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RESUMO

Introducdo: A ferida cutdnea ¢ caracterizada pela perda da continuidade do tecido, e pode
ocorrer por multiplos fatores. O processo de cicatrizagdo € complexo e consiste em uma cascata
de eventos celulares e moleculares. A falha de qualquer fase no processo de reparo pode alterar
o processo ou impedir a cicatrizacdo. Objetivo: Investigar o efeito da fotobiodomulagdo laser
com comprimento de onda de 660 ¢ 830 nm em diferentes pontos de aplicagdo na cicatrizagao
de ferida aberta em camundongos. Metodologia: Foram utilizados 120 camundongos, divididos
aleatoriamente em 10 grupos com 12 animais cada. Os animais foram submetidos ao modelo
experimental de lesdo tegumentar do tipo ferida aberta com 1,5 x 1,5 cm. Para a cicatrizacao foi
utilizado a fotobiomodulagdao (FBM) com comprimento de onda de 660 nm e 830 nm, energia
total de 3,6 J, aplicado em 1, 4, 5 ¢ 9 pontos, durante 14 dias consecutivos. Os animais tiveram
suas lesoes fotografadas e a temperatura do local da lesdo foi mensurada através da termografia
com camera FLIR C2 no p6s operatorio imediato, 7 € 14 dias pos procedimento cirurgico. Apoés
a eutanasia, a pele da regido da lesdo foi retirada e avaliada por meio da andlise histoldgica.
Resultados: Na analise macroscopica, na terceira avaliagdo (14 dias PO) houve diferenca
estatistica p<0,05 dos grupos irradiados com a fotobiomodulagdo comparados ao grupo Sham,
exceto o grupo fotobiomodulagdao 830 nm irradiado por 9 pontos. A mensuragdo da espessura da
epiderme evidenciou a diferenca do grupo 830 nm irradiado por quatro, cinco e nove pontos. Em
relagdo a analise do nimero de vasos sanguineos encontrou-se diferenga entre os grupos FBM
830 nm 1 e 5 pontos e o grupo 660 nm 4 pontos em relagdo ao Naive. Na andlise histologica
referente a quantidade de fibroblastos, observou-se diferenga significativa entre os grupos FBM
830 nm e grupo 660 nm (exceto aplicacdo em 9 pontos) em relacdo aos grupos Naive e Sham.
Nao houve diferenga estatistica (p>0,05) entre os grupos avaliados na analise de temperatura da
pele. Conclusio: Na comparacdo dos comprimentos de onda da fotobiomodulagdo o de 830 nm
foi mais eficaz quando comparado aos grupos Naive, Sham e os grupos irradiados pelo laser 660
nm, com destaque para o grupo 5 pontos de aplicacao da FBM, demonstrando melhora na andlise
macroscopica, espessura do epitélio, aumento no numero de vasos e menor nimero de

fibroblastos no 14° de lesdo.

Palavras-chave: Terapia a Laser de Baixa Intensidade; Camundongos; Cicatrizagao; Histologia;

Ferimentos e lesOes.



ABSTRACT

Introduction: The skin wound is characterized by loss of tissue continuity, and may occur due
to multiple factors. The healing process is complex and consists of a cascade of cellular and
molecular events. Failure of any phase in the repair process may alter the process or prevent
healing. Objective: To investigate the effect of 660 and 830 nm wavelength laser
photobiodomulation at different application points on open wound healing in mice. Methods:
120 mice were randomly divided into 10 groups with 12 animals each. The animals were
submitted to the experimental model of 1.5 x 1.5 cm open wound type cutaneous lesion. For
healing was used photobiomodulation (FBM) with wavelength of 660 nm and 830 nm, total
energy of 3.6 J, applied at 1, 4, 5 and 9 points for 14 consecutive days. The animals had their
lesions photographed and the temperature of the lesion site was measured by thermography with
FLIR C2 camera in the immediate postoperative period, 7 and 14 days after the surgical
procedure. After euthanasia, the skin of the lesion region was removed and evaluated by
histological analysis. Results: In the macroscopic analysis, in the third evaluation (14 days PO)
there was a statistical difference p <0.05 of the photobiomodulation groups compared to the Sham
group, except for the 830 nm photobiomodulation group irradiated by 9 points. The measurement
of epidermis thickness showed the difference of the 830 nm group irradiated by four, five and
nine points. Regarding the analysis of the number of blood vessels, a difference was found
between the FBM 830 nm 1 and 5 points groups and the 660 nm 4 points group in relation to
Naive. In the histological analysis regarding the amount of fibroblasts, a significant difference
was observed between the FBM 830 nm and 660 nm groups (except 9 point application) in
relation to Naive and Sham groups. There was no statistical difference (p> 0.05) between the
groups evaluated in the skin temperature analysis. Conclusion: The comparison of the
wavelengths of the photobiomodulation at 830 nm was more efficient when compared to Naive,
Sham and the groups irradiated by 660 nm laser, with emphasis on the group 5 application points
of the FBM, demonstrating improvement in the macroscopic analysis, thickness of the

epithelium, increase in the number of vessels and less number of fibroblasts in the 14th of lesion.

Key-words: Photobiomodulation Therapy; Mice; Healing; Histology; Wounds and injuries.
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1 INRODUCAO

As feridas cutaneas sdo caracterizadas como uma alteragdo anatdOmica na integridade
da pele causadas por ruptura celular e ocorrem devido multiplos fatores, como hipdxia, trauma
ou pressdo (Campos, A. C. L. et al., 2007; Shah e Amini-Nik, 2017). As lesdes do sistema
tegumentar podem ser ocasionadas de forma aguda, tais como as feridas operatdrias, lesdes
traumaticas e ferimentos corto-contusos, ou de forma tardia, destacando-se as lesdes por pressao
e as ocasionadas intencionalmente como os enxertos ou retalhos cutaneos que sao utilizados
nos procedimentos cirurgicos. Independente de como sdo ocasionadas, todas essas lesdes
necessitam de manejo apropriado, para minimizar o risco de infec¢des, necrose tecidual e
cicatrizes hipertréficas (Lanzafame et al., 2013; Das Neves et al., 2017).

A cicatrizacdo tecidual pode ser prejudicada por fatores locais como isquemia,
infeccdo, pressdo tecidual elevada ou fatores sistémicos, imunossupressdo, diabetes melito,
hipotireoidismo e tabagismo (Campos, A. C. L. et al., 2007) .

Os tratamentos de lesdes teciduais tem como objetivo reduzir o tempo de cicatrizagao
e melhorar o aspecto do resultado cicatricial. Como formas de tratamentos pode-se citar o
desbridamento da ferida, uso de curativos, medicamentos (Zielins ef al., 2015; Norman et al.,
2016), suplementacdo nutricional para individuos desnutridos, alivio de pressdo com as
mudancgas de decubito (Reddy ez al., 2008), terapia a vacuo (Han e Ceilley, 2017), ondas de
choque extracorpérea (Zhang et al., 2017), estimulacdo elétrica de alta voltagem (Neves ef al.,
2016; Bora Karsli et al,, 2017; Khouri et al., 2017), ultrassom (Reddy et al, 2008),
radiofrequéncia (Chen et al., 2017; Nicoletti et al., 2017) e a fotobiomodulagao (Dungel et al.,
2014; Machado et al., 2017).

Em relagdo aos diversos tratamentos para as lesdes teciduais a fotobiomodulacdo
destaca-se como um aliado na cicatrizagao de feridas devido seu efeito fotobiomodulador, que
acelera o processo de reparagao do tecido, ocasionando a redugdo da reagdo inflamatoria e
melhora da velocidade no processo de reparo dos tecidos moles. Sua irradiacdo nos tecidos
lesados desencadeia uma série de efeitos fisiologicos devido a absor¢ao da energia dos fotons
pelos fotorreceptores, como por exemplo, os croméforos. Quando essa energia interage com as
células, provoca a ativacao de algumas fung¢des, como o aumento na producdo de ATP
mitocondrial devido a absor¢ao da luz pela citocromo ¢ oxidase, acarretando na fotodissociagao
do 6xido nitrico e a proliferagdo de diversas de células, promovendo efeitos anti-inflamatdrios.
Além disso, induzem os fatores de transcri¢ao, dentre os quais estdo o fator nuclear Kappa B

(NF-kB), fator de ativacao de transcri¢ao (AMP-c) e fator de hipoxia redutivel (HIF-1). Esses
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fatores de transcri¢do irdo desencadear o aumento da proliferagdo-migracao e diferenciacao
celular, modulagdo de citocinas, produ¢do de fator de crescimento e deposi¢do de matriz
extracelular (Karu et al., 2005; De Oliveira et al., 2008; Lins et al., 2010; Andrade Fdo et al.,
2014; Sousa et al., 2015; De Freitas e Hamblin, 2016).

Diante do exposto, as perguntas de pesquisa sdo: (1) Qual comprimento de onda da
fotobiomodulagao laser ir4 acarretar em melhores resultados? (2) O niimero de pontos interfere

na melhora cicatricial na lesdao tegumentar aberta?

1.1 HIPOTESE

A hipotese desta pesquisa € que a fotobiomodulacao aplicada em quatro e cinco pontos
sera mais efetiva na cicatrizagdo e a viabilidade do tecido tegumentar.
Um segunda hipotese ¢ a maior efetividade da fotobiomodulagcdo comprimento de

onda de 660 nm.

1.2 JUSTIFICATIVA

Atualmente varios estudos sdo realizados com a finalidade de investigar a acdo dos
agentes eletrofisicos no processo cicatrizagao tecidual, dentre os recursos mais utilizados esta
a fotobiomodulagdo laser. Porém, existe uma variedade de pesquisas com diversos parametros
no tratamento para a regeneragao e viabilidade na cicatrizagao das lesdes tegumentares sem que
haja um consenso ou janela terapéutica descrita, além da falta de estudos relacionados a
aplicacdo de nimero de pontos diferentes nas lesdes. Assim, o presente estudo € necessario para
investigar a fotobiomodulagdo com o intuito de observar a diferenga no comprimento de onda
e deposicdo de energia, além de investigar a acdo de aplicacdo da fotobiomodula¢do em

diferentes nimeros de pontos no local da lesao.

1.3 OBJETIVOS
1.3.1 Objetivo geral

Investigar o efeito da fotobiomodulagcdo com diferentes comprimentos de onda e em

diferentes maneiras de aplicacdo de pontos na ferida cutdnea em camundongos.
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1.3.2 Objetivos especificos

Verificar e comparar o efeito da FBM com comprimentos de onda 660 nm e 830 nm
na cicatrizagdo de ferida aberta em camundongos;
Avaliar e comparar os efeitos da aplicacdo de um, quatro, cinco ou nove pontos de

aplicagao.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 TECIDO CONJUNTIVO

O tecido conjuntivo ¢ composto por células e seu principal componente, a matriz
extracelular, sendo suas principais fungdes a de sustentacdo estrutural e atuacdo na defesa e
protecdo do corpo, além de manter locais de armazenamento de gorduras importantes para

regulacao de temperatura (Woehl e Woehl, 2010; Junqueira e Carneiro, 2011) .

2.2 PELE

A pele é composta por trés camadas, a epiderme (camada superior), a derme (camada
intermediaria) ¢ a hipoderme (camada mais profunda). Apresenta fungdes cruciais como
termorregulagdo, sensibilidade (a pressdo, ao toque, vibracdo), auxilio na prote¢do contra
agressdes exogenas (seja de natureza quimica, fisica ou bioldgica) e protecao imunologica

(Petri, 2009).

2.2.1 Epiderme

Trata-se de um epitélio estratificado, apresentando como célula mais abundante os
queratindcitos. Entretanto, possui ainda mais trés tipos de células: os melandcitos, as células de
Langerhans e as de Merkel (Petri, 2009; Junqueira e Carneiro, 2011).

