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RESUMO

Introdug¢do: Embora avangos tenham sido verificados na compreensao dos processos de
cicatrizacdo, torna-se importante buscar novas alternativas de tratamento para as lesdes por
pressdo, pois se trata de um problema de satde publica recorrente. O objetivo desse estudo foi
verificar a eficacia da fotobiomodulacdo e da radiofrequéncia na cicatrizacao das lesdes por
pressao de camundongos. Métodos: pesquisa experimental com noventa camundongos swiss
machos, divididos em 9 grupos (Naive, Sham, FBM 830nm, FBM 660nm, FBM placebo, FBM
830nm+Radiofrequéncia, FBM 660nm+Radiofrequéncia, Radiofrequéncia, Radiofrequéncia
Placebo). Para a indugdo das lesdes, utilizou-se 2 imas na regido dorsal dos animais, por 12
horas (isquemia) e 12 horas (reperfusdao) durante 3 dias. As intervengdes foram realizadas
diariamente, a avaliagdo da area da lesdo comparada através de fotos e a temperatura da lesao
avaliada pela cAmera termografica. Os dados apresentaram distribuicdo normal e para analise
estatistica, utilizou-se o teste ANOVA de medidas repetidas, com post-hoc teste de Bonferroni,
valor de p<0,05 e o programa Graphpad prism 8.0. Resultados: houve redugdo da area da lesao
na ultima avaliagdo (p<0,05) nos grupos FBM 660nm,830nm, FBM 660nm+radiofrequéncia e
radiofrequéncia quando comparados ao grupo placebo; diferenga significativa (p<0,05) entre
os grupos FBM 660nm, FBM 660nm+radiofrequéncia e radiofrequéncia comparados ao grupo
controle; o grupo FBM 660nm e o grupo radiofrequéncia foram estatisticamente diferentes do
grupo radiofrequéncia placebo. Todos os grupos apresentaram p<0,05 comparando-se o antes
e depois das intervencdes, tanto na area macroscopica quanto na temperatura da lesdo (excegao
do grupo controle); o naive apresentou diferenca significativa nas trés avaliagdes termograficas.
Conclusdao: a FBM 660nm, 830nm, a radiofrequéncia e a terapia combinada FBM
660nm+radiofrequéncia podem estimular a cicatrizagdo das lesdes por pressdo em

camundongos sem causar aumento exacerbado do processo inflamatorio.

Palavras-chave: Lesdes por pressdo. Pele. Cicatrizagao. Radiofrequéncia. Terapia por

fotobiomodulacao.



ABSTRACT

Introduction: Although advances have been made in understanding the healing processes, it is
important to seek new alternatives to treat pressure injury once it is a recurring public health
issue. The goal of the present study was to verify the efficacy of photobiomodulation and
radiofrequency in the healing of pressure injuries of mice. METHODS: Experimental research
with 90 Swiss male mice, divided into nine groups (Naive, Sham, photobiomodulagdo 830nm,
photobiomodulag¢ao 660nm, photobiomodulagao placebo, photobiomodulagao
830nm+radiofrequency, photobiomodulagio  660nm+radiofrequency, Radiofrequency,
Radiofrequency Placebo). For the injuries' induction, two magnets were used in the dorsal
region of the animals, during 12 hours for ischemia and 12 hours for reperfusion, for three days.
The interventions were daily, the evaluation of the injury areas was compared through photos,
and the thermographic camera evaluated the temperature of the lesion. The data showed normal
distribution, and for statistical analysis, an ANOVA test of repeated measures was performed,
with Bonferroni's posthoc test, p-value <0.05, and the Graphpad Prism 8.0 program. Results:
There was a reduction of the injury area in the last evaluation (p <0.05) in the groups PBM
660nm, 830nm, PBM 660nm + radiofrequency, and radiofrequency, when compared to the
placebo group. There was also a significant difference (p <0.05) between the 660nm
photobiomodulation, 660nm PBM + radiofrequency, and radiofrequency groups when
compared to the control group. Finally, the 660nm PBM and the radiofrequency groups were
statistically different from the placebo radiofrequency group. All groups were statistically
significant (p <0.05) when comparing before and after interventions in both the macroscopic
area and injury temperature (except for the control group). The Naive group presented
differences in the three thermographic evaluations. Conclusion: The PBM 660nm, 830nm,
radiofrequency, and combined therapy PBM 660nm + Radiofrequency effectively stimulate the
healing of pressure lesions in mice, not causing an exacerbated increase in the inflammatory

process.

Keywords: Pressure Injuries. Skin. Healing. Radiofrequency. Photobiomodulation Therapy.
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1 INTRODUCAO

Quando ocorre alguma lesao na pele, o organismo busca corrigi-la através do reparo
tecidual processo fisioldgico e esperado, porém algumas lesdes que acometem esse tecido e/ou
tecidos adjacentes sdo consideradas cronicas, pois apresentam alteracdes na cicatriza¢ao, nao
fechando espontaneamente ou apresentando um fechamento lento, como as ulceras venosas
cronicas, Ulceras diabéticas, ulceras de insuficiéncia arterial e as escaras ou Ulceras de decubito,
atualmente denominadas lesdes por pressdo (NATIONAL PRESSURE ULCER ADVISORY
PANEL, 2016; OLIVEIRA et al., 2020).

De acordo com NPUAP (NATIONAL PRESSURE ULCER ADVISORY PANEL,
2016), as lesdes por pressao sdao danos localizados na pele e tecidos proximos, normalmente
sobre uma proeminéncia 6ssea, sendo resultado da pressdo que pode ser isolada ou combinada
com forgas de fric¢do ou cisalhamento e que normalmente estao sobre uma proeminéncia ossea,
e a prevaléncia no Brasil ainda ¢ alta como demonstrou um estudo realizado por Brito, Generoso
e Correia (2013), em que a prevaléncia de tais lesdes em hospitais brasileiros foi de 16,9%.

Devido a dificuldade de compreender a fisiopatologia e desenvolver novos tratamentos
para as lesdes por pressao, pela escassez de modelos animais adequados, Garzea-Rodea et al.
(2011) avaliaram a utilizagdo de um modelo de lesdao por pressao em camundongos, induzida
pela aplicagdo de dispositivos magnéticos (imas) na pele dorsal dos animais, gerando isquemia
localizada. A extensdo das lesdes e a taxa de cicatrizacdo foram quantificadas e os autores
supracitados, concluiram que isquemia gerada nos tecidos dos camundongos, tém muitas
caracteristicas em comum com as lesdes por pressdo em humanos, sendo este modelo
experimental recomendado para pesquisas pré-clinicas, devido a sua semelhanga mecanicista e
clinica com as ulceras em humanos e a simplicidade de desenvolver esse modelo (GARZA-
RODEA; KNAAN-SHANZER; BEKKUM, 2011).

Nas lesdes cronicas da pele, o processo de cicatrizacdo ndo ocorre adequadamente, ou
acontece de forma mais lenta que o esperado devido a multiplos fatores (DELAVARY et al.
2011). Para auxiliar o reparo dessas lesdes, algumas condutas podem ser utilizadas como os
tratamentos através de agentes eletrofisicos, entre eles a fotobiomodulagdo (QASEEM et al.,
2015).

A fotobiomodulacdo (FBM) utiliza luz vermelha ou infravermelha para reparar,
restaurar e estimular uma série de efeitos fisioldgicos em células, tecidos, animais e seres
humanos sendo que essa luz pode ser proveniente de lasers ou de LEDs (HEISKANEN;
HAMBLIN, 2018). Segundo Machado, Viana e Sbruzzi (2017), o laser de baixa poténcia ¢
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descrito como uma luz amplificada de baixo poder de radiagdo, capaz de promover efeitos
bioquimicos, bioelétricos e bioenergéticos, acelerando o estimulo de cicatrizagdo, resultando
no aumento da microcirculacao, analgesia, acao anti-inflamatoria e anti-edema. Esse processo
que ocorre a nivel celular, intensifica a reabsorcdo de fibrina, a quantidade de tecido de
granulagdo, diminui a liberacdo de mediadores inflamatérios € promove o aumento do
metabolismo, estimulando assim a proliferagdo, maturacdo e locomocao de fibroblastos e
linfécitos. (MACHADO; VIANA; SBRUZZI, 2017). Os fibroblastos, sdo responsaveis pela
producdo de colageno, principal e mais abundante proteina que compde o tecido conjuntivo,
sendo essa uma substancia fundamental na reparagao tecidual (YANG et al., 2015).

