram mantidas em estufa a 80° C para o processo de secagem

e posteriormente encaminhadas para esterilizacao.

7.3.2 Terapia laser de Baixa Intensidade

Foi utilizado um laser diodo AsGalnP (Therapy XT, DMC Equipamentos-Ltda, Séo
Carlos/SP, Brasil), 660 nm, 0,04 cm de diametro do feixe, fluéncia de 25 J/cm2, poténcia de
saida de 100 mW, com tempo de irradiagdo de 10 segundos e energia de 1J por ponto de
aplicagdo. A irradiacdo laser foi iniciada imediatamente apds o estabelecimento da lesdo,

totalizando cinco aplicagdes no periodo dez dias. O método de aplicacéo utilizado foi o pontual
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em contato, com cinco pontos distintos de aplicacdo, sendo quatro deles localizados na borda
da leséo e um ponto localizado em sua regido central.

No décimo dia ap0s a inducao da lesdo, os animais foram eutanasiados com uma injecao
intra-peritoneal de anestésico geral e as amostras foram coletadas para realizacdo das analises

propostas.

7.3.3 Analise Histopatologica

Para a analise histopatoldgica, a extensdo completa da area da lesdo foi retirada e fixadas
em formalina tamponada a 10% (Merck, Darmstadt, Germany). Em seguida foram emblocadas
em parafina e cortadas em seccdes transversais com espessura padronizada de 5 um. Para isso,
trés cortes semi-seriados de cada amostra foi realizado e, posteriormente, foram corados com
hematoxilina e eosina (HE, Merck). A avaliacéo histoldgica foi realizada em um microscopio
de luz (Zeiss Axioshop, Carl Zeiss, Rio de Janeiro, Brasil), com objetiva de 40x. Nesta anélise,
foram avaliados os seguintes parametros: presenca de fibrose, espessura da epiderme,

ulceracdes e infiltrado inflamatorio.

7.3.4 Morfometria de Vasos Sanguineos

Para a analise quantitativa de vasos sanguineos, foram capturados trés campos distintos
da regido da derme de cada amostra, denominados C1 e C2 os campos correspondentes as
bordas esquerda e direita da lesdo respectivamente, e C3 correspondente a regido central da
lesdo. Para isso foi utilizado um microscopio de luz (leica Microsystems AG, Wetzlar,
Germany), com objetiva de 40x, com auxilio de um programa de imagens Motican 5.0, € a

partir disto, 0s vasos presentes em cada campo foram contados. Posteriormente, uma média foi



95

estabelecida para cada animal, e este resultado foi utilizado para a determinacdo da média do
numero de vasos de cada grupo experimental. A média final do nimero de vasos foi considerada
por analise estatistica (BOSSINI et al., 2009; NUNEZ et al., 2013). Toda a analise foi realizada

em estudo cego por patologista experiente.

7.3.5 Birrefringéncia

As laminas com sec¢Oes histoldgicas coradas pelo método de picrosirius-red foram
analisadas em um microscépio de luz polarizada. Este método permite uma avaliacdo
qualitativa e quantitativa do estagio de organizacdo da matriz tecidual baseado nas propriedades
de birrefringéncia das fibras de coldgeno (DANTAS et al., 2011; GONCALVES et al., 2013;
FIORIO et al., 2014).

Para a analise quantitativa foi utilizado o software Image J (version 1.36), que possibilita
quantificar o brilho de birrefringéncia, calculando a intensidade de “pixels” através da
coloragdo do picrosirius-red sob a luz polarizada. A intensidade em “pixel” esta
proporcionalmente relacionada a organizacdo das fibras de colageno. As fibras de colageno
mais espessas e fortemente birrefringentes apresentam-se em tons de laranja ou vermelho, que
revela o colageno com propriedades mais anisotrépicas (GARAVELLO-FREITAS et al., 2003;
BOSSINI et al., 2012). Para isso, trés campos consecutivos localizados na regido central de
cada amostra, foram fotografados com auxilio de uma camera acoplada ao microscépio de luz
polarizada em um aumento de 200x (COLOMBO et al., 2013). Os valores correspondentes de
cada campo foram mensurados, resultando na quantidade de birrefringéncia das fibras de
colageno presentes na camada da derme de cada animal (BOSSINI et al., 2012). Todas as

analises foram realizadas por um patologista experiente.
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7.3.6 Analise Imunohistoquimica