= Os melanocitos sdo células responsaveis pela pigmentacao da pele. Sua cor resulta de
varios fatores, dentre os quais estdo o seu contetido de melanina e caroteno, quantidade de
capilares na derme e a cor do sangue nestes capilares. A pigmentacdo da pele esta
relacionada com fatores genéticos, ambientais e endocrinos.

= As células de Langerhans localizam-se em toda extensdo da epiderme e sdo capazes de
captar antigenos, processando-os e apresentando-os aos linfocitos T, participando da
estimulacdo destas células. Apresentam também um papel importante nas reagdes
imunologicas cutaneas.

= As células de Merkel sdo mecanorreceptores, responsaveis pela sensibilidade tatil

(Junqueira e Carneiro, 2011).
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2.2.2 Derme

A derme esta localizada entre a epiderme e a hipoderme, fazendo a unido da pele ao tecido
subcutineo ou hipoderme. E um tecido conectivo fibroelastico, apresentando duas camadas, a
papilar (superficial) e a reticular que ¢ mais profunda. A camada papilar € composta por tecido
conjuntivo frouxo, j4 a camada reticular ¢ mais espessa e constituida por tecido conjuntivo
denso. Apresenta trés componentes basicos: os fibroblastos que sao principais células da derme
com importante papel no processo de cicatrizacao; as fibras, em especial colagenos e fibras
elasticas e o terceiro componente ¢ a substancia fundamental, um gel de glicosaminoglicanos

(Petri, 2009; Junqueira e Carneiro, 2011; Sant'anna ef al., 2011).

2.2.3 Hipoderme

E composta de tecido conjuntivo frouxo. Esta camada é responsavel pelo deslizamento
da pele sobre as estruturas as quais ela se apoia. A hipoderme pode apresentar uma camada
variavel de tecido adiposo, que desenvolvida, chama-se de paniculo adiposo, responsavel por
modelar o corpo, servir de reserva de energia e com funcdo termorreguladora (protegendo
contra o frio devido a gordura ser um bom isolante térmico) (Petri, 2009; Junqueira e Carneiro,

2011; Sant'anna et al., 2011).

2.2.4 Diferencas e semelhancas da pele do animal e dos humanos

A pele humana e murina (camundongos) tem as mesmas camadas de cé€lulas na derme
e epiderme, porém diferem muito em espessura. A pele humana ¢ relativamente mais espessa
(em torno de 100 um), mais firme e aderida aos tecidos subjacentes, enquanto a pele dos
camundongos ¢ mais fina (menos de 25 pm) e solta. A camada da epiderme murina contém
somente duas ou trés camadas celulares, o que diminui sua funcdo de barreira e aumenta a
absor¢do percutanea, enquanto a epiderme humana é comporta por cinco a dez camadas
celulares.

A espessura do tecido cutaneo e subcutaneo difere conforme o local, idade, sexo e
nutri¢ao, tanto em camundongos quando em humanos. A derme murina ¢ mais espessa € mais
firme em machos quando comparado as fémeas. J4 a epiderme e o tecido subcutaneo sao mais

espessos nas fémeas do que nos machos. Além disso, os camundongos contém um paniculo



20

carnoso no tecido subcutidneo (camada muscular com importante potencial de contragio),
ausente em humanos, o que influencia a biomecanica da pele (figura 1).

As feridas excisionais dos camundongos sdo fechadas por contragdao em até 90% dos
casos. Como a epiderme humana estd firmemente aderida aos tecidos subcutaneos, a contragao
de ferida ¢ altamente variavel e menos pronunciada do que nos camundongos. Deste modo, as
feridas cutaneas humanas cicatrizam por formagao de tecido de granulagdo e reepitelizagao.

Apesar das diferengas em suas caracteristicas, a cicatrizagdo da pele ¢ semelhante em
humanos e camundongos quando se consideram as fases distintas e sobrepostas de eventos
celulares e moleculares altamente complexos: homeostase, inflamagdo, proliferacio e

remodelagdo (Zomer e Trentin, 2018).

Humanos Camadas Epidérmicas Camundongos

Estrato
Cornéo

Estrato
Granuloso
Camada
Espinhosa Células T epidérmicas
Camada Basal dendriticas (DETCs)

.
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sudoripara éerina

Vasos sanguineos oy g: ,i
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subjacente Camoso

Figura 1: Diferengas e semelhangas entre a pele de humanos e camundongos

Fonte: Adaptado de Zomer e Trentin (2018)
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2.2.5 Células do tecido conjuntivo
2.2.5.1 Fibroblastos

Sao as mais células mais importantes deste tecido, responsaveis pela sintese e secrecao
da matriz extracelular e também pelos processos de cicatrizagdo dos tecidos lesados. Além
disso, estdo envolvidas na producdo de fatores de crescimento que controlam a proliferagdo e a
diferenciagdo celular. As células com intensa atividade de sintese sao chamadas fibroblastos e
as metabolicamente inativas sdo denominadas de fibrocitos (Isaac et al., 2010; Woehl e Woehl,

2010; Junqueira e Carneiro, 2011).
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2.2.5.2 Miofibroblastos

Estas células sdo consideradas fibroblastos modificados. Sdo abundantes em areas de
cicatrizagdo de lesdes e contém grande quantidade de actina e miosina, importantes na

contracdo da lesao (Woehl e Woehl, 2010; Medeiros e Dantas-Filho, 2017).

2.2.5.3 Macroéfagos

E a principal célula do reparo tecidual, degradando e removendo componentes do tecido
conjuntivo danificado, como coldgeno, elastina e proteoglicanas, fagocitando agentes
infecciosos/corpos estranhos presentes na area da lesdo e participam também da resposta
imunoldgica, liberando citocinas e fatores quimiotaticos que participam da cascata inflamatéria

(Mendonga e Coutinho-Netto, 2009; Junqueira e Carneiro, 2011).

2.2.5.4 Mastocitos

Estas células colaboram com reagdes imunes, os granulos do seu citoplasma contém
histamina, citocinas e prostaglandinas. Sua degranulagdo acarreta aumento da permeabilidade
vascular, ativagdo celular, deposicao de colageno, e remodelacdo dos tecidos em cicatrizagao

(Pereira et al., 2010; Junqueira e Carneiro, 2011; Medeiros e Dantas-Filho, 2017).

2.2.6 Matriz extracelular

A matriz extracelular confere nutricdo e substrato para organizagao e atuagao das células

do tecido conjuntivo que estao dispostas neste meio (Junqueira e Carneiro, 2011).

2.2.6.1 Fibras colagenas

A fibra colagena ¢ o principal componente fibrilar da matriz extracelular, além de ser o
principal tipo de fibra encontrado na maioria dos tecidos de sustentagdo. Os tipos de fibra
coldgena estdo descritas abaixo:

= Colageno I: E o tipo de colageno mais abundante no tecido conjuntivo, sendo capaz de
formar fibras espessas, as quais conferem resisténcia aos tecidos. Possui orientacdo e

ligacdes cruzadas. Funcido: resisténcia a tensao.
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= Coléageno II: fibrila estruturada em forma de corda, um dos principais tipos encontrados
nos tecidos. Funcao: resisténcia a pressao.

= Colageno III: forma delicadas fibrilas, sendo o principal constituinte das fibras
reticulares. Funcdao: manutengao da estrutura de 6rgaos expansiveis.

= Colageno I'V: ndo forma fibrilas, mas uma rede restrita 4 formagdo de membranas basais.

Funcdo: suporta estruturas delicadas (Woehl e Woehl, 2010; Junqueira e Carneiro, 2011).

2.2.6.2 Fibras elasticas

As fibras elésticas sdo constituidas pela proteina elastina e a fibrilina, sendo esta ultima
responsavel por organizar a deposi¢do da elastina secretada. Essas fibras sdo responsaveis por
conferir elasticidade aos tecidos, permitindo que se retraiam e se estirem, sem comprometer sua

forma original (Woehl e Woehl, 2010; Junqueira e Carneiro, 2011).

2.2.6.3 Fibras reticulares

E constituido por fibras finas, formada predominantemente por colageno tipo III. Forma

uma delicada rede de sustentagao reticular (Woehl e Woehl, 2010; Junqueira e Carneiro, 2011).

2.2.7 Tecido adiposo

O tecido adiposo ¢ um tecido conjuntivo especial formado predominantemente de células
adiposas ou os adipocitos e € fortemente irrigado por uma rede de capilares. E considerado a

maior reserva de energia do corpo (Woehl e Woehl, 2010; Junqueira e Carneiro, 2011).
2.3 CICATRIZACAO DO TECIDO TEGUMENTAR (PELE)

A lesdo na pele desencadeia diversos eventos bioquimicos que visam restabelecer as
integridades vascular e celular. Durante o processo cicatricial, o tecido encontra-se vulneravel
a diversos fatores que podem interrompé-lo. A falha de qualquer fase no processo de reparo

pode alterar o processo ou impedir a cicatrizagdo (Santos et al., 2014).
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A cicatrizagdo ¢ um processo fisioldgico que consiste em uma cascata de eventos
celulares e moleculares visando a restauragao da continuidade dos tecidos. Faz-se necessario o
conhecimento das fases da cicatrizagdo para compreender os efeitos possiveis do tratamento

em cada uma delas.

2.3.1 Fases da cicatrizacao

2.3.1.1 Fase inflamatodria ou exsudativa

A primeira fase inicia-se apos a lesdo e ruptura de vasos sanguineos, com liberagdo de
substancias vasoconstritoras, principalmente prostaglandinas, e extravasamento de sangue. A
lesdo de vasos sanguineos ¢ seguida pela ativacdo da cascata de coagulacdo estimulada pelo
endotélio lesado e as plaquetas, as quais apresentam um papel fundamental na cicatrizagdao. O
coagulo ¢ formado por colageno, plaquetas e trombina, formando um reservatério proteico para
produgdo de citocinas e fatores de crescimento, potencializando seus efeitos. Dessa forma,
ocorre a quimiotaxia (migra¢do de neutréfilos para a ferida), em resposta a inflamacdo com
inicio da vasodilatagdo e aumento da permeabilidade vascular.

Durante a fase inflamatéria ocorre o recrutamento de macréfagos e neutrofilos.
Primeiramente ocorre a chegada dos neutrofilos ao local de lesdo que ira produzir radicais livres
para auxiliar na destruicao bacteriana, sendo gradativamente substituidos por outras células de
defesa denominadas de macrofagos. Estes apresentam papel fundamental no término do
desbridamento iniciado pelos neutréfilos e sua maior contribui¢do ¢ a secre¢do de citocinas e
fatores de crescimento, além de contribuirem na angiogénese e sintese de matriz extracelular,
essenciais na transi¢do da segunda fase, a proliferativa (Balbino et al., 2005; Campos, A. A. G.

D. et al., 2007; Campos, A. C. L. et al., 2007).

2.3.1.2 Fase proliferativa

Esta fase ¢ caracterizada por quatro etapas: epiteliza¢do, angiogénese, formacdo do
tecido de degranulagdo e deposi¢do de colageno. A primeira etapa pode ocorrer de duas
maneiras e esta relacionada com a membrana basal, que se estiver intacta, as camadas normais
da epiderme sdo restauradas e se estiver lesada, as células proliferam-se buscando o
restabelecimento da barreira protetora. A segunda etapa, a angiogénese, ¢ caracterizada pela
migracdo de células endoteliais e formacdo de capilares. Durante as ultimas fases, os

fibroblastos sdo as principais células presentes e sdo responsaveis, apoOs ativados, a produzirem
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coladgeno do tipo I e converterem-se em miofibroblastos, que proverdo a contragdo da ferida

(Balbino et al., 2005; Campos, A. A. G. D. et al., 2007; Campos, A. C. L. et al., 2007).