Além da FBM, outros agentes eletrofisicos podem estimular as fibras de colageno,
dentre eles a radiofrequéncia (RF), que gera calor no tecido subcutdneo mantendo a epiderme
resfriada e protegida, provocando um dano térmico que ativa os fibroblastos (BOCK;
NORONHA, 2013).

A radiofrequéncia atua pelo aumento da temperatura, que diminui a distensibilidade e
aumenta a densidade do colageno, provocando sua desnaturacao e promovendo a contracao de
suas fibras, gerando processo inflamatorio e sintese de colageno pelos fibroblastos, levando a
reorganizagdo das fibras e o subsequente remodelamento do tecido, sugerindo-se que tal
atividade poderia estimular a cicatrizacdo de feridas (BRAVO et al.,, 2013; BORGES;
SCORZA; JAHARA, 2010; BOCK; NORONHA, 2013). Alguns estudos investigaram sobre o
uso da radiofrequéncia nas disfun¢des da pele e tecidos adjacentes (BRAVO et al., 2013;
BOCK; NORONHA, 2013; CARVALHO et al., 2011). Porém, conforme Cepeda et al. (2016),
ainda se observa uma caréncia de informacdes sobre os seus efeitos no processo de cicatrizagao.

Apesar do continuo desenvolvimento de novas alternativas para o tratamento das
lesdes teciduais cronicas, dentre elas as lesdes por pressdo, essas disfungdes ainda constituem
um grande desafio, representando um alto custo para a satde publica e sofrimento para os
pacientes e familiares (FERRIS; PRICE; HANDING, 2019). Dessa forma, esse estudo teve
como finalidade, verificar a influéncia da fotobiomodulagdo e da radiofrequéncia, na
cicatrizacdo das lesdes por pressdo em camundongos, buscando investigar a acdo da
radiofrequéncia para o reparo das lesdes cronicas da pele, bem como ampliar o conhecimento

da fotobiomodulagdo para esse fim pois trata-se de um agente bastante discutido na literatura.

1.2 PROBLEMA
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Diante do exposto acima, formulou-se a seguinte questao problema: A radiofrequéncia
influencia na cicatrizacdo de lesdes por pressio em camundongos tanto quanto a
fotobiomodula¢ao? Dada esta conjuntura, o estudo torna-se necessario para investigar os efeitos
das duas intervengdes visando observar a eficiéncia dos tratamentos para esse modelo

experimental.

1.3 HIPOTESES

A radiofrequéncia influencia para acelerar o fechamento de lesdes por pressdo em

camundongos, tanto quanto a fotobiomodulagao.
1.4 OBJETIVOS
1.4.1 Objetivo Geral
Verificar a eficicia da fotobiomodulagdo e da radiofrequéncia na cicatrizagdo das
lesdes por pressdo em camundongos.
1.4.2 Objetivos Especificos
Verificar a influéncia da fotobiomodulacao e da radiofrequéncia na diminuicao da area

das lesdes por pressdo através de imagem termografica e tamanho da lesdo.

Correlacionar a temperatura e a area da lesdo em cada grupo experimental.
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2 REFERENCIAL TEORICO

A fundamentagdo tedrica contida neste capitulo busca nortear o leitor dentro da
tematica que sera abordada neste estudo, além de contribuir no desenvolvimento e organizagao
da pesquisa. Inicialmente, serdo apresentados os principais topicos sobre a pele e o processo de
cicatrizagdo, seguidos dos apontamentos mais importantes sobre as lesdes por pressao e por fim

serd dado énfase ao estudo dos agentes eletrofisicos fotobiomodulagado e radiofrequéncia.

2.1 TECIDO TEGUMENTAR

O tecido tegumentar ¢ constituido pela pele e seus anexos: pelos, unhas, glandulas
sebaceas, sudoriparas e mamarias, sendo que a pele ¢ considerada a camada mais externa do
corpo, servindo como uma barreira entre os 6rgaos internos e os agentes externos, apresentando
uma estrutura forte para manter sua integridade e flexivel para permitir a maleabilidade dos
movimentos (ARDA; GOKSUGUR; TUZUN, 2014; HSU et al., 2018; NGUYEN; SOULIKA,
2019).

As duas principais camadas anatomicas da pele, da superficie para a profundidade, sdo
denominadas epiderme e derme, e alguns autores consideram ainda uma terceira camada
denominada hipoderme, que seria a mais profunda e composta por tecido adiposo subcutaneo,
tendo como fungao fornecer reserva de energia a derme, bem como suprir a camada adjacente
com fatores de crescimento (RODRIGUES et al., 2019; WATT; FUIIWARA, 2011).

De acordo com Nguyen e Soulika (2019), a epiderme ¢ constituida principalmente por
tecido estratificado queratinizado, que forma uma barreira na pele e € subdividida em camadas
celulares denominadas: estrato cdrneo, estrato lucido, estrato granuloso e estrato basal. As
principais células que constituem a epiderme sdo os queratindcitos, que atuam como blocos de
constru¢do formando uma barreira protetora, a menos que ocorram lesdes ou inflamagao,
condicdo na qual, se tornam moéveis (NGUYEN; SOULIKA, 2019). De acordo com os autores
supracitados, o estrato corneo contém queratindcitos diferenciados, que sdo continuamente
reabastecidos por queratindcitos localizados no estrato basal. Uma camada fina de
queratinocitos estd contida no estrato lucido, e o estrato granuloso ¢ uma fina camada entre o
estrato lucido e o estrato basal que contém queratindcitos basais, células imunes, como células
de Langerhans e células T, e melandcitos que fornecem pigmentagdo a pele (NGUYEN;

SOULIKA, 2019).
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A segunda camada da pele é conhecida como derme, € contém a maioria da matriz
extracelular (ECM) além de outros componentes como: linfocitos, macrofagos, mastocitos,
células T e B, vasos sanguineos e linfaticos, nervos, foliculos pilosos, glandulas sudoriparas e
os fibroblastos (responsaveis pela producdo de colageno e elastina) além de outras células
mesenquimais (WATT; FUIIWARA, 2011). A derme € rica em fibras de coldgeno, produzido
pelos fibroblastos, principalmente os tipos I e III, sendo composta por duas camadas: a
superficial, formada por tecido conjuntivo do tipo frouxo e a camada reticular (ou profunda)
composta por tecido conjuntivo denso (WATT; FUIIWARA, 2011; WONG et al., 2015).

No tecido conjuntivo, existe o predominio da matriz extracelular, que tem em sua
constitui¢cdo proteinas, sendo as mais abundantes os colagenos, que sdo apresentados na derme
como proteinas fibrilares que fornecem resisténcia a tragdo (HSU et al., 2018). Outras proteinas
da ECM incluem fibronectina e proteoglicanos, que tem como objetivo unir os tecidos criando
conexao, preenchimento e sustentagdo, permitindo que ocorra absor¢ao de impactos, resisténcia
a tragdo ou tenha elasticidade (HSU ef al., 2018; HUMPHREY; DUFRESNE; SCHWARTZ,
2014). As principais células do tecido conjuntivo sdo: as células mesenquimais, os plasmocitos,
os macrofagos, os mastocitos, as células adiposas e os leucocitos, sendo que as células mais
predominantes desse tecido sdo conhecidas como fibroblastos (ROSS; PAWLINA, 2012).

Krafts (2010) descreveu que uma das fungdes do TGF-B (fibroblast growth fator) apos
as lesdes na pele, ¢ estimular os fibroblastos fazendo com que essas células se proliferem e
assim contribuam para a cicatrizagdo e o reparo tecidual. Quando estimulados frente a lesdo,
sob a influéncia do fator de crescimento de transformagao, os fibroblastos transformam-se em
miofibroblastos altamente contrateis, caracterizados pela producdo e ligagao da a-actina do
musculo liso (SMA) e miosina Il ao seu citoesqueleto e dessa forma, além da sintetizar
colageno, func¢ao primordial dentro do processo cicatricial, sdo capazes de se contrair, retraindo
o tecido cicatricial (HSU et al., 2018; LOWE; ANDERSON, 2015).

O coléageno, principal e mais abundante proteina que compde o tecido conjuntivo,
produzido pelos fibroblastos que sdo responsaveis pela producao de elementos fibrilares e nao
fibrilares, atuam na reparacao tecidual e fornecem resisténcia a tragdo (YANG et al., 2015).

Caracteristicas como a resisténcia a tracao e a compressibilidade das fibras, fazem do
colageno uma proteina onipresente no corpo humano e aproximadamente 28 tipos de colageno
foram identificados, sendo que os coladgenos I e III, respectivamente, compdem 90% e 10% do
total de colageno presente na pele (TRACY; MINASIAN; CATERSON, 2016).