Cortes histolégicos dos espécimes (4 um de espessura) foram coletados em laminas
silanizadas para melhor aderéncia do material bioldgico estudado, e depois mantido em estufa
por 24 horas a 37 °C. Em seguida, foi realizada a desparafinizacdo e hidratacdo das sec¢bes
histoldgicas. Os cortes foram posteriormente demarcados com caneta hidrofobica e lavados em
solucdo tampdo com Tween duas vezes por trés minutos. Posteriormente, foi deixado por 10
minutos em solucdo de bloqueio da peroxidase endogena, lavado em solugdo tampéo por duas
vezes, seguido de 20 min em solucdo de blogueio da reacdo do perdxido de hidrogénio. As
amostras foram entdo incubadas com anticorpo policlonal primario anti-COX-2 (Santa Cruz
Biotecnologia) em uma concentracdo de 1:200 ou anticorpo policlonal primério anti-VEGF
(Santa Cruz Biotecnologia) em uma concentracdo de 1:400, deixado por 2 horas, seguidos de
dois banhos de solugdo tampéo por 3 minutos. Em seguida, as amostras foram submetidas ao
anticorpo secundario anti-lgG (imunoglobulina G) de coelho (Vetor Laboratorios) em
concentracdo de 1:200 em PBS por 30 minutos. Apos este processo as amostras foram lavadas
em PBS por duas vezes antes da aplicagdo do complexo avidina biotina conjugada com
peroxidase (Vetor Laboratérios) por 30 minutos. A visualizagdo dos complexos ligados, foi
realizado com aplicacao de 0,05% de solucao de 3’3 diaminobenzidine e o contraste foi dado
pela hematoxilina de Harris (Vetor Laboratérios).

A imunoexpressdo da COX-2 e do VEGF foi avaliada de forma qualitativa indicando a
presenca de imunomarcacdo e também de forma semi-quantitativa através da captura de trés
campos consecutivos da regido da derme, utilizando para isto um microscopio de luz (leica
Microsystems AG, Wetzlar, Germany). De acordo com estudos anteriores foi utilizado para a
analise quantitativa uma escala por score de 1-4 (1=ausente; 2=leve, 3=moderado e 4=intenso)

(PINTO et al., 2013). Toda a analise foi acompanhada por patologista experiente.
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7.3.7 Andlise Estatistica

Para a analise estatistica dois testes foram utilizados. O teste de variancia (ANOVA)
one-way, complementada posteriormente com teste de Tukey foram aplicados quando os
valores foram determinados como parameétricos, e o teste de Kuskal-wallis foi aplicado para os
valores determinados como néo paramétricos. O programa utilizado na analise foi o Statistica
versdo 7.0 (Sistema de Software-Soft Inc.), onde os valores de p<0.05 foram considerados

significativos.

7.4 RESULTADOS

7.4.1 Analise Histopatologica

A andlise histoldgica revelou diferencas que caracterizam fases distintas do processo de
cicatrizacdo apresentadas entre 0s grupos experimentais analisados. O CG demonstrou
caracteristicas referentes a fase inicial do processo de cicatrizacdo em relacdo aos demais
grupos (GM, GL, GML), por apresentar intenso infiltrado inflamat6rio e intensa fibrose
tecidual. O GM apresentou caracteristicas de fase proliferativa, quando comparado aos demais
grupos (GC, GL e GML), por apresentar melhor organizagdo tecidual, leve infiltrado
inflamatorio e leve formacéo de fibrose, além de uma fina camada da epiderme e presenca dos
anexos da pele. As caracteristicas dos grupos GL e GM+L evidenciam a transi¢do entre a fase
inflamatdria e proliferativa do processo de cicatriza¢do, pois ambos 0s grupos apresentaram-se

com moderado infiltrado inflamatorio, moderada fibrose, organizacéo tecidual e fina espessura
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da camada da epiderme, porém diferem do encontrado no GC e GM. Todas as caracteristicas

descritas, seguem representadas na Figura 19.

Figura 19.- Fotomicrografias representativas dos grupos experimentais. (DE) derme, (#) fibrose, (A)

infiltrado inflamatdrio, (seta preta) vaso sanguineo. A - grupo controle representando a pele somente
com a queimadura (GC), B — grupo tratado com membrana de celulose bacteriana pura (GM), C — grupo
tratado com LLLT na fluéncia de 25 J/cm? (GL), D — grupo tratado com membranas de celulose

bacteriana pura e LLLT na fluéncia de 25 J/cm? (GM+L). (Coloragéo: HE, Barra = 40um).
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7.4.2 Morfometria de Vasos Sanguineos

A contagem dos vasos para esta analise foi realizada predominantemente na camada da
derme. No periodo experimental avaliado, os grupos tratados com laser (GL e GM+L)
apresentaram maior quantidade de vasos em relagdo aos grupos GC e GM. Na comparagéo entre
0s grupos GC e GM nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi observada, assim
como gquando comparado somente 0s grupos tratados com laser (GL e GM+L). Porém, o grupo
que apresentou a maior quantidade de vasos e foi, portanto estatisticamente diferente de todos

0s outros grupos (GC, GM e GM+L) foi o GL (Figura 20).