2.3.1.3 Fase de maturagdo ou remodelagem do colageno

E a fase final de cicatrizagio de uma ferida e tem como principal caracteristica a
deposicao organizada do colageno. Em um momento inicial, o coldgeno produzido ¢ mais fino
e tem orientacao paralela a pele. Com o passar do tempo ocorrem mudangas, o coldgeno inicial
¢ reabsorvido e substituido por coldgeno mais espesso e organizado ao longo das linhas de
tensao, refletindo no aumento da forca ténsil da ferida. O sucesso da cicatrizagdo ocorre quando
ha o equilibrio entra a sintese da nova matriz e a lise da antiga matriz (Balbino et al., 2005;

Campos, A. A. G. D. et al., 2007; Campos, A. C. L. et al., 2007).

2.3.2 Fatores que interferem na cicatrizagao

O processo de cicatrizagao pode ser afetado por fatores locais, sistémicos e por conduta

inadequada.

2.3.2.1 Fatores locais

Esté relacionada com a localizagdo da ferida, infeccdo bacteriana local, profundidade
da ferida, isquemia, edema, corpo estranho, trauma, ambiente seco, necrose tecidual, técnica
cirtirgica e pressao tecidual aumentada (Campos, A. A. G. D. et al., 2007; Campos, A. C. L. et
al.,2007).

2.3.2.2 Fatores sistémicos

Esses fatores estdo relacionados ao individuo como idade, nutricdo (deficiéncia
vitaminica), doencas cronicas associadas, insuficiéncias vasculares, lesdo por pressdo,
hipotireoidismo, doengas hereditarias, queimaduras, trauma grave, sepse, tabagismo e uso de
medicamentos sist€émicos, como antiinflamatorios, antibidticos, corticoesteroides e agentes
quimioterapicos, uso de sabdo tensoativo (detergente, por exemplo) na lesdo cutanea aberta e
solugdes anti-sépticas, gerando acgdo citolitica e morte celular. (Campos, A. A. G. D. et al.,

2007; Campos, A. C. L. et al., 2007).
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2.4 EPIDEMIOLOGIA
2.4.1 Lesoes agudas

Feridas agudas sdo aquelas ocasionadas de maneira traumatica ou cirurgica, evoluindo
no processo cicatricial em tempo previsivel, a partir do momento da lesdo até o seu fechamento.
Essas feridas correspondem a maioria das lesdes da pele, conforme realizacao de mais de 110
milhdes de incisdes cirurgicas por ano em todo o mundo. Feridas traumadticas ocorrem a uma

taxa de 1,6 milhdo de casos por ano (Santos et al., 2014).

2.5 FOTOBIOMODULACAO LASER (FBM)

A fotobiomodulacdo compreende o laser (luz amplificada por emissdo estimulada de
radiagdo) e Led (diodo emissor de luz). Essa nomenclatura foi proposta em 2014 durante uma
Conferéncia da Associacdo Norte Americana de terapia por luz e a Associagdo Mundial de
terapia por Laser com o intuito de diferenciar esse tipo de internvencao das demais fototerapias
buscando um consenso referente a nomenclatura mais adequada. Em 2015, o termo terapia de
fotobiomodulacao foi reconhecido. Esse nome faz referéncia aos efeitos causados pelo laser, de
modulagdo celular através da luz (Malta, 2017).

Atualmente, os beneficios da fotobiomodulacao (FBM) no processo de cicatrizagdo de
feridas tem ganho um grande espago e atencdo. A FBM estimula a atividade celular e
desencadeia uma série de respostas bioldgicas que elevam o metabolismo celular, aumentam o
potencial regenerativo e promovem um efeito anti-inflamatorio, com analgesia e vasodilatacao
(Garcia et al., 2012).

A fotobiomodulacdo estimula o crescimento do tecido de granulacdo, aumentando a
secrecdo de prostaglandinas, melhorando a sintese de colageno, atua refor¢ando a divisao dos
fibroblastos, melhorando a fagocitose. Além disso, leva a ativa¢do do sistema imunologico,
melhorando a permeabilidade vascular. Esses efeitos promovem a aceleracdo da cicatrizagao
de feridas por reduzir a duragdo da fase inflamatoria, entrando mais rapido no estagio
proliferativo (Ribeiro et al., 2011; Chen et al, 2014). Diversos estudos utilizam a
fotobiomodulacao com intuito de melhorar a cicatrizacao e a viabilidade do tecido cutaneo e
para o reparo ou regeneragdo de outros tecidos (Lanzafame et al., 2004; Takhtfooladi et al.,
2015; Andreo et al., 2017; Leite et al., 2017; Machado et al., 2017; Mashhoudi Barez et al.,
2017; Yadav e Gupta, 2017).
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2.5.1 Efeitos e utilizacdo da FBM

A FBM pode gerar diversos efeitos terapéuticos e sao utilizados em lesdes cutaneas,
reparagdo muscular e regeneracao nervosa.

Efeito analgésico: Acdo desde os receptores periféricos at¢ o SNC, promovendo o
alivio da dor (Casalechi et al., 2014; Kerppers et al., 2015; Heidari et al., 2018);

Efeito anti-inflamatoério: Reducdo da inflamagdo por estimulos de reabsorcao de
exudatos, modulagdo de citocinas e interferéncia na sintese de prostaglandinas que levam a
reducdo da inflamagdo, e também agem na microcirculagdo que, reduz o edema (Assis et al.,
2012; De Moraes et al., 2013; Zagatto et al., 2016; Lee et al., 2018);

Efeito cicatrizante: Através do aumento da producao e liberagdo de ATP nas células,
inducdo de fatores de transcricdo e aceleragdao da reparagdo tecidual através da proliferagdo
celular do endotélio, contribuindo na angiogénese (Novaes et al., 2014; Beigom Taheri et al.,
2015; Coca et al., 2016; Munap et al., 2018);

Reparagdo de lesdo muscular: A lesdao muscular ocasiona danos na estrutura celular
do tecido e promovem o processo de inflamacdo no tecido muscular. A FBM ¢ utilizada para
esta reparacgao devido seus efeitos bioestimulatorios (Ferraresi ef al., 2012; Dawood et al., 2013;
Franca et al., 2013; Felismino ef al., 2014; De Melo et al., 2016; Pissulin et al., 2017).

Regeneragao de nervos periféricos: Nervosos periféricos sdo alvo constante de lesdes
traumadticas que podem resultar em déficits sensoriais e motores e proporcionar complicagdes
irreversiveis (Marcolino ef al., 2013; Wang et al., 2014; De Mattos et al., 2015; Barez et al.,
2017; De Souza et al., 2018).

2.5.2 Estudos PBM x cicatrizacio

A fotobiomodulacdo ¢ muito pesquisada com diversas finalidades, dentre elas a
cicatrizacdo de lesdes tegumentares. Diversos estudos sdo realizados e encontram resultados
positivos, porém, existe divergéncia em relagdo aos parametros utilizados e a distribui¢do de
pontos de aplicacao nas lesoes.

Garcia e colaboradores (2012) verificaram a influéncia da fotobiomodulacao na
cicatrizacdo de feridas em ratos tratados com nicotina, utilizando como parametros: GaAlAs,
comprimento de onda 660 nm (visivel), emissdo continua, poténcia 30 mW (0,42 W/cm?),

energia 0,39 J, 13 segundos por ponto (tempo total de exposic¢ao de 117 segundos), energia total
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3,51 J, densidade de energia 5,57 J/cm? (por ponto) e densidade de energia total 50,13 J/cm?
(nove pontos). A FBM agiu como um agente coadjuvante bioestimulante, equilibrando os
efeitos indesejaveis da nicotina na cicatrizagdo do tecido da ferida .

Fathabadie e colaboradores (2013), realizaram um estudo com ratos diabéticos e nao
diabéticos e utilizaram como parametro para tratamento FBM de 890 nm, com frequéncia de
pulso de 80 Hz e densidade de energia de 0,2 J/cm?, aplicacio em 18 pontos da ferida. Eles
verificaram que o numero total de mastdcitos tratados com laser foi significativamente maior
do que o dos placebos nos grupos nao-diabéticos.

Dadpay et al. (2012), realizaram um estudo também com ratos diabéticos e sadios,
utilizando como tratamento fotobiomodulacdo laser infravermelho de 890 nm, pulsado, com
frequéncia de 80Hz e 0,03J/cm? para cada ponto no primeiro grupo saudavel e 0,2J/cm? no
segundo grupo saudavel e os animais diabéticos receberam o mesmo tratamento a laser que o
segundo grupo. Eles verificaram o laser a 0,2J/cm? aceleraram significativamente a ferida
cicatrizag@o tanto em ratos saudaveis como diabéticos.

Kilik e colaboradores (2014) realizaram um estudo com ferida aberta em ratos
diabéticos e ndo diabéticos e utilizaram como pardmetros de laser: AlGalnP, comprimento de
onda de 635 nm; dose diria de 5 J/cm?, distribuindo as densidades de poténcia de 1, 5 e 15
mW/cm? trés vezes ao dia. Como conclusio, encontraram que a fotobiomodulagdo confere um
efeito protetor contra a resposta excessiva do tecido inflamatdrio; estimula a neovasculariza¢ao
e a formagao precoce de fibras de colageno.

Lacjakova e colaboradores (2010) analisaram os efeitos de doses diarias iguais por
diferentes densidades de energia a laserterapia, com comprimento de onda de 670 nm em ferida
aberta na pele de ratos normais e tratados com corticosterdides. Quatro feridas foram criadas e
trés feridas foram estimuladas diariamente com um laser de diodo (dose diaria de 5 J/cm?) em
diferentes densidades de poténcia (5, 15 e 40 mW/cm?, respectivamente). Como conclusio eles
relatam que LLLT melhorou a cicatrizagdo de feridas em ratos ndo esteroides, mas nao foi

eficaz apds o tratamento com corticosteroides.