A tens3o mecanica mediada pelas fibrilas de colageno, que sdo entrelagadas, formam

um arcabouco estrutural na ferida que estd em processo de cicatrizacdo e permite a adesdao



20

celular, a quimiotaxia e a migragao, pois quando as fibras se alinham em diferentes orientacdes
elas sdo capazes de produzir vetores de tensdo mecanica dentro da pele (TRACY; MINASIAN;
CATERSON, 2016).

Por outro lado, de acordo com os autores supracitados, a estimulacdo mecénica
diminuida que ¢ imposta pela matriz extracelular nos fibroblastos dérmicos, tem sido associada
a producao reduzida de colageno tipo I e III e associada a frouxidao dérmica caracteristica do
envelhecimento da pele. Trabalhos mais recentes mostraram que a expressdo génica de
fibroblastos, como sua diferenciagdo em miofibroblastos, estdo fortemente ligados a rigidez ou
a frouxiddo da matriz extracelular e algumas teorias sugerem que a redugdo da tensdo nos
fibroblastos da ferida, pela paralisagdo das fibras musculares locais, pode reduzir a proliferagao
de miofibroblastos e a produgdo de colageno, diminuindo assim o processo cicatricial (TRACY;
MINASIAN; CATERSON, 2016).

Apo6s sofrer qualquer tipo de lesdo, a resposta do organismo para restabelecer e
restaurar a normalidade dos tecidos lesionados ¢ definida como cicatriza¢do e quando se trata
da recuperacdo de lesdes de pele, o colageno ¢ a substancia fundamental desse processo

(GONZALES et al., 2016).

2.2 CICATRIZACAO

A cicatrizacdo das lesdes da pele ¢ um processo dinamico e complexo que envolve
coagulacdo sanguinea, inflamagao, proliferacdo e remodelagdo tecidual (HU; LAN, 2016). A
lesdo tecidual desencadeia a cicatrizacdo, que visa iniciar o reparo de um dano ao organismo e
requer uma sincroniza¢ao da agao de diferentes tipos de células em etapas sequenciais e também
que se sobrepde (RITTIE; FISHER 2015). Segundo Rodrigues et al. (2019), quando a pele esta
lesada, varios tipos de células precisam coordenar as fases com precisdao para promover a cura,
esses estagios sdo denominados hemostasia, inflamacdo e proliferagdo (subdividida em
reepitelizagdo, fibroplasia e remodelagao).

A primeira resposta do organismo a uma ferida € a constri¢cdo dos vasos sanguineos e
a ativagdo de plaquetas para formar um coagulo de fibrina, esse coagulo entdo cessa o fluxo
sanguineo e fornece um suporte para células inflamatoérias de entrada (RODRIGUES et al.,
2019). Os neutréfilos sdo imediatamente recrutados para o codgulo como a primeira linha de
defesa contra bactérias e os monocitos, que se diferenciam em macréfagos, dentro de 48 a 96
horas apos a lesdo, podem ser encontrados em todas as fases do reparo tecidual (KLOSE;

ZIGRINO; MAUCH, 2013; WILGUS; ROY; MCDANIEL, 2013).
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Quando a fase inflamatoria termina, inicia-se o processo de angiogénese, que envolve
a proliferacdo e a migracdo de células endoteliais, bem como a ramificacdo dessas para
formagdo de novos vasos sanguineos; junto as células locais, circulam células da medula dssea
que também auxiliam a formag¢do de novos vasos sanguineos durante a cicatrizagdo
(RODRIGUES et al., 2019).

Enquanto novos vasos sanguineos emergem, os fibroblastos residentes proliferam e
invadem o coagulo para formar um tecido de granulagdao contratil € nesse momento, alguns
fibroblastos se diferenciam em miofibroblastos, desenhando as margens da ferida
(RODRIGUES et al., 2019). A divisdo dos fibroblastos depositados na matriz extracelular,
modifica o microambiente da ferida do estado inflamatério para o estado de proliferagdo; a
reepitelizagdo ocorre simultaneamente, sendo esta a ultima fase do processo cicatricial,
responsavel pelo aumento da forg¢a de tensdo e pela diminui¢do do tamanho da cicatriz e do
eritema (DONATI et al., 2017; WERNER; KRIEG; SMOLA, 2007).

De acordo com Landén, Li e Stahle (2016), ao ocorrer a modificagdo da fase
inflamatéria para a proliferativa, ocorre uma transicdo fundamental durante o processo de
cicatrizagdo. Os autores supracitados, descrevem que a fase inflamatoria leva a hemostasia e ao
recrutamento do sistema imunolédgico, que defende o organismo contra o ataque de patdégenos
invasores e ajuda a remover os tecidos mortos. No entanto, a inflamacdao prolongada ¢
prejudicial podendo resultar em diferenciacdo e ativagdo desregulada dos queratinocitos,
impedindo o progresso dos estadgios normais da cicatrizagdo de feridas, tendo sido associada
também, a cicatrizes excessivas (LANDEN; LI; STAHLE, 2016). O proximo passo do reparo
tecidual, a proliferagdo, estd intimamente ligado a resposta inflamatoria e também desempenha

um papel importante na resolugio da inflamagido (LANDEN; LI; STAHLE, 2016).

2.2.1 Hemostase

O primeiro estagio que marca o processo cicatricial ¢ denominado hemostase e nessa
fase o objetivo ¢ interromper o sangramento apos algum dano vascular a partir de trés etapas:
vasoconstricao, hemostasia primaria e hemostasia secundaria (RODRIGUES et al., 2019). Os
autores anteriormente citados, descrevem que a célula mais importante envolvida neste
processo ¢ a plaqueta e o componente da matriz extracelular de maior relevancia, é o
fibrinogénio. Quando a pele estd ferida, a resposta imediata para parar o sangramento ¢ a
vasoconstricao das paredes dos vasos e em seguida ocorrem a hemostasia primaria e secundaria,

que acontecem por duas vias diferentes e sdo mecanicamente interligadas (PERIAYAH,
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HALIM, MAT SAAD, 2017).

De acordo com Rodrigues et al. (2019) a hemostasia primaria envolve a agregagdo
plaquetaria e a formacao de um plug plaquetario e a hemostasia secundaria refere-se a ativacao
da cascata de coagulacdo onde o fibrinogénio soliivel ¢ convertido em filamentos insoluveis
que compoem a malha de fibrina. Os autores anteriormente citados descrevem que, o plugue
plaquetario e a malha de fibrina se combinam para formar o trombo, que cessa o sangramento
e complementos soltos associados a fatores de crescimento, fornecem uma estrutura provisoria
para células infiltrantes que auxiliardo como matriz provisoria da ferida, para a infiltracdo de
outras células nos estagios subsequentes.

Além das cé€lulas inflamatérias e dos mediadores quimicos, a fase inflamatoria, conta
com o importante papel da fibronectina que ¢ sintetizada por uma variedade de células como
fibroblastos, queratindcitos e células endoteliais; simultaneamente aderindo a fibrina, ao
colageno e a outros tipos de células, a fibrinectina age como uma cola para consolidar o codgulo
de fibrina, as células e os componentes de matriz, além de organizar uma base para a matriz
extracelular, possuindo também propriedades quimiotaticas e promovendo fagocitose de corpos

estranhos e bactérias (RODRIGUES et al., 2019; TRACY; MINASIAN; CATERSON, 2016).

2.2.2 Fase inflamatoria

Delavary et al. (2011) descreveram que a hemostasia e a liberacdo quimioativa atraem
células fagociticas e marcam o inicio da fase inflamatdria, através do recrutamento de células
imunes, processo que ¢ facilitado por quimiocinas, vasodilatacdo e aumento da permeabilidade
de vasos sanguineos que se contraem inicialmente e depois dilatam, atingindo um pico em torno
de 20 minutos depois da les@o. O principal fator responsavel pela vasodilatacao ¢ a histamina,
que faz com que as paredes dos vasos sanguineos se tornem porosos, levando ao
extravasamento de células inflamatorias na area da ferida e fornecem dessa forma, defesa contra
patogenos, possibitando a entrada posterior das primeiras células que irdo se infiltrar na ferida:
os neutrofilos (DELAVARY et al., 2011).