Vasos Sanguineos
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Numero de Vasos Sanguineos

Grupos Experimentais

Figura 20. - Numero de vasos sanguineos. (CG) - grupo controle; (GM) - grupo tratado com
membranas de celulose bacteriana pura; (GL) - grupo tratado com LLLT na fluéncia de 25
Jlem?, (GM+L) - grupo tratado com membrana de celulose bacteriana e LLLT com fluéncia de

25 J/cm?. *p < 0,05 versus GC e GM.
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7.4.3 Birrefringéncia

A figura 21. mostra a analise da birrefringéncia das fibras de colageno encontradas em
cada grupo experimental. Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre
0s grupos estudados. Todos os grupos apresentaram similaridade em relacdo a disposicdo de

fibras de colageno presente na camada da derme.
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Figura 21. — Birrefringéncia de fibras de colageno. GC: grupo controle; GM: grupo tratado
com membrana de celulose bacteriana pura; GL: grupo tratado com LLLT na fluéncia de 25
Jlem?; GM+L: grupo tratado com membrana de celulose bacteriana pura e LLLT com fluéncia

de 25 J/icm?.
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7.4.4 Analise Imunohistoquimica

A imunoexpressdo da COX-2 revelou diferencas entre os grupos tratados e 0 GC. O GC
apresentou imunoexpressdo da COX-2 mais intensa quando comparado aos demais grupos
avaliados (GM, GL e GM+L). Isto evidencia a maior quantidade de células inflamatorias neste
grupo, que pode estar diretamente associada ao atraso no processo de cicatrizacdo em relagédo
aos demais grupos estudados. Por outro lado, 0 GM apresentou a imunoexpressao de forma leve
diferentemente dos outros grupos experimentais (GC, GL e GM+L), que caracteriza o inicio da
fase proliferativa e formacéo do tecido de granulacdo. Os grupos GL e GM+L apresentaram
caracteristicas diferentes quando comparados aos grupos GC e GM, porém similaridade nos
resultados quando comparados entre si, revelando moderada imunoexpressao da COX-2, o que
pode estar relacionada a transicao entre a fase inflamatdria e a fase proliferativa do processo de

cicatrizacao (Figura 22.).
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Figura 22. - Imunohistoquimica da COX-2: (A) grupo controle; (B) grupo tratado com

membrana de celulose bacteriana pura; (C) grupo tratado com LLLT; (D) grupo tratado com
membrana de celulose bacteriana pura e LLLT. As setas indicam os locais de marca¢do na
coloragdo marrom, que indicam a presenca da COX-2 no tecido. (Coloracao:

Imunohistoquimica, Barra=40um).

A anélise semi-quantitativa da COX-2 representada na figura 23. confirmou os achados
anteriores. O grupo GC apresentou a maior quantidade de COX-2 quando comparado aos
demais grupos (GM, GL e GML), porém a diferenca estatisticamente significativa sé foi
observada entre 0s grupos GC, GM e GL, dos quais GC apresentou a maior imunoexpressao.
Na comparacdo entre 0 GC e o GML ndo foram observadas diferencas estatisticamente

significativas. Diferengas estatisticamente significativas também foram observadas na
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comparacdo entre os grupos (GM e GL) e (GM e GML), onde o GM apresentou a menor

imunoexpressao.
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Figura 23. — Analise semi-quantitativa da COX-2 determinada através de escore. (GC) - grupo controle;
(GM) - grupo tratado com membrana de celulose bacteriana pura; (GL) - grupo tratado com LLLL na
fluéncia de 25 J/cm?; (GM+L) - grupo tratado com membranas de celulose bacteriana pura e LLLT na

fluéncia de 25 J/cm?. * p < 0,05 versus GC, GL e GM+L; # p < 0,05 versus GM e GM+L.