2.5.3 Parametros FBM

Os estudos apresentam uma variedade de parametros utilizados. As revisdes de
literatura de Da Silva et al. (2010) e de Peplow, Chung e Baxter (2010) demonstram essa

variedade de parametros, bem como a falta de dados relatados nos estudos encontrados (tabela

).
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Tabela 1: Parametros dos estudos encontrados nas revisdes sistematicas de Da Silva et al. (2010) e Peplow, Chung e Baxter

(2010).
Comprimento | Poténcia | Densidade Densidade de | Tempo
de onda potencia energia/Fluéncia
632.8 nm 5mW 0,2mW/cm? | 4J/cm? 20 seg
632.8 nm 5 mW X 4 J/cm? 60 seg
632.8 nm 6 mW 6 mW/cm? 1 J/cm? 180 seg
632.8 nm 10mW | 6 mW/cm? 1 J/em? 180 seg
632.8 nm I0mW | x 1.2 J/em? 120 seg
2.4 J/cm? 240 seg
632.8 nm 10 mW | 180 mW/cm? | 0,14 J/cm? 1 sseg
0,43 J/em? 3 seg
1,43 J/em? 10 seg
632.8 nm I11mW |x 1.5 J/em? 300 seg
632.8 nm 15mW |x 10 J/cm? 17 seg
632.8 nm 23mW | 2.206 mW/cm? | 5 J/cm? 37 min
16 J/cm? 2h
632.8 nm 33mW | 3.03mW/cm? | 2.5 J/cm? 13 min 45 seg
5.0 J/em? 27 min 30 seg
16.0 J/cm? 88m 00s
632.8 nm X 3 mW/cm? 0.5 J/cm? 2 minutos € 45 segundos
2.5 J/em? 13 minutos e 45 segundos
5 J/em> 27 minutos e 30 segundos
10 J/em? 55 m}nutos
16 J/em? 88 minutos
632.8 nm X X 4.8 J/em? X
633 nm 5 mW X 4 J/cm? 12 seg
635 nm 40mW | x 20 e 40 J/cm? X
635 nm X 1 mW/cm? 5 J/em? 1 hr 23 min
5 mW/cm?
15 mW/cm?
670 nm 9 mW 31mWcm? 4 J/cm? 124 seg
670 nm 9 mW X 4 J/cm? 31 seg
8 J/em? 62 seg
670 nm 15mW |x 3 J/em? X
670 nm X 25 mW/cm? 30 J/em? 8 min
685 nm 35mW | x 2.5 J/em? X
685 nm 35mW | x 4 J/cm? X
685 nm 40 mW | x 20 J/em? X
40 J/cm?
685 nm 40mW | x 20 J/cm? X
40 J/cm?
HeNe 8.5mW | 139 mW/cm? | 2,09 J/cm? 15 seg
17mW | 281 mW/em* | 4.21 J/em?
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780 nm 30mW | x 112.5 J/em? 2.5 min
780 nm 35mW | x 20 J/em? X
810 nm 500 mW | x 6.368 J/cm? 2 seg
830 nm 30 mW X 36 J/em? 72 seg
830 nm 40mW | X 16 J/em? X
830 nm 60 mW 53 mW/cm? 1.3 J/em? 25
53 mW/cm? 3 J/em? 56
830 nm 77 mW 308 mW/cm? 5 J/em? 16 seg
830 nm 100 mW | 18.5 mW/cm? 185 J/em? 10 seg
830 nm X 35 mW/cm? 6.3 J/em? 3 a 10 min
21 J/em?

870 nm 15 mW X 3,8 J/cm? 15 seg
904 nm 275 mW | x 47 J/em? 120 seg por ponto
904 nm 6 mW X 1 J/em? 10 min
904 nm 7 mW 14 mW/cm? 1 71 seg
904 nm 15-30 X X X

mW
904 nm X X 6J/cm? 36 seg

50 J/cm? 2 seg

980 nm SmW X 55 J/em? I seg

10 mW 100 J/cm?
670 nm 2 mW X 10 J/em? X
685 nm 15 mW

25 mW
660 nm 35 mW 1.11 mW/ecm? | 5 J/em? X
780 nm
670 nm 2 mW X 10 J/em? X
685 nm 15 mW

25 mW

2 mW

15 mW

25 mW
685 nm 35mW | 1250 mW/cm? | 4 J/cm? 3.25 seg
830 nm 35 mW
635 nm X 80-100 1,2,10,e50 J/cm? | 1000-2000 seg

mW/cm?

632.8 nm 2el mW/em? | 1e2J/cm?
670 nm 0.59 mW/cm? | 1 J/em?
720 nm 0.79 mW/cm? | 1 J/em?
820 nm 0.86 mW/cm? | 1 J/em?
685 nm 35mW | x 20 J/em? X
830 nm 35 mW 20 J/em?
685e¢830nm |35mW 20 J/em?
685 nm 35 mW 50 J/cm?
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830 nm 35 mW 50 J/cm?
685e¢830nm | 35 mW 50 J/cm?
904 nm 15mW | x 3 J/em? 9 seg
670 nm 30mW 6 seg
15seg (904 nm + 670 nm)

Nm: nanometros. mW: MiliWatt. J/cm?: Joule/centimetros quadrados. Seg: segundos.

2.5.4 Mecanismo de acdo da fotobiomodulacio

A luz emitida s6 promove alteragdes fotoquimicas se for absorvida pela estrutura
irradiada. No tecido biologico essa absor¢do ocorre através dos cromoforos (moléculas ou
partes delas que apresentam uma configuracao atdmica capaz de ser excitada pela irradiagdo de
fotons) ou fotorreceptores. Dentre os principais cromoforos estdo a hemoglobina,
Ciclooxigenase (Cox), mioglobina, flavinas e flavoproteinas (Malta, 2017).

Através da absorc¢ao da célula ATP-dependente e consequentemente do a&tomo, ocorre
o deslocamento da orbita dos elétrons que ird promover a excitagdo dos mesmos que, ao
retornarem ao estado prévio liberam ATP, importante para as células desse tecido para o
desenvolvimento de suas func¢des (Gomes e Schapochnik, 2017).

A Fotobiomodulagdo atua na mitocondria levando ao aumento da producdo de
adenosina trifosfato (ATP), modulagdo das espécies reativas de oxigénio (ROS) e inducao de
fatores de transcri¢do (figura 2). Diversos fatores de transcrigao sao regulados por alteragdes
no estado redox da célula, ocasionando a sintese de proteinas que desencadeiam efeitos como
aumento da proliferacdo celular e da migragdo, modulagdo nos niveis de citocinas, fatores de
crescimento de mediadores inflamatérios € aumento na oxigenacao do tecido (Costa e Da,
2012).

O laser atua na pele aumentando a migragao de fibroblastos e consequente formagao
de coldgeno, promovidos pela vasodilatacdo, estimulando a sintese de DNA, e promovendo o
aumento da atividade das células basais, favorecendo a cicatrizagdo de feridas cutaneas

(Marques et al., 2003).
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Figura 2: Mecanismo de agdo da fotobiomodulagdo, ativacdo de fatores de transcri¢do e vias de sinalizagdo.

Akt, proteina quinase B; AMPK, proteina quinase ativada por monofosfato de adenosina; AP1, proteina ativadora 1; ATP,
adenosina trifosfato; cAMP, monofosfato de adenosina ciclico; CBP, proteina de ligagdo a CREB; ciclina D1, coregulador de
quinase ciclina-dependente; EPO, eritropoietina; ERK, regulador de quinase extracelular; FoxM1, forkhead box protein;
GSK3b, glicogénio sintase quinase 3 beta; HIF1a, factor indutivel por hipoxia alfa 1; mTOR, Proteina alvo mecanistico da
rampamicina; osterix, fator de transcrigdo especifico de osteoblastos; p300, co-ativador de CBP; PPARCc, receptor gama ativado
por proliferador de peroxissoma; EROs, espécies reativas de oxigénio; RUNX2, Fator de Transcricdo Runt-relacionado 2;
VEGF, fator de crescimento endotelial vascular.

Fonte: Adaptado de Hamblin (2018).

3 METODOLOGIA
3.1 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo experimental com animais, contendo grupo intervengao e grupo

controle.
3.2 LOCAL DO ESTUDO
O presente estudo foi realizado na Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC)-

Campus Ararangud, em uma sala destinada a experimenta¢do animal, seguindo todos os

cuidados de ambiente preconizados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) e o
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Conselho Nacional de Controle de Experimentacio Animal (CONCEA). Antes do

procedimento, o protocolo foi enviado e aprovado pelo CEUA sob numero 4017201117.

3.3 POPULACAO EM ESTUDO: ANIMAIS

Foram utilizados 120 camundongos, linhagem Swiss, machos (40-45 g), idade média
60 dias, os quais foram obtidos do Biotério Central da UFSC e mantidos no biotério setorial do

Campus Ararangua- UFSC.

3.3.1 Tamanho da amostra

O calculo estatistico para definir o tamanho da amostra baseou-se no teste de
estimativas aplicado a formula descrita abaixo, definida nas literaturas de bioestatistica. Assim,

para o célculo do niimero de animais necessarios para cada grupo experimental temos que:

O teste baseia-se no calculo do intervalo de confianca da diferenga entre as médias ou
entre proporgdes (sigma), do desvio-padrdo (s) do pardmetro alfa que ¢ a probabilidade
aceitavel de achar uma diferengca quando na verdade ela ndo existe (erro do Tipo [; falso
verdadeiro; quanto menor for o alfa escolhido, maior serd a amostra necessaria) e do pardmetro
beta que € o risco aceitavel de estar perdendo uma diferenga que realmente existe (erro do Tipo

IT). Assim sendo, partimos dos seguintes pressupostos para calculo do nimero de animais:

1. O valor de alfa foi fixado em 0,05. Assim o valor de zalfa baseado na tabela de

valores de z para distribuicao bi-caudal (two tailed) ¢ de 1,96;

2. O valor de beta foi fixado em 0,10. Assim o valor de zbeta baseado na tabela de

valores de z (distribui¢do unicaudal) ¢ de 1,28;

3. O valor da diferenca entre as médias dos grupos como sendo pelo menos 40%
(baseado em dados experimentais do nosso grupo de pesquisa). Experimentos bioldgicos t€ém
embutido um erro da ordem de 10 a 15% (resultantes de variagdes individuais, erro no
procedimento cirargico, erros de dosagem, dentre outros), diferencas entre dois grupos que
sejam menores que 20% do valor da média de cada grupo podem aumentar a probabilidade de

cometer erros tipo I ou tipo II;

4. O valor do desvio padrao como sendo em média 21,12% do valor das médias

(baseado em dados experimentais do estudo de Parente e colaboradores (2009)).
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Assim, aplicando os valores a formula acima temos:

n= {[(1,96 + 1,28) * 40]/21,12} 2 = 12 animais

Definindo doze animais por grupo experimental nas metodologias citadas

anteriormente.

3.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Para realizacdo dos experimentos foi necessario o uso de 120 camundongos, divididos

aleatoriamente em 10 grupos com 12 animais cada, conforme com fluxograma abaixo (figura

3).

120
camundongos
|
| |
Fezlda Naive
cutinea
1
| ]
Sham Laser
]
| ]
660 nm 830 nm
Aplicagao Aplicagao
eml1,4,50u eml1,4,50u
9 pontos 9 pontos

Figura 3: Fluxograma dos grupos avaliados

Fonte: O Autor.



34

Experimento — Ferida Cutinea
J G 1 —Naive
J G 2 — Ferida Cutanea (Sham)
J G 3 — Ferida Cutanea + Laser 660 nm (Energia de 3.6 J — 1 ponto de aplicacao)
J G 4 — Ferida Cutanea + Laser 660 nm (Energia de 3.6 J — 4 pontos de Aplicacdo)
J G 5 — Ferida Cutanea + Laser 660 nm (Energia de 3.6 J — 5 pontos de Aplicacdo)
J G 6 — Ferida Cutanea + Laser 660 nm (Energia de 3.6 J — 9 pontos de Aplicacdo)
J G 7 — Ferida Cutanea + Laser 830 nm (Energia de 3.6 J — 1 ponto de aplicagdo)
J G 8 — Ferida Cutanea + Laser 830 nm (Energia de 3.6 J — 4 pontos de Aplicacdo)
J G 9 — Ferida Cutanea + Laser 830 nm (Energia de 3.6 J — 5 pontos de Aplicacdo)
. G 10 — Ferida Cutanea + Laser 830 nm (Energia de 3.6 J — 9 pontos de Aplicagdo)

3.5 VIESES

O risco de viés esteve relacionado ao estresse dos animais ¢ o risco de autofagia (ato

de nutrir-se de si proprio), podendo acarretar em perda amostral.

3.6 VARIAVEIS

O estudo teve como variaveis independentes o peso (g) e idade (meses) de natureza
quantitativa continua. J4 como variaveis dependentes estavam a analise macroscopica/foto da
lesdo (cm), analise histologica (fibroblastos- numeral, espessura do epitélio-um, vasos-

numeral) e termografia (°C), todos de natureza quantitativa discreta.