Su e Richmond (2015) descreveram que os neutrofilos ndo sdo observados na pele
normal, e sdo recrutados como “socorristas” em resposta a substancias liberadas nas regides da
lesdo ou infecgdo. Existem receptores de reconhecimento que auxiliam o neutrofilo na detecgao
de sinais de les@o e no dia seguinte ao dano, os neutrdfilos constituem 50% de todas as células
da ferida (SU; RICHMOND, 2015). A funcdo dos neutrdfilos € eliminar patdégenos

extracelulares e ameagas infecciosas, liberando granulos toxicos que produzem uma explosao
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oxidativa, iniciando a fagocitose ¢ a geracio de armadilhas extracelulares (LANDEN; LI;
STAHLE, 2016; PEROBELLI et al., 2015).

Nas primeiras 24 a 48 horas apds a lesdo, acontece um acimulo de macréfagos no
local do dano e essa ¢ considerada a célula mais importante da fase denominada inflamatoria,
sendo essencial para a cicatrizagdo e a regeneracdo das feridas; permanece do terceiro ao
décimo dia e suas fungdes gerais sdo: fagocitar bactérias, desbridar corpos estranhos e
direcionar o desenvolvimento do tecido de granulagao (RODRIGUES et al., 2019).

Estudos em que os macrofagos foram retirados de feridas de animais, demostraram um
fechamento tardio da lesdo, pois a reducdo de neutroéfilos induz & diminuicao da angiogénese,
do tecido de granulagdo, da deposicao de coldgeno e da liberacdo do fator de crescimento
(GOREN et al., 2009; MIRZA et al., 2009).

Nos estagios iniciais da cicatrizacdo de feridas, os macroéfagos reconhecem e eliminam
patégenos, e auxiliam na eliminagdo dos neutrofilos, pois a depuracdo inadequada de
neutrdfilos, leva ao persistente estado inflamatorio (LANDEN; LI; STAHLE, et al., 2016;
SOROKIN, 2010). Pesquisas mostraram que o défict da capacidade dos macrofagos na remocgao
de células inflamatdrias, como os neutrdfilos, ¢ um componente critico da cicatrizacao
prejudicada (KOH; DiPIETRO, 2011).

Os macrofagos anti-inflamatorios contribuem para a formagdo de novos vasos € o
metabolismo dessas células também afeta a neovascularizagao, determinando se os novos vasos
sdo funcionais ou anormais (RODRIGUES et al., 2019). Durante o estagio de proliferacdo, os
macrdfagos sinalizam ativamente para os fibroblastos dérmicos, para que esses se transformem
em miofibroblastos e os macrofagos também possam se transformar em células fibroéticas,
depositando colageno e outros componentes da matriz extracelular e contribuindo para a
formagao de cicatrizes (DARBY et al. 2014, PLOEGER et al., 2013; SHOOK et al., 2016;
SUGA et al., 2014).

2.2.3 Fase proliferativa

Segundo Cafiedo-Dorantes e Cafiedo-Ayala (2019), a fase proliferativa, também
conhecida como fase de granulacao € responsavel pelo "fechamento" da lesdo propriamente dita
e estd subdividida em: (a) fibroplasia, quando ocorre a diferenciacdo de fibroblastos em
miofibroblastos, deposicdo de matriz extracelular e contragdo da ferida; (b) reepitelizacdo e
interagdo entre queratindcitos e fibroblastos, (¢) angiogénese, incluindo proliferacao de células

endoteliais e formagao de novos vasos. Os macrdofagos sao as células inflamatorias dominantes
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que orquestram a fase proliferativa do reparo de feridas na pele (CANEDO-DORANTES;
CANEDO-AYALA, 2019).

2.2.3.1 Fibroplasia

Ao entrar em contato com o coldgeno da matriz extracelular estruturas como
fibrinogénio, fibronectina, proteoglicanos e plaquetas formam uma matriz provisoria rica em
fibrina (CANEDO-DORANTES; CANEDO-AYALA, 2019). Ainda conforme os autores
supracitados, os fibroblastos sdo um grupo heterogéneo de células, com grande plasticidade e
diferentes papéis nas diferentes camadas da pele e quando sdo ativados, comecam a produzir
colageno. Cafiedo-Dorantes e Cafiedo-Ayala (2019) também relatam que o actimulo de
colageno no local da ferida, forma uma cicatriz quase avascular e acelular, composta por 80-
90% por fibras de colageno tipo I, regularmente organizadas, e as demais fibras de coldgeno
sao do tipo III. Os fibroblastos maduros migram para o tecido de granulagdo, iniciam a sintese
de colageno, substituem a matriz provisdria de fibrina e diferenciam-se em miofibroblastos,
aumentando a deposicdo de coldgeno e iniciando a contrag¢do da ferida, ao mesmo tempo que
detectam a forga e a dire¢@o da carga mecanica e traduzem essas informagdes por meio de sinais

de e produgao de fator de crescimento (CANEDO-DORANTES; CANEDO-AYALA, 2019).

2.2.3.2 Repitelizacdo

Segundo Delavary et al. (2011) a repitalizagdo ¢ a fase que promove o
reestabelecimento da epiderme intacta sobre o tecido recém-formado. Na pele intacta a camada
basal dos queratindcitos esté ligada a ldmina basal, mas quando ocorre uma lesdo, essas células
se encontram desorganizadas e precisam ser restauradas e este processo de restauragdo inicia
dentro de horas apos o dano, sendo realizado pelos queratindcitos que se movem através do
tecido de granulagdo e continua até que os lados opostos da ferida restabelecam contato
(DELAVARY et al., 2011). A repitalizacdo tem inicio 16-24 horas apds a les@o e continua até
a fase de remodelacdo do reparo da ferida e logo apos a lesdo, os queratindcitos se diferenciam
e migram entre o codgulo de fibrina e a derme, e também proliferam para fornecer mais células
para preencher a lacuna (CANEDO-DORANTES; CANEDO-AYALA, 2019).

Ainda de acordo com os autores supra-citados, a matriz extracelular desempenha um
papel fundamental no processo de repitelizagdo, onde uma interacdo entre queratinocitos,

fibroblastos, neutréfilos, mondcitos-macrofagos e células endoteliais, aumentam a quantidade
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de citocinas, fatores de crescimento e outras biomoléculas, para promover a interagao epitélio-
mesenquimal entre queratindcitos e fibroblastos. Por fim, os fibroblastos se diferenciam em
miofibroblastos, aumentando a deposi¢ao de coldgeno e iniciando a contracdo da ferida

(CANEDO-DORANTES; CANEDO-AYALA, 2019).

2.2.3.3 Angiogénese

De acordo com Cafiedo-Dorantes e Cafiedo-Ayala (2019), a angiogénese ¢ um
processo continuo, onde ocorre a proliferagdo de novos vasos sanguineos e a remodelagdo
tecidual, e as células sob condi¢des hipoxicas apos a lesdo, recebem um estimulo nas células
endoteliais vasculares, fibroblastos, queratinocitos e macrofagos, seguidos pela liberagcao dos
fatores angiogénicos VGEF, FGF, PDGF e TGF- Bl por essas células, desencadeando a
neovascularizagdo. Os autores acima citados, descrevem que o processo de regressao comega
com a contracdo dos vasos sanguineos, onde a redugdao do suprimento sanguineo € o
metabolismo acelerado das células que trabalham para reparar a lesdo, fazem com que os
tecidos da ferida se tornem hipdxicos, um grande estimulo para a angiogénese. Com o auxilio
dos macrofagos, as estruturas das células endoteliais imaturas anastomosam-se com outros
vasos sanguineos preexistentes, os fibroblastos por sua vez sintetizam e depositam nova matriz
extracelular que da suporte as células e novos vasos sanguineos formando o tecido de
granulagdo da ferida (CANEDO-DORANTES; CANEDO-AYALA, 2019).

Durante a fase proliferativa da cicatrizacdo, o tecido de granulagdo ¢ formado
concomitantemente com outros processos de reparo, incluindo a reepitelizacao, a fibroplasia e
a remodelagdo (RODRIGUES ef al., 2019). O tecido de granulagdo ¢ formado principalmente
por fibroblastos, que sintetizam uma nova matriz extracelular e ajudam a contrair a ferida, assim
esse processo também serve como base para outras células e componentes, incluindo a recém-
sintetizada matriz extracelular, os novos vasos sanguineos e as células (RODRIGUES et al.,
2019). O tecido de granulacdo e os vasos sanguineos tem trés fun¢des principais: imunidade
para proteger a superficie da ferida contra invasdo microbiana; proliferativa afim de preencher
a ferida com novos tecidos e vasculatura; tampao temporario com o objetivo de substituir o
tecido necrotico, até a formagao de novos vasos sanguineos (ALHAJJ et al., 2020).