A imunoexpressdo do VEGF foi detectada tanto nas células presentes no citoplasma e
nas paredes dos capilares. Foi possivel observar que o GL foi 0 grupo que apresentou a maior
expressao do VEGF. Os grupos GM e GM+L apresentaram similaridade nos resultados de
expressao, apresentando-a de maneira moderada. O GC apresentou a menor expressao, quando
comprado aos demais grupos avaliados, evidenciando com isso um atraso no processo de

cicatrizacdo (Figura 24).
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Figura 24. - Imunohistoquimica do VEGF: (A) grupo controle; (B) grupo tratado com
membrana de celulose bacteriana pura; (C) grupo tratado com LLLT na fluéncia de 25 J/cm?;
(D) grupo tratado com membrana de celulose bacteriana pura e LLLT na fluéncia de 25 J/cm?.

As setas indicam a imunomarcag&o dos vasos no tecido. (Coloragdo: HE, Barra=40um).

Os resultados da andlise semi-quantitativa do VEGF demonstrados na figura 25.
confirmam os resultados achados na analise descritiva, que revelou uma diferenca
estatisticamente significativa da imunoexpressdao do VEGF no GL, quando comparado ao GC
e a0 GM+L. Quando o GL foi comparado ao GM, ndo foram observadas diferencas estatisticas

significativas, assim como quando comparamos 0s grupos GC, GM e o GM+L.
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Figura 25. — Analise semi-quantitativa do VEGF determinada através de score. (GC) - grupo
controle; (GM) - grupo membrana de celulose bacteriana pura; (GL) - grupo tratado com LLLT
na fluéncia de 25 J/cm?; (GM+L) - grupo tratado com membrana de celulose bacteriana pura e

LLLT na fluéncia de 25 J/cm?. * p < 0,05 versus GC.

7.5 DISCUSSAO

Este estudo investigou dois métodos de tratamentos diferentes avaliados isoladamente
e de forma associada em queimaduras de terceiro grau em ratos. Considerando que lesdes
extensas classificadas como de terceiro grau promovem dano tecidual significativo, é
importante 0 uso de protocolos que associem propriedades de prevencdo e protecéo,
encontrados nos curativos bioldgicos, com propriedades capazes de estimular o processo de
cicatrizacdo, como as encontradas com a aplicagdo da LLLT. A literatura atual mostra
resultados benéficos da utilizacdo da LLLT em queimaduras de terceiro grau, porem ainda séo
escassas as informacdes em relacdo ao uso das membranas de celulose bacteriana como

curativos biolédgicos, bem como seu uso associado a LLLT.
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Alguns dos aspectos considerados relevantes em cada fase do processo de cicatrizacao
foram avaliados neste estudo. Os resultados demonstraram diferencas significativas em relacdo
a evolucdo do processo de reparo tecidual apresentada em cada um dos grupos experimentais
avaliados. Isto reforca, que cada tratamento proposto foi capaz de fornecer mecanismos e
estimulos diferentes ao ambiente biologico da lesdo que influenciam diretamente as
caracteristicas encontradas no tecido.

No décimo dia de tratamento, é esperado, no ambiente da lesdo, evidéncias do inicio do
processo proliferativo, seguido de formacéo de tecido de granulacéo e sintese de colageno, que
fardo parte da estrutura do novo tecido. Além disso, a avaliacdo da espessura da epiderme,
infiltrado inflamatorio e imunoexpressédo da COX-2 podem contribuir para o entendimento da
evolucdo do processo, uma vez gque a presenca desses fatores sugere atraso ou inadequada
evolucdo da cicatrizacdo (TRAJANO et al., 2015; LEE et al., 2003; REINKE;SORG, 2012;
BUSUIOC et al., 2013; BLOMME et al., 2003; FUTAGAMI, et al., 2002; MARTIN, 1997).

Foi evidente em nosso estudo, que apesar de ndo possuir foco de contaminagao, 0s
resultados apresentados pelo GC seguiram este padrdo, demonstrando ao décimo dia, tecido
fibroso e espessa epiderme, que caracterizam o atraso no processo de cicatrizagdo. Os grupos
que receberam tratamento com membranas de celulose bacteriana e LLLT isoladamente bem
como associados demonstraram caracteristicas teciduais diferentes daquelas observadas no
grupo controle, o que justifica que os tratamentos auxiliaram o processo de cicatrizacéo.

Portanto, os resultados obtidos entre os grupos GL e GM+L, que receberam a aplicacéo
da LLLT, apresentaram similaridade entre si, e estdo de acordo com os achados de Fiorio et al.
(2013) e Rabelo et al. (2006), que avaliaram os efeitos moduladores da inflamagdo em lesdes
consideradas de espessura total, e observaram que a LLLT promoveu o estimulo pro-
inflamatorio, por recrutar um maior nimero de celulas no local da lesdo. Cabe destacar que a

quantidade do infiltrado inflamatdério remete diretamente ao aumento da atividade de
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neutrofilos e macrdfagos, que contribuem com maior atividade fagocitaria e liberagéo de fatores
de crescimento, considerados fundamentais para a rapida resolucéo desta fase (MARTIN, 1997;
REINKE; SORG, 2012).