3.7 PROCEDIMENTOS DE COLETA DE DADOS

3.7.1 Procedimento experimental

Os animais foram mantidos em gaiolas isoladas obedecendo o numero méaximo de
animais permitidos em cada compartimento, com ventilacao, controle de temperatura (22 + 2°C)
e umidade (60—80 %) em ciclo de 12 horas claro-escuro, com livre acesso a dgua e ragdo. Os
experimentos foram realizados durante a fase clara do ciclo (7 - 19 horas) e os animais mantidos

no laboratério para aclimatagdo por pelo menos 30 minutos antes da realizacao dos testes.
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3.7.2 Procedimento cirurgico: Ferida cutinea

Os camundongos foram anestesiados com inje¢ao intraperitoneal (i.p) de cloridrato de
cetamina (Agener Unido®) 100 mg/kg associado a cloridrado de xilazina (Dopaser®) — 10 mg/kg
(Manual de normas do Laboratorio de Técnica Operatoria e Cirurgia Experimental, 2013). Em
seguida foi realizado a tricotomia por tragdo manual dos pelos no dorso dos animais (figura

4A), e entdo submetidos a incisdo cirurgica (figura 5). Foram removidos cirurgicamente 1,5 cm

x 1,5 cmde pele, mediante gabarito (figura 4B) desenvolvido para o experimento.

desenvolvido para realizagdo da ferida cutanea de 1,5 x 1,5 cm

Fonte: O autor.

Figura 5: Modelo final da ferida aberta apds retirada da pele de 1,5x1,5 cm.

Fonte: O autor.
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3.7.3 Farmaco para dor

ApOs a operagdo, os animais dos experimentos receberam como analgésico o Tramadol
com dose de 5-10 mg/Kg IP a cada 8 horas, durante 3 dias, conforme sugerido pela literatura

(Guia anestesia e analgesia em animais de laboratorio, 2017; Freitas ef al., 2017).

3.74 Fotobiomodulacao

Foi utilizado o equipamento laser de Diodo de Arseneto de Galio Aluminizado
(GaAlAs), que emite um comprimento de onda de 830 nm e também foi utilizado o
equipamento laser de Diodo de Aluminio, Galio, Indio e Fésforo (AlGalnP), que emite um
comprimento de onda de 660 nm, ambos com feixe continuo, com poténcia de saida de 30 mW,
da marca Ibramed® Equipamentos Médicos. A Energia emitida foi de 3.6 J. O local dos pontos
de aplicacdo do laser podem ser conferidos através da figura 6. Os pardmetros bem como a
forma de aplicagdo em numero de pontos, foram escolhidos conforme ao estudo piloto
(apéndice A).

A fluéncia para o laser com comprimento de 660 nm foi de 60 J/cm? quando aplicada
em um ponto, 15 J/cm? em cada ponto quando aplicado em 4 pontos, 12 J/cm? em cada ponto
quando aplicado em 5 pontos e 6,67 J/cm? quando aplicado em 9 pontos de aplicagdo. A fluéncia
para laser com comprimento de onda de 830 nm foi de 32,72 J/cm? quando aplicada em um
ponto, 8,18 J/cm? em cada ponto quando aplicado em 4 pontos, 6,54 J/cm? cada ponto quando
aplicado em 5 pontos e 3,63 J/cm? quando aplicados em 9 pontos de aplicacao.

O tempo de aplicacao foi de 120 segundos para um ponto, 30 segundos cada ponto
quando aplicado 4 pontos, 24 segundos cada ponto quando aplicado 5 pontos e 13 segundos
cada ponto quando aplicado em 9 pontos. Todos os animais receberam o tempo total de
aplicacdo de 2 minutos. Os animais do grupo Sham, receberam laser placebo conforme tempo
estabelecido para os demais grupos. A intervengado foi realizada durante 14 dias consecutivos.

Os parametros utilizados estdo descritos na tabela 2.
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Tabela 2: Parametros da fotobiomodulagdo com comprimento de onda 660 nm e 830 nm

Irradiacao laser 660 nm

Poténcia 30mW

Area do feixe 0,06 cm?

Pontos de aplicagao 1 4 5 9
Fluéncia por ponto (J/cm?) 60 15 12 6,67
Fluéncia total (J/cm?) 840 210 168 93,38
Tempo (seg) 120 30 24 13
Energia por ponto (J) 3.6 0.9 0.7 0,4
Energia Total (J) 50,4 12,6 9,8 5,6
Irradiacao laser 830 nm

Poténcia 30 mW

Area do feixe 0,11 cm?

Pontos de aplicagdo 1 4 5 9
Fluéncia por ponto (J/cm?) 32,72 8,18 6,54 3,63
Fluéncia total (J/cm?) 458,08 114,52 91,56 50,82
Tempo (seg) 120 30 24 13
Energia por ponto (J) 3.6 0.9 0.7 0,4
Energia total (J) 50,4 12,6 9.8 5,6

Fonte: O autor.

@ [ J &
@ @
Figura 6: Aplicacdo de pontos da fotobiomodulag@o no dorso dos animais

Fonte: Do autor.

3.8 PROCEDIMENTOS DE ANALISE

Os procedimentos de analise dos animais foram realizados no Biotério setorial € no
laboratorio de microscopia do Centro de Ciéncias, Tecnologia e Saude da Universidade Federal

de Santa Catarina — Campus Ararangua.
3.8.1 Analise macroscopica

As lesdes foram avaliadas diariamente no momento da aplicagdo da fotobiomodulacao
Todos os animais tiveram suas lesdes fotografadas por camara digital modelo “Cyber-Shot
DSC-P72” (Sony®, Estados Unidos da América), 5.1 mega pixels, Zoom 3.2 e mantida a

distancia constante de 20 cm (figura 7), sendo posteriormente analisada por meio do software
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Image J®. As analises foram realizadas imediatamente ap0s a cirurgia, no 7° e 14° dia apés o

procedimento cirargico.

Figura 7: Padronizacdo da distancia (20cm) entre o animal e a cAmera para andlise macroscopica e termografica.

Fonte: O autor

3.8.2 Técnica histologica

ApOs a eutanasia dos animais ocorrida no 14° dia ap6s o procedimento cirurgico, por
dose excessiva de anestésico, as lesdes foram removidas conforme gabarito desenvolvido de
1,5 x 1,5 cm para o estudo e imersas em um meio fixador de Formol 10%, e preparadas para
analise histologica.

Os procedimentos realizados para preparacdo das amostras envolveram a fixagao,
desidratacao, diafanizacao, embebicao e a inclusdo ou emblocagem. Na fixa¢do, os segmentos
de pele foram fixados em solu¢do tamponada de formol a 10% por 48 horas. A desidrata¢ao
constituiu na passagem da pec¢a em concentragdes crescentes de alcool etilico (50%, 70%, 90%
e 100%) com o objetivo de eliminar toda a 4gua contida do material. O processo de diafanizagao
constituiu em trés trocas de xilol para retirada do 4lcool da etapa anterior e preparo da pega para
a imersdo em parafina liquida. Na embebi¢do a peca foi colocada em um recipiente com
parafina liquida a temperatura de 56°C, e realizada trés trocas para que a parafina se infiltre em
todo o interior da pecga e na inclusdao ou emblocagem, realizada ap6s a embebi¢do, o material
foi incluido em parafina liquida. Em seguida a peca foi encaminhada para microtomia e cortes

ndo seriados com 5-6 um de espessura foram corados por Hematoxilina-Eosina (HE).
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Para aquisicdo das imagens histologicas foi utilizado o microscopio trinocular e
camera digital 14 mp ambos da marca Global Optics.

Para obtencdo das medidas da espessura da epiderme de cada uma das amostras (figura
8), foi realizada uma andlise quantitativa das imagens dos cortes histoldgicos, foi utilizado o
software Image J®. As medidas obtidas estavam em micrometros, e a objetiva utilizada foi de

40x.

Figura 8: Imagem referente a analise de espessura do epitélio, objetiva 40 x

Fonte: O autor.

A quantidade de vasos sanguineos foi mensurada através da imagem das amostras
(figura 9), nas quais foram padronizadas para contagem uma grade com quadrados de 1,5x1,5
cm, totalizando 100 quadrados nos quadrantes inferiores. A objetiva utilizada para esta analise

foi de 10x.

Figura 9: Analise da quantidade de vasos. A flecha indica um vaso sanguineo. As grades ao canto esquerdo demonstram a
forma utilizada para contagem.

Fonte: O autor.
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O numero de fibroblastos foi obtido através do software Image J® por meio da
ferramenta cell counter, que realiza a contagem de células mediante da marca¢do manual, com

a objetiva de 40x (figura 10).

Ty @

3

Figura 10: Imagem para contagem de fibroblastos, a seta indica o local de uma célula.

Fonte: O autor.

3.8.3 Analise da temperatura

A termografia ¢ uma técnica que consiste na observa¢do da temperatura através da
tecnologia infravermelha de alta resolucdo. As avaliagdes foram realizadas no primeiro dia pds-
operatério, 7 dias e 14 dias apds a incisdo cirtrgica (figura 11). O registro da temperatura era
feito no dorso dos animais (local de lesdo), com uma distancia constante de 20 cm da ferida
(figura 6). A andlise foi realizada através da camera do modelo FLIR C2 e posteriormente

analisada no software FLIR Tools™.

Figura 11: Imagem da camera de termografia com distancia de 20 cm.

Fonte: O autor.
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3.9 ANALISE ESTATISTICA

A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk, sendo que as
variaveis apresentarem distribuicdo normal. A andlise estatistica para a area da lesdo e
temperatura, foi realizada através do teste ANOVA de medidas repetidas. A analise estatistica
para a histologia, foi realizada através do teste ANOVA one-way e post-hoc de Tukey. Os dados

foram processados no GraphPad Prism 8.0.

3.10 ASPECTOS ETICOS

Este estudo estd adequado conforme as normas preconizadas pela Comissio de Etica
no Uso de Animais (CEUA) e Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal

(CONCEA) e foi aprovado pela CEUA sob nimero 4017201117 (ANEXO A).

3.11 DESFECHO FINAL HUMANITARIO — ENDPOINTS

O Guia Brasileiro de Criagao e Utilizacdo de Animais para Atividades de Ensino e
Pesquisa, o qual contempla uma das competéncias do CONCEA, preconiza:

"Que a prevencao de dor e distresse potencial requerem conhecimento do controle e
manuseio do animal, seu comportamento normal e o que pode ser esperado se os procedimentos
utilizados causarem efeitos adversos nele."

“E que em protocolos experimentais que envolvem morte como desfecho provavel, a
escolha de um ponto final humanitario adequado ¢ ainda mais importante para abreviar o
sofrimento de animais que progredirdo inexoravelmente para a morte. O uso de pontos finais
humanitérios contribui para o refinamento provendo uma alternativa aos pontos finais
experimentais no caso de dor ou distresse grave nos animais.”

No caso da observacdo de lesdo inicial em regides anatdmicas como cauda, orelha e
pata o referido animal era separado dos demais. E se tais alteragdes representem o aumento da
dor, automutilacdo e do distresse e/ou impossibilite a avaliacdo das varidveis do estudo, o
animal sera eutanasiado, para que esses fatores sejam prevenidos, aliviados ou finalizados

(Dennis, 2000).



42

3.12 EUTANASIA

ApoOs o encerramento do protocolo, para coleta dos dados, os animais foram
eutanasiados através de hiperdosagem de anestésico: Cetamina (240 mg/Kg) e Xilazina (15
mg/Kg) via i.p (Schoell et al., 2009). Diante disso, foi realizada a retirada da pele de 1,5 x 1,5

cm para analise histoldgica de vasos sanguineos, espessura do epitélio e fibroblastos.