Senger e Davis (2011) descreveram que as células endoteliais, iniciam a angiogénese
por brotamento e varios outros receptores de células endoteliais desempenham um papel critico
na nessa fase. Na condicdo ndo tratada, as células endoteliais tém poucos receptores na sua

superficie o que impede a ligagdo as plaquetas circulantes ou as células imunoldgicas
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(SENGER; DAVIS 2011). Em resposta a ferimentos no microambiente, células endoteliais
expressam receptores que permitem a adesdo de leucocitos e sua infiltragdo na pele
(RODRIGUES et al., 2019).

Os receptores de integrinas nas células endoteliais, particularmente o avp3, que ¢ o
receptor para fibrina, fibronectina e vitronectina, sdo de extrema importdncia para a
angiogénese e nas cé¢lulas endoteliais, o avp3 pode anexar substincias liberadas por plaquetas
durante o processo de coagulagdo, no estagio inicial de cura (RODRIGUES et al., 2019).

Uma cicatriz com fechamento completo apresenta uma forga tensil em torno de 80%
da tensdo da pele normal, ndo ¢ volumosa e ¢ plana, visto que com o passar do tempo a
neovasculariza¢ao diminui, e mais tarde a cicatriz ¢ considerada avascular (XUE; JACKSON,
2015).

Na maioria dos casos, apds o processo completo de cicatrizagdo da pele, a funcio de
barreira ¢ restaurada assim como a resisténcia normal a tragdo; no entanto, ao contrario da
cicatrizagdo de feridas do periodo pré-natal, que ¢ um processo regenerativo que recapitula a
arquitetura original da pele, a cicatrizacao de feridas adultas resulta em uma cicatriz fibrética
que serve como um remendo rapido para a ferida (XUE; JACKSON, 2015).

A cicatrizagdo ¢ o processo fisiolégico que visa restaurar as lesdes do tecido
tegumentar, porém, qualquer alteragdo em qualquer das dessas etapas, resulta em
comprometimento do reparo tecidual, por exemplo, Ulceras cronicas dificeis de curar ou
cicatrizes excessivas, pois fatores extrinsecos e intrinsecos parecem influenciar em respostas
inadequadas de cicatrizagdo como no caso das lesdes por pressao (EMING; MARTIN; TOMIC-
CANIC et al., 2014; LANDEN; LI; STAHLE, 2016).

2.3 LESOES POR PRESSAO

Algumas feridas que ocorrem na pele, podem se tornar cronicas, pois resultam de uma
falha do processo natural de cicatrizagdo ou seja, ndo curam espontaneamente ou apresentam
fechamento notoriamente lento como as ulceras venosas cronicas, as escaras ou ulceras de
decubito (ZIELINS et al., 2015).

Essas lesdoes além de requererem um tempo de tratamento consideravel, serem
dolorosas, apresentarem um impacto negativo sobre a qualidade de vida dos individuos e serem
resistentes a muitas modalidades de intervengdes, também resultam em altos custos econdmicos
e sociais para os pacientes, familiares e para satde publica (MOORE, WEBSTER,
SAMURIWO, 2015; OLIVEIRA et al., 2020).
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2.3.1 Definicao

Anteriormente conhecidas como tlceras de pressao, ulceras de dectbito ou escaras, as
lesdes por pressdo sdo danos localizados na pele e tecidos proximos, normalmente sobre uma
proeminéncia 6ssea, sendo resultado de pressao que pode ser isolada ou combinada com forgas
de fric¢do ou cisalhamento; os riscos para o desenvolvimento dessas lesdes estao relacionados
aos fatores predisponentes intrinsecos de cada individuo (NATIONAL PRESSURE ULCER
ADVISORY PANEL, 2016).

Com o objetivo de padronizar os termos utilizados entre os profissionais de satide do
mundo inteiro, ocorreu o programa internacional de 2014, em que varias organizagdes adotaram
o termo lesdo por pressdo substituindo os termos antes utilizados como ulceras de pressao,
ulceras de decubito ou escaras (DELMORE et al., 2019). Esta mudanca, proposta e aceita por
meio de reunides de consenso, representa o fato de que a les@o por pressao dos estagios 1 e 2
nao sdo ulceras, dermatologicamente falando (perda da epiderme com uma base dérmica ou
profunda) (DELMORE et al., 2019).

O estagio 1 representa uma mudanc¢a na cor da pele intacta e o estagio 2 trata-se de
uma erosao (perda da epiderme com uma base epidérmica) ou uma bolha superficial, assim
esses dois estagios de danos relacionados a pressao podem ser classificados como uma lesdo e
ndo como ulcera, assim em abril de 2016 o National Pressure Ulcer Advisory Panel-NPUAP
(NATIONAL PRESSURE ULCER ADVISORY PANE, 2016) anunciou a mudanga na
terminologia “ ulcera de pressao” para “lesdo por pressao” que deve ser utilizado por todos os

profissionais de saide (DELMORE et al., 2019, SOBEST, 2016).

2.3.2 Classificacao

O NPUAP (2014) estabeleceu uma classificagio baseada no comprometimento
tecidual e entdo seis estagios foram propostos. As lesdes por pressdo de categoria/grau I
apresentam eritema nao branqueavel e pele intacta com rubor nao branqueavel em uma area
localizada, quase sempre sobre uma proeminéncia ¢ssea (NATIONAL PRESSURE ULCER
ADVISORY PANEL, 2014).
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A perda parcial da espessura da derme que se apresenta como uma ferida superficial
(rasa) com leito vermelho-rosa sem tecido desvitalizado ¢ caracteristica da categoria/grau Il a
qual aparece como uma ulcera brilhante ou seca, sem tecido desvitalizado ou equimose
(NATIONAL PRESSURE ULCER ADVISORY PANEL, 2014).

Na ocorréncia de lesdes por pressao de grau III ocorre a perda total da espessura dos
tecidos; o tecido adiposo subcutaneo pode estar visivel, mas os 0ssos, tenddoes ou musculos nao
estdo expostos (NATIONAL PRESSURE ULCER ADVISORY PANEL, 2014).

Na categoria/grau IV nota-se a perda total da espessura dos tecidos com exposi¢ao
Ossea, dos tenddes ou dos musculos e pode aparecer tecido desvitalizado ou necrose no leito da
ferida (NATIONAL PRESSURE ULCER ADVISORY PANEL, 2014).

As lesdes por pressao nao graduaveis/inclassificaveis possuem uma profundidade
indeterminada, pois a base da ulcera estd coberta por tecido desvitalizado (amarelo,
acastanhado, cinzentos, verde ou castanho) e/ou necrético (amarelo escuro, castanho ou preto)
no leito da ferida (NATIONAL PRESSURE ULCER ADVISORY PANEL, 2014).

Quando aparecem areas vermelho escura ou purpura na pele intacta, ou flictena
preenchida com sangue, suspeita-se de lesdo com profundida indeterminada nos tecidos
profundos (NATIONAL PRESSURE ULCER ADVISORY PANEL, 2014). A evolucdo pode
incluir uma flictena de espessura fina sobre o leito de uma ferida escura, que pode evoluir
através de uma fina camada de tecido necrdtico e assim podera ocorrer a rapida evolucao
expondo outras camadas de tecidos, mesmo que essas tenham recebido adequado tratamento
(NATIONAL PRESSURE ULCER ADVISORY PANEL, 2014).

Determinar a classificagdo da lesdo por pressdao assim como determinar os fatores de
risco intrinsecos e extrinsecos sdo de extrema importadncia para que os profissionais € 0s
familiares dos pacientes acometidos, possam tanto prevenir quanto propor o tratamento

adequado para cada caso.

2.3.3 Fatores de risco

Segundo Virani et al. (2011) os fatores de risco intrinsecos, que estdo relacionados aos
aspectos fisicos dos individuos podendo influenciar o desenvolvimento de lesdes por pressao,
incluem: estado nutricional (desnutricdo e desidratacdo), mobilidade reduzida ou imobilidade,
sindrome do estresse (movimentos involuntarios), postura e contraturas, comprometimento
neuroldgico e sensorial, incontinéncia urinaria e fecal, extremos de idade, nivel de consciéncia,

doenca aguda, historico de lesdo por pressao, doenca vascular, doenca cronica ou terminal grave
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e a dor. Outros fatores de risco para o surgimento das lesdes por pressdo incluem raca negra ou
etnia hispanica, comprometimento cognitivo, deficiéncias fisicas, e outras condi¢des
comodrbidas que afetam a integridade e a cicatrizagdo de tecidos moles como edema,
microcirculagdo prejudicada e hipoalbuminemia (QASSEM et al., 2015). Uma vez que a lesdo
se desenvolve, fatores que interferem na cicatrizagdo, como alteracoes fisiologicas relacionadas
a idade, diabetes, qualquer condicdo associada a uma baixa tensdo do oxigénio e fluxo
sanguineo, doenca vascular periférica, contraturas, espasticidade e perdas sensitivas, podem
prejudicar o reparo dos tecidos moles (BHATTACHARYA; MISHRA, 2015).