Além disso, estudos que investigam a acdo da LLLT no processo de cicatrizacdo de
feridas, enfatizam que a acdo da luz laser, além de acelerar o processo de reparo tecidual por
modular a resposta inflamatoria (MEIRELES et al., 2008; RENNO et al., 2011; GONCALVES
etal., 2013; NUNEZ etal., 2013; SILVA et al., 2010), é capaz de atuar sobre fatores interligados
ao restabelecimento vascular, relacionados diretamente ao processo de angiogénese (BOSSINI
etal., 2009; DANTAS et al., 2011; COLOMBO et al., 2013; NUNEZ et al., 2013).

Nos casos de queimaduras de terceiro grau, trabalhos prévios como os de Colombo et
al (2013) e Nufez et al. (2013) que utilizaram como tratamento a LLLT, demonstram tais efeitos
positivos sobre o processo de angiogénese, comprovado através da presenca do maior nimero
de vasos sanguineos no local da lesdo. Em nosso estudo, os resultados encontrados em GL
corroboram com os achados prévios, onde foi detectado ndo somente a maior quantidade de
vasos, como também a maior expresséo do fator VEGF, primordial ao estimulo da angiogénese.

E importante ressaltar que resultados similares a estes foram encontrados no GM+L, o
que significa que a membrana de celulose bacteriana ndo interferiu na transmissdo da
quantidade de luz depositada no tecido, pois a expressdo do fator VEGF foi igualmente
manifestado. Porém, apesar de ndo ter sido encontrada diferencas estatisticamente significativas
no nimero de vasos apresentados por estes dois grupos, € evidente que o GL foi o grupo que
apresentou os melhores resultados neste sentido. Assim, os efeitos proporcionados pela LLLT
como modulacédo da resposta inflamatoria, estimulo a proliferagédo celular e restabelecimento
da microcirculagdo local estdo de acordo com os estudos de Renno et al. (2009), porém

contradizem outros como os de Nufiez et al. (2013) e Fidrio et al. (2014) que relatam encontrar
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efeitos positivos relacionados a modulacdo da inflamagdo e sintese de colageno, com a
aplicacdo de valores de fluéncia significativamente menores.

Outro importante aspecto que deve ser ressaltado é a sintese das fibras de colageno, pois
qualquer problema detectado na sintese ou auséncia de sintese, resulta em quadros de cicatrizes
consideradas patoldgicas com alto contetdo de tecido fibroso (PESSOLATO et al., 2011).

Apesar dos grupos GM, GL e GM+L aparentemente apresentarem uma melhor
disposicao das fibras de colageno na derme, nenhuma diferenca estatisticamente significativa
foi encontrada na deposicao e organizacdo de fibras de colageno entre 0s grupos experimentais
avaliados neste estudo. Estes achados contradizem os trabalhos de (MEDRADO et al., 2003;
NOVAES et al., 2014; GONCALVES et al., 2013) que avaliaram a a¢do do LLLT no processo
de reparo tecidual e observaram maior conteudo de fibras de coldgeno nos grupos tratados
guando comparado ao controle. Meireles et al. (2008) avaliaram a acdo da LLLT (660 nm) e
20J/cm? em queimaduras de terceiro grau em ratos diabéticos, e relataram aumento na sintese
de colageno. Porém, é necessario ressaltar que neste caso as condi¢cbes metabdlicas do animal,
diferem daquelas apresentadas em nosso estudo, apesar do fato de que os parametros utilizados
em ambos os estudos serem semelhantes.

Os resultados apresentados em nosso estudo pelo GM, corroboram os resultados
prévios encontrados por Fu et al. (2012) e Portal; Clark; Levinson (2009), que avaliaram a a¢do
da celulose bacteriana em feridas cronicas e observaram resultados satisfatorios com a aplicagédo
do biomaterial, que proporcionou a diminuicdo do infiltrado inflamatério e consequente
reepitelizacdo, sem apresentar nenhum foco de infeccéo, quando comparado ao grupo controle
e a outros métodos de tratamentos como curativos convencionais e enxertos. Assim, fica
evidente que a membrana de celulose bacteriana foi um recurso biocompativel e atuante na
protecdo do ambiente da ferida, e isso contribuiu para o rapido progresso da fase inflamatoria

para a segunda fase do processo, a proliferacao.
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Diante os resultados apresentados, € pertinente ressaltar que apesar dos grupos tratados
com a LLLT terem atuado como estimulador da resposta inflamatdria favorecendo a migracao
celular local para a formacéo do tecido de granulacéo, o resultado encontrado no grupo tratado
apenas com a membrana apresentou um padréo histologico compativel com um estagio mais
avancado de reparo tecidual.