4 RESULTADOS

Para obter os dados referentes ao presente estudo, foi utilizado 125 Camundongos da
raca Swiss, machos (40-45 g), idade média 60 dias. Durante o procedimento ocorreu algumas
perdas amostrais, decorrentes de autofagia (2 animais) e logo ap0s a anestesia (3 animais). Apos
as perdas totalizou 120 camundongos distribuidos em 10 grupos, sendo 9 grupos experimentais
e um grupo Naive. Os resultados a seguir serdo descritos de acordo com as analises realizadas
nesta pesquisa.

A observacao macroscopica foi realizada pela area da ferida, as fotos para avaliagao
foram realizadas em trés tempos diferentes (pds-operatdrio imediato, 7 dias e 14 dias) e a analise
da 4rea foi realizada através do software Image J®. Na figura 12 demonstramos os dados
referentes a area da ferida (cm?) nos trés tempos avaliados, grupo Sham e nos grupos irradiados
com a fotobiomodulagdo, com laser comprimento de onda 660 nm e 830 nm. As anélises foram
realizadas pelo método estatistico ANOVA de medidas repetidas com valor de p<0,05, na
primeira avaliacdo (poOs-operatorio imediato) e na segunda avaliacdo (7 dias PO), nao foi
observada diferenga estatisticamente significante entre os grupos avaliados. Na terceira
avaliagdo (14 dias PO) houve diferenca estatistica p<0,05 dos grupos irradiados com a
fotobiomodula¢do comparados ao grupo Sham, exceto o grupo fotobiomodulagdo 830 nm

irradiado por 9 pontos.
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Figura 12: Evolugdo da area da ferida durante as trés andlises realizadas no estudo. A: Pos operatorio imediato. B: 7 dias pds
o procedimento cirurgico. C: 14 dias p6s procedimento cirurgico.

*p <0,05,830 nm (1, 4, 5 pontos) e 660 nm (1, 4, 5, 9) vs Sham.

A andlise histoldgica foi realizada através de uma amostra de tecido cutaneo retirado
da regido dorsal dos animais, o procedimento foi realizado no 14° dia apds a eutandsia por
excesso de anestésico. Na analise microscopica foi realizada a analise da espessura da pele,
vasos sanguineos permeados e numero de fibroblastos, para a analise dos dados obtidos
utilizamos o método estatistico One-Way ANOVA com valor de p<0,05.

A mensuragao da espessura da epiderme foi demonstrada em micrometros, ao analisar
os dados obtidos foram observados diferenca significativa com p<0,05. Como resultados apds
analise estatistica evidenciou a diferenca do grupo 830 nm irradiado por cinco pontos

comparado aos grupos Naive, Sham, 660 nm 1 ponto de aplicagdo, 660 nm 5 pontos € 0 grupo



44

830 nm irradiado apenas por um ponto, o grupo 830 nm irradiado por 4 pontos foi diferente dos
grupos 660 um ponto e 830 irradiado por um ponto e o grupo 830 nm irradiado por 9 pontos foi
diferente quando comparado com o 660 nm irradiado por um ponto, todos os dados estdo

dispostos na figura 13.

Hl Grupo Naive

= Grupo Sham - Controle

=3 Grupos irradiados com PBM Laser 660 nm, 3.6 J Energia
B Grupos irradiados com PBM Laser 830 nm, 3.6 J Energia
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. T T
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—
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Naive Sham 1ponto 4pontos 5pontos 9pontos 1ponto 4pontos 5pontos 9pontos

Figura 13: Analise histologica referente a espessura do epitélio em todos os grupos.
* p<0,05, grupo 830 nm quatro pontos vs 660 nm um ponto e 830 um ponto de aplicagdo. ** p<0,05, grupo 830 nm cinco
pontos vs Naive, Sham, 660 nm um ponto e cinco pontos e 830 nm um ponto de aplicagdo. # p<0,05, grupo 830 nm nove pontos

vs 660 nm um ponto de aplicagao.

A anélise do nimero de vasos sanguineos permeados foram realizados através de uma
grade desenvolvida com quadrados de 1,5 x 1,5 cm, contendo 100 quadrados distribuidos no
quadrante inferior da imagem, totalizando o numero de vasos demonstrados na figura 14.
Encontrou-se diferenga entre os grupos FBM 830 nm 1 e 5 pontos em relacdo ao Naive e o

grupo 660 nm 4 pontos em relacdo ao Naive.
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Figura 14: Anélise histologica referente ao nimero de vasos sanguineos em todos os grupos.

* p< 0,05. Grupo 830 nm um e cinco pontos e 660 nm quatro pontos vs Naive.

A analise histoldgica referente a quantidade de fibroblastos, ¢ demonstrada na figura
15. Observa-se diferenca significativa entre o grupo FBM 830 nm em todas as maneiras de
aplicacdo dos pontos (1, 4, 5 € 9) em relagdo aos grupos Naive e Sham, grupo 660 nm 1,4 ¢ 5
pontos referente ao Naive e 660 nm em aplica¢do em 1, 4, 5 e 9 pontos em relagdo ao Sham.
Também observa-se diferenca entre os grupos 660 nm 1 ponto em relagdo ao grupo 660 nm 4

e 5 pontos.
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Figura 15: Analise histoldgica referente a quantidade de fibroblastos em todos os grupos.

*p <0,05: Sham vs 830 nm (1, 4, 5, 9 pontos) e 660 nm (1, 4, 5, 9 pontos). ** p <0,05: Naive vs 830 nm (1, 4, 5, 9 pontos) e

660 nm (1, 4, 5 pontos).
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A andlise de temperatura da pele ¢ demonstrada na figura 16. Nao houve diferenga

estatistica (p>0,05) entre os grupos avaliados.
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Figura 16: Resultados da analise de temperatura através da cadmera termografica.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo teve por objetivo investigar e comparar o efeito da
fotobiomodulacao laser com diferentes pontos de aplicagao e diferentes comprimentos de onda
na cicatrizagdo de ferida cutanea aberta em camundongos.

Os animais descritos como Sham sdo aqueles que recebem a intervengdo cirdrgica
porém sao tratados com FBM placebo (aparelho desligado) durante o tempo proposto para os
animais que receberam a intervengao (120 segundos). Ja os animais chamados de Naive nao
recebem intervengao cirirgica e nenhuma forma de tratamento, sendo necessarios para a analise
de temperatura como controle ¢ analise histoldgica.

Diversos estudos realizados com a fotobiomodulagao em diferentes comprimentos de
onda na cicatrizacdo de lesdo tegumentar encontraram efeitos positivos deste tratamento. Trés
dos estudos investigaram o efeito da fotobiomodulagdo no espectro vermelho (635-670 nm), e
encontraram indicios de sua efetividade (Solmaz et al., 2016; Uzeda et al., 2016) e efeitos
semelhantes ao comprimento de onda infravermelho (830nm), exceto em relagdo ao aumento
de fibroblastos (Chiarotto et al., 2014). A maioria dos estudos (seis) encontraram eficacia no
tratamento para cicatrizagdo com FBM 810-870 nm, tanto de maneira isolada como comparada
a FBM infravermelha (Rocha Junior ef al., 2006; Das Neves et al., 2011; Neves et al., 2011;
Gupta et al., 2014; Rathnakar et al., 2016; Das Neves et al., 2017). Indo de encontro com a
maioria dos estudos, encontramos superioridade dos efeitos da fotobiomodulagdo comprimento
de onda 830 nm, porém em alguns aspectos, também observamos resultados positivos para o
grupo 660 nm.

A lei de Arndt-Schultz sempre foi muito utilizada para descrever os efeitos de dose-
resposta da fotobiomodulacdo. Essa lei relata que em determinadas doses o estimulo pode ativar
ou inibir a atividade fisiologica, ou seja, em pouco estimulo ndo se tem ativacdo € com muito
estimulo se tem uma inibi¢do dessa atividade, e existe um estimulo 6timo, no qual apresentaria
o melhor efeito (Sommer ef al., 2001; Hamblin, 2018). Esses efeitos seriam influenciados pela
intensidade ou tempo de exposi¢do. Carroll (2008) mostra em seu estudo um modelo de dose-
resposta da FBM com gréfico em 3D no qual explica melhor o ponto ideal de estimulagao
combinando tempo e intensidade. Porém, ressalta que diversos fatores podem interferir na
bioestimulagcdo, como a profundidade do tecido alvo, atenuagdo, intervalo de tratamento e
comprimento de onda.

Com base nisso, podemos notar que nossos resultados relacionados a aplicagdo em

diferentes pontos na ferida cutdnea podem ter sido influenciados pela maneira de aplicagdo
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desses pontos, tendo interferéncia atenuacao da luz pelo tecido, ja que aplicacdo em novo pontos
foi o menos efetivo e era aplicado em pontos na pele, enquanto outros pontos aplicados na lesao
aberta. Isso pode ser pensado, ja que os parametros finais recebidos para todos animais eram os
mesmos para cada comprimento de onda.

Estudos realizados com comparacdo na aplicagdo de pontos divergem os seus
resultados, pois, Pinfildi et al. (2005) pesquisaram a aplicacao de diferentes nimero de pontos
em Ratos Wistar submetidos a retalho cutaneo. Os autores utilizaram 3 grupos experimentais
(um dos grupos foi irradiado na superficie em 27 pontos, outro grupo em torno do retalho
cutaneo em 27 pontos, € outro grupo dom 54 pontos irradiados dentro e fora do retalho), além
do grupo controle, os autores observaram que todos os grupos experimentais tiveram diferencga
estatistica quando comparado ao grupo controle e o grupo com aplicacdo de 54 pontos foi o
melhor, quando comparado a todos os grupos do estudo.

O estudo de Prado e colaboradores (2009) utilizou a fotobiomodulagao e dividiu ratos
Wistar em 7 grupos (grupo 1: tratamento com FBM desligado; grupo 2: recebeu irradiagdo em
1 ponto a 5 cm da base craniana do retalho; grupo 3: irradiagdo em 2 pontos (5 € 7,5 cm da base
do retalho); grupo 4: irradiagdo em 3 pontos (2,5, 5 e 7,5 cm da base do retalho); grupo 5:
irradiacdo a 1 ponto a 2,5 cm da base do retalho; grupo 6: irradiacdo em dois pontos (2,5 e 5
cm da base do retalho); e grupo 7: irradiacao a 1 ponto a 7,5 cm da base do retalho. Os animais
foram submetidos a terapia a laser com densidade de energia de 36 J / cm?2 por 72 segundos
imediatamente apos a cirurgia € uma vez em cada um dos quatro dias subsequentes. Eles
verificaram que a irradia¢do de um ponto a 2,5 cm da base craniana do retalho (grupo 5) foi a
mais efetiva.

Pinfildi et al (2013) realizou um estudo com FBM e utilizou ratos wistar que foram
divididos em 7 grupos (Grupo 1: tratamento com FBM simulada; grupo 2: 3 J/cm? em 1 ponto;
grupo 3, 3 J/cm? em 24 pontos; grupo 4, 72 J/cm? em 1 ponto; grupo 5, 6 J/cm? em 1 ponto;
grupo 6, 6 J/cm? em 24 pontos; e grupo 7, 144 J/cm? em 1 ponto). Como resultados eles
encontraram que os grupos 3 € 5 tiveram um aumento nos niveis de vasos sanguineos em
comparagio com outros grupos. A FBM em densidades de energia de 6 a 144 J/cm? foi eficiente
para aumentar os niveis de angiogénese e VEGF e promover a viabilidade em retalhos TRAM
em ratos.