Brink, Smith e Linkewichbrink (2006) constataram que pacientes com reduzida
capacidade de realizar atividades de vida diaria (AVDs) tiveram maior risco de desenvolver
lesdes por pressao em comparacao aqueles sem limitagao.

Fatores extrinsecos provenientes do ambiente como higiene, condi¢cdes de vida,
medicagdo, pressdo, cisalhamento, fric¢do, vestuario, estilingues de transferéncia, uso de
restricao e os sistemas de apoio utilizados para aliviar a pressao também podem influenciar o
desenvolvimento de lesdes por pressao (VIRANI et al., 2011).

Assim como a prevaléncia e a incidéncia de lesdes por pressdo na populacdo ainda sdo
significativas, os fatores de risco para o aparecimento dessas lesdes também precisam ser
considerados visando o desenvolvimento de estratégias preventivas apropriadas para manter a

dignidade e o conforto dos pacientes (FERRIS; PRICE; HANDING, 2019).

2.3.4 Epidemiologia

A incidéncia de lesdo por pressao ¢ considerada um indicativo da qualidade dos
cuidados, pois a presenga desta ¢ associada ao aumento do tempo de internagdo, a carga de
trabalho para profissionais e ao aumento de custos, além de maior morbidade e mortalidade dos
pacientes internados (LIMA; GUERRA, 2011). Jaul et al. (2018), descreveu uma pesquisa
piloto europeia, realizada pelo Painel Consultivo para Ulceras por Pressio (EPUAP), que
incluiu 5947 pacientes hospitalares localizados em varios paises destacou uma prevaléncia geral
de ulceras por pressao de 18,1%. Outro estudo, feito pelo International Pressure Ulcer
Prevalence Survey, constatou que a prevaléncia de lesao por pressao hospitalar, variou de 8§ a
14% nas unidades hospitalares e a incidéncia variou de 3 a 5% (JAUL et al., 2018).

De acordo com estudo realizado por Brito, Generoso e Correia (2013) no Brasil, a
prevaléncia de lesdes por pressio em hospitais foi de 16,9% corroborando com dados

encontrados nos estudos realizados em hospitais de outros dois paises com critérios de inclusdao
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semelhantes; nessa pesquisa também ndo foi observada diferenca significativa entre a
prevaléncia de lesdes por pressao nos sete estados brasileiros estudados, indicando que se trata
de um problema de saude publica (COELHO; SILVA, 2004; EDLICH et al., 2004; SHAHIN;
DASSEN; HALFENS, 2009). Em pesquisa realizada em trés hospitais na cidade de Sdo Paulo
entre 2012 e 2013 a prevaléncia de tlceras de pressao anual média foi de 10,1% (MELLEIRO
etal.,2015).

Pesquisas realizadas anteriormente corroboram com os achados de Brito, Generoso e
Correia et al. (2013) em que a localizagao mais freqiiente de lesdo por pressao foi a regido sacral
(82,5%), seguida pela trocanterica (37,5%), e depois pelo calcaneo (27,5%) (BARBUT et al.,
2006, INAN; OZTUNC, 2012; ROCHA; MIRANDA; ANDRADE, 2006).

Em outro estudo constatou-se o total de 23 lesdes por pressdo, localizadas
principalmente em calcaneo (8-42,1%), sacro (7-36,8%) gluteo e trocanter (2-10,5%), areas que
correspondem aos pontos de maior pressdo em pacientes na posi¢ao dorsal, comprovando que
a ocorréncia da maior parte das lesdes ocorre na metade inferior do corpo, devido a presenca
de grandes proeminéncias dsseas e distribuicao desigual do peso corporal nessa regido
(ROGENSKY; KURCGANT, 2012).

Uma revisao sistematica realizada por Ferris, Price ¢ Handing, 2019 (2019), que teve
como objetivo quantificar a prevaléncia e a incidéncia de lesdo por pressao em pacientes que
receberam cuidados paliativos, identificou os fatores de risco para o desenvolvimento dessas
lesdes e relacionou o fator tempo entre o aparecimento da lesdo por pressao e a morte desses
individuos, mostrando a prevaléncia global de 12,4% e a incidéncia de 11,3% nos artigos
estudados. Quanto os tipos de lesdo por pressdo mais freqiientemente vistos na populacao
estudada, os estagios 1 e 2 foram os mais comumente observados, representando 82% de todas
as lesdes e as as areas do corpo mais afetadas pelas lesdes por pressdo descritas nessa revisao
sistematica foram observadas na regido sacral 28% a 36% no calcaneo 23% a 30% e na regido
isquiatica 17% a 20% (FERRIS; PRICE; HANDING, 2019, 2019).

Apesar de todo o desenvolvimento visando novas formas de tratamento para essa
disfuncao, a prevaléncia das lesdes por pressdo ainda ¢ alta, constituindo um alto custo para a
saude publica e sofrimento para os pacientes e familiares (FERRIS; PRICE; HANDING, 2019,
2019).

2.3.5 Abordagem terapéutica para o tratamento de lesdes por pressao

Ulceras venosas da perna e lesdes por pressao sao as formas mais comuns de tlceras



31

cutaneas complexas ndo traumaticas, cada uma com prevaléncias de 0,05% e 1,52% nos EUA
(RICE et al., 2014).

Muitas das lesdes descritas acima cicatrizam espontaneamente, porém para algumas
pessoas esse processo ¢ prolongado, e para outras, nunca totalmente resolvido. Um estudo
recente com 247 pessoas que apresentavam ulceras venosas na perna relataram que 62% das
lesdes cicatrizaram dentro de 24 semanas, € os outros 38% permaneceram sem resolu¢ao por
mais tempo (FINLAYSON et al., 2017). Outro estudo sobre lesdes de pele constatou um tempo
médio de cura em torno de trés meses de tratamento (ASHBY et al., 2014).

O tratamento de diferentes graus de lesdes por pressdo, envolve diversas abordagens
que incluem intervengdes para prevenir as lesdes por pressao (superficies de suporte e suporte
nutricional) e agdes que visam promover a cicatrizacao de forma efetiva, tais como: curativos,
aplicagdes topicas e terapias adjuvantes, como estimulagao elétrica, terapia de luz, dispositivos
assistidos por vacuo e reparagdo cirurgica (SMITH et al., 2013). A escolha do tipo de tratamento
deve ser dindmica e se adaptar continuamente a modificagdo das caracteristicas clinicas da lesao
por pressao (SMITH et al., 2013).

Segundo Bhattacharya e Mishra (2015) um dos métodos utilizados para o tratamento
das lesdes por pressdo, o qual envolve a remog¢ao da contaminagdo da superficie e a excisdo de
todo o tecido morto ¢ o desbridamento, que tem como objetivo, converter a ferida cronica em
aguda, para que ela possa progredir nos estagios normais de cura. Os autores anteriormente
citados, descrevem que os curativos também sao utilizados para proteger e acelerar o processo
de cicatrizagdo e incluem: hidrocoldides que estimulam o crescimento de novas células na lesao
€ mantém a area saudavel proxima da pele seca; molhos de alginato que contem sodio e calcio
e aceleraram o processo de reparo; pensos de prata com propriedade antibacteriana para limpar
a ulcera; cremes e pomadas para evitar mais danos aos tecidos e ajudar a acelerar o processo
cicatricial. A limpeza da les@o, mostra-se importante na reducio da carga bacteriana da ferida,
remocao de tecido necrotico, residuos metabolicos e agentes topicos que retardam o processo
de cura das feridas (MARTINS, 2014).