Como este é um estudo transversal, com a avaliacdo do processo em um unico periodo
experimental, ndo foi possivel o0 acompanhamento de cada fase distinta decorrida durante o
processo de cicatrizacdo como um todo, e assim alguns aspectos de avaliacao e de conclusédo
da sua evolucao apresentam-se restritos. Com isso, fica evidente que ha a necessidade de outros
estudos que avaliem esta associacdo de tratamentos em diferentes periodos experimentais.

Assim, concluimos que os tratamentos propostos neste estudo demonstraram resultados
positivos por estimular de maneiras diferentes o processo de cicatrizacdo. Porém, na
comparacéo dos tratamentos avaliados, apesar da LLLT ter apresentado os devidos efeitos pro-
inflamatorios que modulam a resposta inflamatoria e auxilia a regeneragdo tecidual, a acdo
isolada das membranas de celulose bacteriana como curativos bioldgicos demonstrou vantagens
de tratamento, sendo biocompativel, seguro e eficaz, a nivel de proteger e favorecer o ambiente

celular e otimizar o tempo de tratamento de queimaduras de terceiro grau em ratos.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo revelou caracteristicas relevantes sobre as duas abordagens de
tratamentos utilizadas (membranas de celulose bacteriana e LLLT), que sugerem caracteristicas
positivas de atuagcdo no ambiente celular e, consequentemente, no processo de cicatrizacao.
Diante das analises realizadas ficou evidente que a LLLT promoveu a modulacéo da resposta
inflamatoria, o que esta diretamente relacionado ao estimulo da migracéo celular, que auxilia a
rapida resolucdo desta fase com melhor restabelecimento da microcirculacdo local. Porém, na
comparacdo das caracteristicas morfoldgicas apresentadas pelos tecidos nos grupos que
receberam tais tratamentos, foi possivel concluir que o GM obteve o melhor resultado em
relacio a evolugdo do processo de cicatrizagdo. E importante ressaltar, que além dos aspectos
positivos encontrados no estudo, duas importantes limitagdes foram diagnosticadas. A primeira
é relacionada a lesdo, que apesar de apresentar profundidade ideal e ser classificada como
queimadura de terceiro grau, tinha pequena extenséao, devido a preocupacao ética com o uso do
animal. A segunda limitacdo deve-se ao fato de que o trabalho foi elaborado de forma a ser um
estudo transversal, com avaliacdo pontual em apenas uma das fases que compdem 0 processo
de cicatrizacdo, e assim sendo, ndo é possivel descrever e/ou avaliar a sequéncia de todos 0s
eventos biol6gicos pertencentes ao processo.

Porém, cabe ressaltar que tais limitacbes ndo afetam diretamente os achados, apenas
expdem a necessidade de investigagdes futuras que explorem com maior detalhamento as fases
do processo, bem como a agdo de tais tratamentos, que podem ser evidenciados com 0s N0sSs0s
resultados.

Assim, com base nos resultados obtidos nos trés estudos apresentados acima foi possivel
concluir:
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- A aplicacdo das membranas de celulose bacteriana em seu estado puro e acrescida de
lidocaina atuaram como efetivos curativos bioldgicos capazes de proteger o ambiente da leséo
e auxiliar o processo de cicatrizacao

- A comparacdo de fluéncias e energias diferentes apresentadas neste trabalho foi
importante para elucidar que a maior fluéncia e portanto, maior energia depositada no tecido
foi mais eficaz em estimular as células pertencentes ao processo de cicatrizagcdo contribuindo
assim para um melhor aspecto do processo de cicatrizacdo