Ja o estudo realizado por Martignago e colaboradores (2018) realizaram a aplicagao
de FBM em trés e doze pontos no retalho randdmico de ratos e verificaram que aplicagdo em

menos pontos foi mais efetiva em relagdo a reducdo da area de necrose.
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Com base nisso, podemos verificar que o que pode influenciar o resultado das
aplicagdes dos pontos sdo os parametros utilizados, ja que em nosso estudo verificamos que a
aplicagcdo em quatro e cinco pontos foi mais efetiva, do que aplicada em um nico ponto ou em
nove pontos. O que difere nosso estudo dos apresentados, € que os outros utilizaram diversos
pontos com a somatéria dos parametros, sejam em diferentes tempo de aplicagdo ou energia,
por exemplo, e em nossa pesquisa realizamos um controle para que os parametros finais fossem
iguais a todos os grupos (tempo total, energia total, energia por ponto, fluéncia por ponto e
fluéncia total).

Com relagdo a analise macroscdpica, observamos diferengas significativas apenas no
grupo 830 nm com aplicagdo em 4 e 5 pontos da fotobiomodulagdo, o que significa que estes
grupos com tratamento foram mais efetivos. Todos os grupos apresentaram um processo de
cicatrizagdo em seu curso natural.

Gongalves et al (2010) observou a reducao extensao da ferida e estimulo da produgao
de colageno tipo I e III, e em seu outro estudo (2013), a redugdo significativa do tamanho da
ferida nos grupos irradiados em relagdo ao grupo controle, sugerindo que o laser ¢ benéfico na
cicatrizagdo de feridas. Do mesmo modo, Andrade e colaboradores (2014) encontraram que a
fotobiomodulagdo promove importantes efeitos fisiolégicos, como resolugdo anti-inflamatoria,
neoangiogénese, proliferagdo epitelial e de fibroblastos, sintese e deposi¢do de colageno,
revascularizagao e contracao da ferida, acelerando o processo de cicatrizagao.

J& o estudo de Carneiro et al (2015) comparou os efeitos do laser 670 nm e 904 nm, e
ndo encontrou diferenca no tempo total de cicatrizagdo das feridas tratadas com os lasers
AlGalnP (670 nm) e AsGa (904 nm) quando comparadas ao grupo controle. Porém, quando
observado a area na avaliacdo inicial e final nota-se uma tendéncia de melhora para o grupo
tratado com 904 nm, apesar de ndo apresentar diferenca estatistica com os demais grupos. Do
mesmo modo, ndo encontramos diferengas entre o laser AlGalnP (660 nm) com o grupo
controle. Ja o laser com comprimento de onda 830 nm foi efetivo em dois grupos, os grupos
aplicados em quatro e cinco pontos.

O resultado encontrado no estudo pode estar relacionado a aplicagdo do tratamento nas
bordas da ferida, o que estimula sua cicatrizacdo e aproximacao de bordas de maneira mais
rapida. Em relacdo ao comprimento de onda, a FBM 830 nm parece ser mais efetiva. Uma
revisdo sistematica realizada por Yadav e Gupta (2017) constatou que a fotobiomodulacao
proximo ao infravermelho (800-830 nm) ¢ a faixa de comprimentos de onda mais efetiva,

seguido por luz superpulsada vermelha (630-680 nm) e 904 nm exibindo -efeitos
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fotobiomodulatorios benéficos na cicatrizacdo da ferida cutanea, corroborando com nossos
achados.

Na analise histologica, referente a espessura do epitélio tivemos resultados
significativos da FBM 830 nm 5 pontos em relacao ao Naive, Sham, 830 nm 1 ponto e 660 nm
1 ponto, e também uma diferenca no 830 nm 4 pontos em relagao do 660 nm 1 ponto.

GAL et al (2006), avaliou o efeito da FBM na cicatrizagio da pele de ratos e verificou
que a utilizag¢ao do laser AlGalnP levou a um processo acelerado de regeneracao da epiderme,
reparagao da derme e aceleragao da cicatrizagao.

Leite e colaboradores (2017) investigaram o efeito do campo elétrico pulsado e da
fotobiomodulagao laser (PBM) sobre a viabilidade do retalho TRAM em ratos diabéticos e
encontraram como resultado que a fotobiomdoulagdo acarretou em um aumento da espessura
da epiderme, além de outros resultados como redugdo da area de necrose e do niumero de
leucécitos, aumento de mastocitos, aumento do fator de crescimento endotelial vascular,
aumento do fator de crescimento de fibroblastos e aumento de vasos sanguineos neoformados.
Os estudos corroboram com nossos achados, no qual observamos aumento da espessura do
epitélio.

Em relagdo ao numero de vasos, notou-se diferenga em trés grupos em relagdo ao
controle Naive, os grupos 660 nm com 4 pontos de aplicagdo e os grupos 830 nm com 1 e 5
pontos, destacando-se este Ultimo, com grande aumento no nimero de vasos.

Melo e colaborados (2011), tiveram como objetivo avaliar o efeito da terapia laser de
baixa poténcia comprimento de onda de 904 nm na cicatrizagdo de feridas cirtirgicas em ratos.
Como resultado encontraram uma redugdo da resposta inflamatéria, melhor deposicao de fibras
colagenas e aumento do nimero médio de vasos neoformados.

Wagner et al (2016), avaliou os efeitos da fotobiomodulagdo (PBM) sobre os niveis de
citocinas e angiogénese durante a cicatrizagdo de feridas orais e concluiram que de modo geral,
os achados como a modulagdo de citocinas e aumento da angiogénese estdo entre os
mecanismos basicos da PBM na melhora do reparo da ferida oral. Medeiros et al (2017),
verificam os efeitos da LLLT na imunoexpressdo da matriz metaloproteinase (MMP-2) na
cicatrizacdo de feridas e processos angiogénicos e encontraram que o laser melhorou a
cicatrizagdo de feridas, especialmente aos 14 dias, como evidenciado pela contragao da ferida,
atividade antiinflamatoria, neocolagénese e aumento da quantidade de vasos formados
(neoangiogénese). Em nossos achados também encontramos aumento do nimero de vasos

sanguineos, porém em apenas trés grupos estudados em relacdo ao Naive.
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Os resultados referentes a quantidade de fibroblastos demonstram diferencas
estatistica para quase todos os grupos em relacdo ao Naive e Sham, exceto quando comparado
Naive com grupo 660 nm 9 pontos. Os fibroblastos estao relacionados a produgao de colageno
e matriz extracelular, sendo um importante componente na cicatrizagao de feridas.

O estudo de Golgalves et al (2010) teve como objetivo comparar os efeitos do laser
diodo de arsenieto de galio-aluminio e do 6leo cicatrizante em fibroblastos, vasos sanguineos e
maturacao de colageno de feridas cutaneas em ratos Wistar. Eles encontraram um aumento no
numero de vasos sanguineos no grupo tratado com FBM 830 nm, além de um maior nimeros
de colagenos maturados, porém ao fazer a comparagao dos grupos em relagdo aos fibroblastos,
nao foi observada diferenga entre os grupos.

O estudo de Sampaio e colaboradores (2013) buscou estudar o efeito do laser A660 nm
e do diodo emissor de luz A700 nm na proliferacdo de fibroblastos em feridas cutaneas em
roedores e concluiram que LED causou a proliferagdo fibroblastica em ratos anémicos ¢ a
irradiagdo a laser (A660) foi mais efetiva no aumento da proliferagdo em animais ndo-
anémicos.

Chaves et al (2014) realizou uma revisdo sistematica com objetivo de determinar os
efeitos biologicos que suportam o uso de Laser ou LED na cicatrizagdo de feridas e encontraram
semelhancas relacionadas aos efeitos bioldgicos promovidos por esses recursos terapeuticos
que estdo relacionados a diminuicdo das células inflamatdrias, aumento da proliferagdo de
fibroblastos, estimula¢do da angiogénese, forma¢do de tecido de granulacdo e aumento da
sintese de colageno.

Solmaz, Ulgen e Gulsoy (2017) utilizaram a fotobiomodula¢do com comprimento de
onda de 635 nm e 809 nm na cicatrizacao de feridas em analises in vivo e in vitro e encontraram
que a FBM 635 nm teve efeito de estimulacdo na viabilidade de células de fibroblastos in vitro
e formacao epitelial ao longo de feridas cutineas incisionais in vivo, a irradiacdo de 809 nm
ndo teve efeito tanto in vitro quanto in vivo. Os estudos citados, encontraram resultados
positivos em relagcdo a formacao de novos vasos sanguineos e/ou proliferacdo fibroblastica e,
indo de encontro aos resultados encontrados neste estudo.

Observando a temperatura conforme as avaliagdes, ndo observamos diferengas
significativas entre os grupos. Porém, € possivel observar uma tendéncia de menor temperatura
do grupo Naive, que pode ser explicado pela auséncia do processo inflamatdrio que ocorre em
uma lesdo, influenciado apenas pela variagdo de temperatura corporal normal, seguido dos

grupos tratados e por ultimo o grupo Sham.
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Dentre as pesquisas que utilizaram a avaliagdo termografica os autores Christensen e
colaboradores (2012), objetivaram avaliar as diferencas na temperatura da pele entre o lado
operado e controle apos uma cirurgia do terceiro molar mandibular usando termografia e
verificaram que a termografia parece ser util para avaliagdo da inflamagdo entre o lado da
intervengdo e o lado do controle. Porém, enfatizam que a termografia ndo pode ser usada para
avaliar mudancas absolutas de temperatura devido a variagdes normais na temperatura da pele
ao longo do tempo, sendo uma avaliagao complementar.

Neves et al (2016), avaliaram a temperatura no retalho e obtiveram como resultado o
aumento da temperatura no 4° dia pos-operatério nos dois grupos avaliados (controle e
tratamento com estimulacdo elétrica de alta voltagem).

Dostalova e coloboradores (2017) utilizaram a termografia apos extracdo do terceiro
molar e ndo encontraram mudangas significativas de temperatura. O estudo de Carvalho et al.
(2017) teve como objetivo avaliar o potencial antiinflamatério do arseneto de galio (904 nm)
na cicatrizacao de feridas cutineas através de medi¢do da temperatura na superficie da ferida
cutinea e exame histopatoldgico e observaram um aumento da temperatura do grupo tratado,
sem observar uma acao anti-inflamatoria da FBM.

Conforme podemos observar, os estudos utilizam a termografia para avaliacdo e
acompanhamento durante a fase inflamatoria de alguma lesdao/procedimento, € ndo com um
acompanhamento de maior prazo, como realizado neste estudo. Por conseguinte, isso explicaria
os resultados encontrados no estudo, com auséncia de diferenca significativa entre os grupos,
com base na cicatrizagdo das feridas quase fechadas, sem auséncia de infiltrado inflamatorio.

Algumas limitagdes devem ser consideradas. As limitagdes foram a ndo quantificagao
de miofibroblastos e fibras de colageno, a falta de anélise de citocinas e fatores de crescimento
importantes no processo de cicatrizagdo de feridas, que poderiam acrescentar informagdes

relevantes para o estudo.



53

6 CONCLUSAO

Através da amostra estudada podemos concluir que, na comparagao dos comprimentos
de onda da fotobiomodulacao o de 830 nm foi mais eficaz quando comparado aos grupos Naive,
Sham e os grupos irradiados pelo laser 660 nm, na anélise comparativa do numero de pontos
destacamos a aplicagdo em quatro e cinco pontos na lesdo aberta, com destaque para o grupo 5
pontos de aplicacdo da FBM, demonstrando melhora na analise macroscopica, espessura do

epitélio, aumento no numero de vasos € menor nimero de fibroblastos no 14° de lesao.
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APENDICE A: ESTUDO PILOTO

Foram utilizados 39 camundongos, divididos em 13 grupos (figura 17), machos, Swiss,
pesando entre 40- 50 g, idade média de 60 dias, adquiridos no Biotério Central da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC) e transferidos para Biotério setorial da UFSC Ararangua.