De acordo com Bhattacharya e Mishra (2015) pressdes que causam danos a pele e aos
tecidos devem ser imediatamente eliminadas, através da ajuda de colchdes especiais, almofadas
e outros dispositivos de protecdo que podem aliviar a pressao externa em areas vulneraveis dos
membros do corpo. Uma revisdo sistematica realizada por Smith et al. (2013) avaliou as
evidéncias sobre diferentes superficies de suporte, incluindo leitos fluidizados a ar, leitos de
pressao alternada e almofadas de cadeira e camas de baixa perda de ar e ndo foram encontradas

diferencas significativas na cicatrizagao completa da ferida ao comparar os tipos de suporte.
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Abordagens de fisioterapia também s3o promissoras para a cicatrizacdo de feridas
(GOULD et al., 2015). O uso de agentes fisicos conhecidos como ultrassom terapéutico,
eletroestimulagdo, pressao negativa, fotobiomodulacao e alta frequéncia, tem sido descritos
como métodos terapéuticos adjuvantes para estimular a cicatrizagao de lesdes da pele, inclusive
as lesdes por pressdo, entretanto, a avaliagao sistematica dos agentes estudados revelou que
existe a necessidade de maior rigor metodologico, incluindo nimero amostral, padronizagao de
aplicagdo, periodos e parametros de aplicacdo, pois a heterogeneidade dos dados dos estudos
dificultam conclusdes definitivas para o tratamento das lesdes por pressio (ARORA et al.,
2020; KORELO et al., 2013; MARTINS, 2014; NEVES et al., 2016; PETZ et al., 2020).

Quando os pacientes com lesdes por pressao grave (Grau III ou IV) ndo respondem ao
tratamento conservador, ou seja, a cicatrizagao ndo ¢ alcangada, ¢ indicado o tratamento
cirargico para preencher a ferida e evitar mais danos aos tecidos, para pessoas que apresentam
situacdo médica e nutricional estavel (BHATTACHARYA; MISHRA, 2015). De acordo com
Rodrigues et al. (2019), em pacientes com patologias que favorecem a cicatrizagdo anormal de
feridas, as intervengdes disponiveis atualmente ndo mostram impacto positivo diante dessa
problematica. As diferentes terapias disponiveis para o tratamento de lesdes por pressdo, se
mostram apenas moderadamente eficazes, assim, existe a necessidade de terapias mais efetivas
para a cicatrizagdo de lesdes por pressao e a padronizacao de parametros para as ja existentes,

como a fotobiomodulagao (RODRIGUES et al., 2019).

2.4 FOTOBIOMODULACAO

A fotobiomodulagdo (FBM) ¢ um método de tratamento que utiliza luz vermelha ou
infravermelha para reparar, restaurar e estimular uma série de efeitos fisioldgicos em células,
tecidos, animais e seres humanos sendo que essa luz pode ser proveniente de lasers ou de LEDs
(HEISKANEN; HAMBLIN, 2018). Diferentes nomenclaturas foram utilizadas ao longo dos
anos, para definir a irradiagdo com luz no tecido bioldgico como terapia com laser de baixa
intensidade (Low-Level Laser Therapy — LLLT), terapia com luz de baixa intensidade (Low-
Level Light Therapy — LLLT), laser terapia (Laser therapy — LT), e recentemente o termo LED
terapia (ANDERS; LANZAFAME; ARANY, 2015).

Para diferenciar as intervengdes acima citadas das demais fototerapias, foi realizada
uma conferéncia a fim de padronizar a nomenclatura utilizada e dessa forma, a Associagdo

Norte Americana de terapia por luz, e a Associacdo Mundial de Terapia por Laser proporuseram
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o termo terapia de fotobiomodulagdo (TFBMFBM) aceito e reconhecido por essas instituigoes
(ANDERS; LANZAFAME; ARANY, 2015). Segundo os autores anteriormente mencionados,
a FBM ¢ uma terapia que utiliza formas nao ionizantes de fontes de luz, incluindo LED (diodo
emissor de luz) e laser (luz amplificada por emissao estimulada de radiacdo), no espectro visivel
e infravermelho. Essa nomenclatura foi proposta com o intuito de diferenciar esse tipo de
intervenc¢do, das demais fototerapias buscando um consenso referente a nomenclatura mais
adequada (MALTA, 2017).

O laser ¢ uma radiacdo eletromagnética ndo ionizante, com caracteristicas de
monocromaticidade, coeréncia, direcionalidade e focalizagdio em pequenas areas e sdo
classificados em alta e baixa intensidade sendo que os mais utilizados para cicatrizagao
compreendem o laser de HeNe (hélio-nednio), cujo comprimento de onda estd em torno de
632,8nm, o AsGa (arseneto de galio) e o AsGaAl (arseneto de gélio e aluminio) cujo
comprimento de luz ¢, aproximadamente 780-830nm (LINS et al., 2010; SOUZA et al., 2017).
Os LBI infravermelhos sdo considerados mais eficazes para analgesia, € os do espectro
vermelho, para cicatrizagao (SILVA et al., 2007).

Bernardi, Zeka e Continenza (2016) descreveram que os efeitos primarios do laser sdo
bioquimicos, bioelétricos e bioenergéticos, atuando pelo aumento do metabolismo, proliferacao
e maturacao celular, aumento da quantidade de tecido de granulagdo e diminui¢ao dos
mediadores inflamatoérios, induzindo o processo de cicatrizagdo. Assim, a camada tecidual a ser
atingida depende do tipo de laser, da poténcia, do comprimento de onda e do tempo de
irradiagdo, e quanto menor o comprimento de onda, maior sua a¢ao e poder de penetragdo (LINS
etal.,2010).

O efeito do laser terapéutico nao ¢ considerado diretamente curativo, e sim um agente
antalgicos, pois proporciona ao organismo uma melhor resposta a inflamacdo, reduzindo o
edema e os sintomas de dor, além de favorecer a reparacdo tecidual da area lesada mediante a

bioestimulagdo celular (PIVA et al., 2011)

2.4.1 Efeitos bioestimulantes do laser de baixa poténcia no processo de reparo tecidual

Os efeitos bioldgicos do laser de baixa poténcia consistem em energia luminosa, que
se deposita sobre os tecidos e se transforma em energia vital, produzindo efeitos primdrios
(diretos), secundérios (indiretos) e terapéuticos gerais, os quais promovem agdes analgésicas,
anti-inflamatorias e cicatrizantes (TAHERI et al., 2015; CASALECHI et al., 2014; LEE et al.,

2018). Ao ser utilizado nos tecidos o laser ndo provoca aquecimento pois a energia dos fotons



34

absorvidos ndo ¢ transformada em calor, e sim em efeitos fotoquimicos, fotofisicos e/ou
fotobiologicos (TSAI; HAMBLIN, 2017). Ainda segundo os autores supracitados, ao interagir
com os tecidos o laser estimula algumas funcdes celulares como a estimulacao de linfécitos, a
ativacao de mastocitos, o aumento na producdo de ATP mitocondrial e a proliferacao de varios
tipos de células que promovem efeitos anti-inflamatorios (ANDRADE et al., 2014).

A fototerapia por lasers ¢ considerada um bioestimulador para o reparo tecidual,
aumentando a circulagdo local, a proliferagao celular e a sintese de colageno (ANDRADE et
al.,2014). A excitagdo seletiva de 4tomos e moléculas sdo provocadas pela monocromaticidade
e pela intensidade do laser, assim a terapia eleva os niveis de acido ascorbico nos fibroblastos,
promovendo a producao de colageno (LINS et al., 2010).

Em um estudo realizado por Rocha, Miranda e Andrade (2006) que visou investigar o
comportamento de feridas cutaneas na regido dorsal de ratos Wistar, através de um laser de
baixa intensidade foram observados aumento na neovascularizagdo e na proliferacao
fibroblastica, e também reducdo da quantidade de infiltrado inflamatorio nas lesdes cirurgicas
submetidas a terapia a laser. O aumento do metabolismo celular que o laser provoca ocorre pela
absorcdo molecular da luz e as agdes anti-inflamatdrias e antiedematosas acontecem pela
aceleragdo da microcirculacdo, resultando em alteragdes na pressao hidrostatica capilar e dessa
forma o edema ¢ reabsorvido e o acumulo de metabolitos eliminado (LINS et al., 2010).

Os efeitos bioestimulantes produzidos pelo laser de baixa poténcia no processo de
reparo tecidual sdo a indu¢do da atividade mitotica das células epiteliais e dos fibroblastos, o
incentivo a producao de colageno por estas células; a inibigao secretdria de alguns mediadores
quimicos, a modificacao da densidade capilar e o estimulo a microcirculacao local (LINS et al.,
2010).