- A associagdo dos tratamentos propostos (membranas de celulose bacteriana pura e
LLLT) demonstrou resultados parecidos aos encontrados somente com o uso da LLLT, porém
apresentou diferencas na morfologia apresentada pelo tecido quando comparada somente ao

tratamento com as membranas

9. PERSPECTIVAS FUTURAS

Quanto as perspectivas futuras, fica evidente a necessidade de estudos futuros cuja
construcdo seja longitudinal, e direcione sua avaliacdo sobre cada fase do processo de
cicatrizacdo individualmente, promovendo assim respostas referentes a evolucdo do processo
como um todo. Além disso, estes trabalhos devem explorar tais tratamentos (membranas de
celulose bacteriana e LLLT) em lesGes mais extensas, que simulem uma cicatrizacdo critica.
Com isso, sera possivel desenvolver um melhor entendimento do comportamento e evolucao
do processo de cicatrizagdo como um todo em queimaduras de terceiro grau em ratos, bem

como o melhor momento de intervir utilizando estes dois tipos de tratamento.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAQ CARLOS
PRO-REITORIA DE PESQUISA

» Comissdo de Etica no Uso de Animais
UFL:'IO-,-T, Via Washinglon Luis, km. 235 - Caixa Posial 676
Fones: (016) 3351.8025/ 3351.9679
Fax: (016) 3351.8025
CEP 13580-970 - Sao Carios - SP - Brasil

ceua@ufscar.br - www.propq.ufscar.br

Parecer da Comissao de Etica no Uso de Animais
n° 022/2013

Protocolo n®. 022/13

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de S3o Carlos -
CEUAJUFSCar APROVOU o projeto de pesquisa intitulado “Efeifos da terapia laser de
baixa intensidade e de membranas de celulose bacteriana no tratamento de
queimaduras de terceiro grau em ratos”, submetido pela pesquisadora Patricia
Brassolatti.

Sao Carlos, 11 de setembro de 2013

\ g1 4 e <. .
/r‘l-.- ] '(.Lt"u —— f € \'{t')-’ R Uhuaare? LA e <‘ o
v .

Profa. Dra. Azair Liane Matos do Canto de Souza

Presidente da Comissao de Etica no Uso de Animais
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LAUDO PATOLOGICO
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LAUDO HISTOPATOLOGICO

Material: Pele de rato. Foram recebidas 3 (trés) amostras identificadas como R, RZ e R3.

Cada amostra possui 3 laminas coradas pela hematoxilina-eosina, numeradascomo 1,3e5; 2

laminas coradas pelo picro-sirius e numeradas como 2 e 4.

Objetivo: verificar o nivel da lesdo provocada por queimadura térmica em pele do dorso de
rato. Na amostra R’ foi utilizada a temperatura de 150°C e nas amostras R? e R* 170°C.

As queimaduras sao graduadas em 1° grau, 2° grau e 3° grau conforme o nivel de acometimento da
lesao na pele:

1° grau: Ocorre necrose de coagulagdo na epiderme superficial com preservacao da epiderme inferior,

mantendo a camada basal intacta.

2° grau: Presenca de bolha subepidérmica, necrose da epiderme com comprometimento parcial dos
anexos, ficando intacta sua porgdo inferior e necrose parcial da derme. Em estddio mais avangado ha
area de inflamagao entre a porgao lesada e a porgao sa.

3° grau: Ha necrose total da derme com destruigdo de todos anexos. A necrose de coagulagdo pode se

estender ao tecido subcutaneo e muscular.

Avaliagdo das amostras enviadas:

Amostra R": As laminas identificadas como 1, 2 e 3 apresentam o mesmo padrdo de lesdo.
- Necrose total da epiderme e seus anexos.

- Presencga de bolha intra e subepidérmica.

- Necrose de derme superficial, intermediaria e profunda.

- Vasocongestao na derme profunda.

- Coloragao de picro-sirius nas laminas 2 e 4 demonstra necrose de coagulagao da derme
corada em vermelho .

Amostra R%: As laminas identificadas como 1, 2 e 3 apresentam o mesmo padrdo de lesdo.
- Necrose total da epiderme e seus anexos.

- Presencga de bolha intra e subepidérmica.

- Necrose de derme superficial, intermedidria e profunda.

- Vasocongestdo na derme profunda.

K 5,

128

PATOLOGIA CIRURGICA E CITOPATOLOGIA

zete Lopes Guilherme Dr. Michel Antonio Kiyota Moutinho Dr. Richard Augusto Ribeiro



129

S====== PATOLOGIA CIRURGICA E CITOPATOLOGIA

Dra. Elizete Lopes Guilherme Dr. Michel Antonio Kiyota Moutinho Dr. Richard Augusto Ribeiro

- Coloragdo de picro-sirius nas laminas 2 e 4 demonstra necrose de coagula¢do da derme
corada em vermelho .