Os experimentos foram realizadas durante o ciclo claro (das 7 as 19 horas). Todos os
animais receberam analgésico Tramadol com dose de 5-10 mg/Kg intraperitonial a cada 8 horas,

durante 3 dias.

1 ponto de
aplicacdo

Energia 3,6 ] 4 4 pontos dentro

4 pontos fora

5 pontos dentro

5 pontos fora

Laser 660 nm

9 pontos

1 ponto de
aplicacdo

39 animais == Ferida cutanea

4 pontos dentro

4 pontos fora

Energia 7,2 J

5 pontos dentro

— Sham

5 pontos fora

9 pontos

Figura 17: Fluxograma da divisdo dos grupos em estudo.

Fonte: O autor.

Os camundongos foram anestesiados com inje¢ao intraperitoneal (i.p) de cloridrato de
cetamina (agener unido®) 100 mg/kg associado a cloridrado de xilazina dopaser®) — 10 mg/kg.

Em seguida foi realizado a tricotomia por tragao manual dos pelos no dorso dos animais, e entao
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submetidos a incisdo cirurgica. Foram removidos cirurgicamente 1,5 cm x 1,5 cm de pele,
mediante gabarito desenvolvido para o experimento.

Foi utilizado o equipamento laser de Diodo de Aluminio, Galio, indio e Fosforo
(AlGalnP), que emite um comprimento de onda de 660 nm, com feixe continuo, poténcia de
saida de 30 mW, da marca Ibramed® Equipamentos Médicos. A Energia emitida foi de 3.6 J,
com tempo de aplicagdo de 120 segundos para um ponto, 30 segundos cada ponto quando
aplicado 4 pontos (dentro e fora), 24 segundos cada ponto quando aplicado 5 pontos (dentro e
fora) e 13 segundos cada ponto quando aplicado em 9 pontos. A outra energia utilizada foi de
7,2 J, com tempo de aplicacdo de 240 segundos para um ponto, 60 segundos cada ponto quando
aplicado 4 pontos (dentro e fora), 48 segundos cada ponto quando aplicado 5 pontos (dentro e
fora) e 26 segundos cada ponto quando aplicado em 9 pontos. Os pontos de aplicagcdo do laser
podem ser melhor visualizados conforme figura 18. Os animais do grupo Sham, receberam laser
placebo conforme o tempo total aplicado em todos os grupos. A intervengdo foi realizada

durante 14 dias consecutivos. Os parametros de laser utilizados estdo informados na tabela 2.

Irradiacao laser 660 nm

Poténcia 30mW

Area do feixe 0,06 cm?

Pontos de aplicagao 1 4 5 9
Fluéncia por ponto (J/cm?) 60 15 12 6,67
Tempo por ponto (seg) 120 30 24 13
Energia por ponto (J) 3.6 0.9 0.7 0,4
Irradiacao laser 660 nm

Poténcia 30 mW

Area do feixe 0,06 cm?

Pontos de aplicagdo 1 4 5 9
Fluéncia por ponto (J/cm?) 120 30 24 13
Tempo por ponto (seg) 240 60 48 26
Energia por ponto (J) 7,2 1,8 1,44 0,8

Tabela 3: Parametros do laser com comprimento de onda 660 nm

Fonte: O autor.
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Figura 18: Pontos de aplicagdo do laser.
A: 1 ponto. B: 4 pontos fora. C: 5 pontos. D: 9 pontos. E: 4 pontos dentro. F: 5 pontos dentro.

Fonte: O autor.

As analises foram realizadas na sala de experimentagao animal, e consistiram de analise
macroscopica e termografica.

As lesdes foram avaliadas diariamente no momento da aplicacdo do laser. Todos os
animais tiveram suas lesoes fotografadas por cadmara digital modelo “Cyber-Shot DSC-P72”
(Sony®, Estados Unidos da América), 5.1 mega pixels, Zoom 3.2 e mantida a distancia
constante de 20 cm, sendo posteriormente analisada por meio do software Image J®. As
analises foram realizadas no pds operatorio imediato, no 7° e 14° dia apos o procedimento
cirrgico.

A termografia ¢ uma técnica que consiste na observa¢do da temperatura através da
tecnologia infravermelha de alta resolugdo. As avaliagcdes foram realizadas no pos operatorio
imediato, 7 dias e 14 dias apds a incisdo cirtrgica. O registro da temperatura era feito no dorso
dos animais (local de lesdo), com uma distancia constante de 20 cm da ferida. A analise foi
realizada através da camera do modelo FLIR C2 e posteriormente analisada no sofiware FLIR
Tools™.

As andlises estatisticas foram realizadas usando o software GraphPad Prism 6.0. Antes
da analise de cada grupo, a normalidade na distribui¢ao dos dados foi verificada pelo teste de
Shapiro-Wilk. Apo6s o teste de normalidade, foi realizada uma analise ANOVA unidirecional
para avaliar o campo aberto e a ANOVA two-way para andlise da area da lesdo. O coeficiente
de significancia considerado foi (p <0,05), e um teste post-hoc de Bonferroni foi feito apos a

analise de variancia.
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Resultados

Todos os animais estavam saudaveis, com média de peso entre 40- 50 g. O grupo
Fotobiomodulagdao (PBM) com energia de 3,6 J corresponde a 18 animais e o grupo PBM com
energia de 7,2J a 18 animais, restando 3 para o grupo controle (sham). Sendo assim, os grupos
tratamento correspondem a 36/39 animais.

Os resultados da andlise macroscopica podem ser observados nas figuras 19 e 20, que
correspondem, respectivamente, a evolugdo da cicatrizagao nos dias avaliados e a ultima analise

(14 dia) de todos os animais.
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Figura 19: Analise maroscopica da evolugdo da cicatrizagdo da ferida.

Conforme a figura 19, podemos observar que todos animais apresentaram a
cicatrizacdo da ferida, em seu curso natural ou auxiliada pelo agente eletrofisico laser. Os
grupos 8 e 10, correspondente respectivamente a aplica¢ao de laser em 4 e 5 pontos, ambos da

energia 7,2 J, apresentaram a cicatrizagdao mais deficitaria.
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Figura 20: Dados do 14° dia pds-operatorio da analise do local da lesdo

A figura 20 apresenta os dados da ultima avaliagdo (14°dia). O grupo irradiado com
energia de 3,6] parece ter apresentado melhores resultados de maneira geral, comparados ao
grupo energia 7,2 J e semelhante ao grupo sham. O grupo irradiado com energia 3,6J no grupo
3 apresentou melhores resultados, correspondendo a aplicagdo em 1 ponto. Porém, nao foi
observado diferenga significativa.

Os resultados referentes a analise de temperatura, estdo demonstrados nas figuras 21 e

22.
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Figura 21: Dados da termografia referente a todas avaliagdes (1°PO, 7° e 14° dia pds procedimento cirargico)

Com base na figura 21, observa-se os desfechos dos grupos quanto a andlise
termografica. Ambos os grupos apresentaram uma queda na temperatura conforme a
cicatrizacdo. O grupo 4 (laser 3,6J) corresponde a aplicagdo de laser em 5 pontos, e conforme
a figura, na segunda avaliagdo este grupo apresentou um aumento da temperatura e na terceira
avaliagdo uma queda, porém semelhante a temperatura inicial. Os grupos em destaque par

reducdo de temperatura sdo o de 9 pontos (3,6J), 4 pontos dentro e 9 pontos (ambos 7,2 J).
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Figura 22: Analise termografica referente ao 14° p6s procedimento cirtirgico.
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A figura 22 demonstra a semelhanga de temperatura para todos os animais, sejam eles
tratados com a Fotobiomodulagdo como também o grupo controle (Sham). Observa-se um
pequeno destaque para o grupo 6 (9 pontos, 3,6J), e grupos 11 e 12 (4 pontos dentro e 9 pontos,

7,2]), porém sem diferenga estatisticamente significativa.

Conclusao
Nao observamos diferenca estatisticamente significativas (p>0,05). Porém,
observamos uma tendéncia para os animais que foram submetidos a 3,6 J e os animais que
foram tratados com ponto fora na borda da ferida, os quais obtiveram melhores resultados.
Esses resultados apresentam uma tendéncia, j4 que o niimero de animais por grupo

pode ser sido insuficiente para melhores conclusdes.



ANEXO A: APROVACAO DO COMITE DE ETICA

== Universidade Federal Comisséo de Etica no &
Z.—% de Santa Catarina Uso de Animais =& =
UFSsC
CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "AGENTES ELETROFISICOS PARA O TRATAMENTO DAS LESOES TEGUMENTARES EM
CAMUNDONGOS ", protocolada sob o CEUA n@ 4017201117, sob a responsabilidade de Alexandre Marcle Marceoline e equipe;
Ketlyn Germann Hendler; Lais Mara Sigueira das Neves; Rafael Cypriano Dutra; Rafael Indcio Barbosa - que envolve a produgan,
manutengae efou utilizacao de animais pertencentes ao file Chordata, subfilo Vertebrata {exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho
de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal {CONCEA), e foi
aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA/UFSC) na reunido de
04/12/2017.

We certify that the propesal "ELECTROPHYSICAL AGENTS TO TREATMENT OF TEGUMENTARY INJURIES IN MICE", utilizing 684
Heterocgenics mice (males and females), protocol number CEUA 4017201117, under the responsibility of Alexandre Marcio
Marcolline and team; Ketlyn Germann Hendler; Lais Mara Siquelra das Neves,; Rafae! Cypriana Dutra; Rafae! Indcio Barbosa - which
involves the production, maintenance andfor use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except
human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of
July 15, 200%, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was

approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Santa Catarina (CEU&/UFSC) in the meeting of
12/04/2017.

Finalidade da Proposta: Pesquisa
Vigéncia da Propesta: de 04/2018 a 02/2021 Area: Ciéncias da Sadde

Origem: Biatério Central
Espécie: Camundongos heterogénicos sexo: Machos e Fémeas idade: 1a2meses N: 684
Linhagem: Mus musculus/Swiss Peso: 20a35g

Besumo: As lesdes do sistema tegumentar pedem ser ocasionadas de forma aguda, tais coma as feridas operatérias, as lesies
traumaticas, ferimentos corto-contuso. Sobre as lesdes tardias, podemes destacar as dlceras de Pressao e as lestes ccasicnadas
intencionalmente como os retalhos cutdneos que sio utilizades nos precedimentos cinrgices, tedas essas lesées necessitam de
manejo apropriado, para minimizar o risco de infecgfes e as cicatrizes. Metodelogia: Para os experimentos pré-clinicos serdo
utilizados 684 camundonges, Para realizacio de todos os experimentos serd necessario o uso de 684 camundeongos, divididos
aleatoriamente com 12 animals em cada grupo. Os animais serao submetides a modelos experimentais de lesdo tegumentar. Para
melhora da cicatrizacao serao utilizados agentes eletrofisicos.

Local do experimente: Universidade Federal de Santa Catarina [J Campus Ararangua [] SC no Laberatbrio de Autcimunidade e
Imunofarmacelogia (LAIF) e sala destinada a experimentagio animal.

Floriandpolis, 04 de dezembro de 2017
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Prof. Dr. Carlos Rogéric Tonussi Maria Alcina Martins de Castro
Presidente da Comissdo de Etica no Uso de Animais Wice-Presidente da Comissao de Etica no Uso de Animais
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Fua Desembargador Viter Lima, 222, sals 431 - Trindade - FioriandpolsfSarta Catarna-SC CEF: B2040-400 - bel: 85 [48) 3721.6093 / fax: -
Hordinio de atendimento: 29 & &0 das 8h &s 120 ¢ das 14h &2 18h 1 emal: ceua propesgi@oontato ukse br
CELIA N 3017201117
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