Amostra R3: As laminas identificadas como 1, 2 e 3 apresentam o mesmo padrao de lesdo.
- Necrose total da epiderme e seus anexos.

- Presencga de bolha intra e subepidérmica.

- Necrose de derme superficial, intermediaria e profunda.

- Vasocongestao na derme profunda.

- Coloragao de picro-sirius nas laminas 2 e 4 demonstra necrose de coagulagdo da derme
corada em vermelho .

CONCLUSAO:

As trés amostras R, R? e R? apresentam o mesmo nivel de les3o, classificadas como
QUEIMADURAS GRAU II1.

i L.t G A

Dra. Elizete Lopes Guilherme

Médica - Patologista
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E-mail recebido em 10/07/2015 do periddico “Journal of Tissue Viability” apontando a
submisséo do artigo intitulado “Biological dressings bacterial cellulose-based for the tretment
on third-degree burns in rats” (ESTUDO I)

A manuscript number has been assigned: JTV-D-15-00045 Entrada  x =
Journal of Tissue Viability <jtv@elsevier com= 10 de jul - =
para mim, pattyb-fisio |=

-":'FA inglés = > portugués =  Traduzir mensagem Desativar para: inglés x

Ms. Ref. No.: JTV-D-15-00045

Title: Biological dressings bacterial cellulose-based for the treatment on third-degree bumns in rats.
Journal of Tissue Viability

Dear Ms. Patricia Brassolatti,

Y our submission "Biclogical dressings bacterial cellulose-based for the treatment on third-degree bumns in rats.” has been assigned
manuscript number JTV-D-15-00045.

Below are the instructions on how to track your submission:

1. Go to this URL: hitp://ees elsevier com/jiw

2. Enter your login details

3. Click [Author Login]
This takes you to the Author Main Menu.

4. Click [Submissions Being Processed]
Thank you for submitting your work to Journal of Tissue Viability.
Kind regards,

Journal of Tissue Viability
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E-mail recebido em 05/07/2015 do peridodico “Microscopy Research and Techiniques”
apontando a submissao do artigo intitulado “Comparative effects of two different doses of low-
level laser therapy on wound healing third-degree burns in rats” (ESTUDO II)

MRT-15-189 successfully submitted Entrada  x = B
jemt@wiley.com por manuscriptcentral.com 5 de jul - v
para mim [«

BEA inglés = » portugués ¥ Traduzir mensagem Desativar para: inglés x

05-Jul-2015

Dear Ms. Brassolatti,

Your manuscript entitled "Comparative effects of two different doses of low-level laser therapy on wound healing third-degree burns in rats”
has been successfully submitted online and is presently being given full consideration for publication in Microscopy Research and
Technigue.

Your manuscript number is MRT-15-189. Please mention this number in all future correspondence regarding this submission.

You can view the status of your manuscript at any time by checking your Author Center after logging into hitps://mc.manuscriptcentral.
com/mrt. If you have difficulty using this site, please click the 'Get Help Mow’ link at the top right comner of the site.

Thank you for submitting your manuscript to Microscopy Research and Technique.

Sincerely,
Microscopy Research and Technique Editorial Office
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E-mail recebido em 14/10/2015 do periddico “Journal of Applied Biomaterials and Functional
Materials” apontando a submissao do artigo intitulado “Effects of associated bacterial cellulose
membrane and low-level laser therapy on third-degree burn wound healing in rats” (ESTUDO

1)

JOURNAL OF APPLIED BIOMATERIALS AND FUNCTIONAL MATERIALS | Submission = H
confirmation: JABFM-D-15-00162 Entrada x
JABFM Editorial Office <em@editorialmanager.com>= 09:56 (Ha 3 minutos) - v
para mim [+
}:.CA inglés = » portugués = Traduzir mensagem Desativar para: inglés x

Dear Dr Brassolatti,

This isto confirm receipt of your manuscript as follows:

JABFM-D-15-00162

"EFFECTS OF ASSQCIATED BACTERIAL CELLULOSE MEMBRANE AND LOW-LEVEL LASER THERAPY ON THIRD-DEGREE BURN
WOUND HEALING IN RATS"

Corresponding Author: Dr Patricia Brassolatti

Include the manuscript number in all correspondence with the Journal.

You may check on the progress of your submission by logging in to http://jabfm.edmgr.com/ with your username
(pattyb) and password (brassolatt754777).

Thank you for submitting this article for consideration to the JOURNAL OF APPLIED BIOMATERIALS AND FUNCTIONAL
MATERIALS

With kind regards

Editorial Office
Journal of Applied Biomaterials & Functional Materials