O laser de baixa poténcia aumenta a atividade quimiotatica e fagocitaria dos
leucdcitos, aumenta a proliferagdo dos linfocitos que pela radiacdo pode tornd-los mais
responsivos aos mediadores nos tecidos injuriados e aumenta a atividade fagocitaria dos
macrofagos, elevando a secrecao de fatores de crescimento de fibroblastos e intensificando a
reabsorg¢do tanto de fibrina quanto de coldgeno (ANDRADE et al., 2014).

Pesquisas in vitro, segundo Lins et al. (2010) demonstram que o laser terapéutico
estimula a proliferagdo e a diferenciagdo fibroblastica, assim como a sintese de produtos da
matriz extracelular por estas células e pode induzir fibroblastos, pois estimula a produgao do
fator de crescimento fibroblastico basico (FGFb). Estudos utilizando células da linhagem
macrofagica mostram que, sob a radia¢do do laser de baixa poténcia, tais células liberam fatores

soltveis promotores da proliferacdo fibroblastica, assim a maturagdo dos fibroblastos e a sua
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locomogao através da matriz também sdo influenciadas pelo referido laser (LINS et al., 2010).

Um estudo de Silva et al. (2007) que empregou lasers com comprimento de onda de
660nm e 780nm e densidades de energia 7,5 J/cm2 e 15J/cm2 avaliou histologicamente a
resposta de tecidos epitelial, conjuntivo e Osseo submetidos a referida em um modelo
experimental de reproducado alveolar realizada em Rattus novergicus albinus; constatou-se que
os tecidos epitelial e conjuntivo reagiram a estimulacao da terapia a laser com renovagao celular
constante e no tecido 6sseo, houve uma aceleragao da neoformagdo 6ssea dentro dos padrdes
de normalidade.

O laser de baixo nivel provou ser bem-sucedido em estimular a produgdo de colageno
em ensaios de cicatrizagdo de feridas, como no estudo descrito por Cunha et al. (2019), que
avaliou os efeitos de trés protocolos de laserterapia de baixo nivel (LLLT) na cicatrizacao de
feridas abertas em ratos. Foram realizadas lesdes com um bisturi na regido mediana de 60 ratos
Wistar, e apos 7, 14 e 21 dias, cinco animais / dia foram sacrificados e as feridas analisadas
histologicamente. O LLLT reduziu a inflamagcdo e o deposito de coldgeno aumentou
significativamente (p <0,05) em todos os protocolos. Assim todos os protocolos induziram o
aumento no deposito de colageno, acelerou a maturacdo do coldgeno e promovendo uma melhor

arquitetura da cicatrizacdo fibrosa final (CUNHA et al., 2019).

2.5 RADIOFREQUENCIA

As fibras de colageno podem ser estimuladas por agentes eletrofisicos, dentre eles, a
radiofrequéncia (RF), que gera calor no tecido subcutaneo mantendo a epiderme resfriada e
protegida, provocando um dano térmico que ativa os fibroblastos, sendo que a ativagdo dessas

células € considerada essencial para o processo cicatricial (BOCK; NORONHA, 2013).

2.5.1 Mecanismo de acao

Segundo Bock e Noronha (2013), sdo consideradas radiofrequéncias (RF) as radiagdes
eletromagnéticas entre 30 KHz e 3 GHz, e as frequéncias entre 0,5 MHz e 1,5 MHz sdo as mais
utilizadas em equipamentos estéticos. A técnica consiste em gerar calor no tecido subcutaneo,
mantendo a epiderme resfriada e protegida, sendo que o dano térmico ativa os fibroblastos,
consideradas as células responsaveis pela produ¢do das fibras de coldgeno (BARBOSA;
SILVA; ARAUJO, 2018). As Radiofrequéncias atuam por conversdo, e a passagem dessa onda

pelo tecido do individuo, se converte em calor ja que a aplicagdo de uma radiacao
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eletromagnética de comprimento de onda hectométrica gera um aumento da temperatura nos
tecidos (CARVALHO et al., 2011).

Bock e Noronha (2013) descreveram que quando a radiofrequéncia passa pelo tecido,
pode produzir fendmenos devido ao aumento de temperatura, como a vibragdo idnica que
consiste na atragdo e repulsdo das cargas elétricas negativas dos ions, que estdo presentes em
todos os tecidos e ocorre quando a polaridade da corrente ¢ modificada, isso gera um atrito
10nico que ird resultar em conversao de calor de forma bastante eficaz; outro fendmeno que
ocorre na passagem da RF ¢ a rotacdo das moléculas dipolares, pois a composi¢do do nosso
corpo ¢ em grande parte composta por moléculas de dgua, que quando expostas a RF, giram em
torno do seu eixo aproximando as areas de carga ao eletrodo de polaridade oposta, causando
uma colisao entre os tecidos adjacentes; o ultimo fendmeno consiste na distor¢ado molecular,
onde as moléculas e atomos eletricamente neutros e seus movimentos nulos, pois ndo possuem
carga elétrica, faz com que ocorra uma conversdo minima de energia elétrica em calor. Dessa
forma, a conversao ¢ produzida pelos fendmenos fisicos de movimento i0nico, pela rotagdo das
moléculas dipolares e através de distor¢ao molecular (BOCK; NORONHA, 2013).

Segundo Bonjorno et al. (2019), a frequéncia ¢ outro fator que influencia na
profundidade da ac¢do da RF, pois em frequéncias de ondas elevadas, a energia ¢ rapidamente
transferida através da superficie, enquanto em frequéncias baixas, a penetracdo da energia ¢
mais profunda. Um estudo comparativo descrito por Bonjorno et al. (2019), entre RF
capacitativa (possui um eletrodo com revestimento, isolando o corpo metélico da superficie da
pele, formando assim um capacitor com os tecidos) e RF resistida (o eletrodo ndo € revestido e
a energia da RF passa diretamente através do corpo e da placa neutra), encontrou diferengas
relativas ao aumento e retengdo da temperatura ap6s 45 minutos de aplicagao, medidos por um
termOometro de pele. Os autores descreveram que embora o RF capacitativa tenha apresentado
uma temperatura mais rapida, a RF resistiva obteve uma melhor reten¢cdo de temperatura 45
minutos apos tratamento (60,3% resistiva vs 15,5% capacitativa).

Em geral, o aquecimento obtido pela RF diminui a distensdo do tecido conjuntivo
através da desnaturagdo do colageno, que ¢ produzido pelos fibroblastos, e a retragdo do tecido
ocorre devido a desnaturacao de uma tripla hélice; quando colageno é aquecido, a proteina sofre
uma transi¢do, de estrutura cristalina e organizada para um estado de gel e o aumento dos
colagenos tipos I e III na derme ocorrem de forma tridimensional, com continuidade por até
trés meses apods o tratamento aleatério (BONJORNO et al., 2019).

De acordo com os autores supracitados, as reagdes dependem tanto do tempo como da

temperatura, pois se o objetivo sdo as temperaturas elevadas, sdo necessarios tempos de
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exposicdo baixos, como temperaturas de 85°C durante um milissegundo ou 67°C durante trés
segundos sdo suficientes para produzir alteragdes estruturais ao colageno, enquanto as
temperaturas mais baixas devem ser utilizadas para prevenir queimaduras cutaneas, com tempos
de exposi¢do mais longos, tais como 43°C durante trés a cinco minutos, repetidos quatro a seis
vezes na mesma drea, em intervalos de sete a dez dias entre sessdes. Sabe-se também que a
dosimetria de RF, para hipertermia, deve ser alcangada uma gama terapé€utica entre 40°C e 45°C
e durante a aplicagdo, a poténcia do equipamento pode ser regulada por movimentos de ida e
volta, com o eletrodo pressionado contra a pele, em pequenas areas, trés vezes o tamanho do
eletrodo ativo, até a temperatura desejada ser atingida (BONJORNO et al., 2019).

A condutividade elétrica depende de varios parametros, incluindo o tipo de tecido (em
razdo da vascularizagdo do tamanho, da localizacdo e da capacidade desse tecido receber
radia¢do), a frequéncia da corrente elétrica assim como a temperatura do tecido, enquanto a
distribuicdo de corrente elétrica, por outro lado, depende da geometria dos eletrodos

(BELENKY et al., 2012).

2.5.2 Classificacao das radiofrequéncias

As Radiofrequéncias que sdo utilizadas atualmente podem ser classificadas de acordo
com o objetivo do uso, a quantidade de eletrodos, a forma que a radiacdao ¢ transmitida ao
paciente e a existéncia ou ndo de um sistema de esfriamento (MEYER; RONZIO, 2010).
Quanto ao objetivo de uso, as técnicas podem ser ablativas quando sua aplicacdo € invasiva,
sendo empregadas para o tratamento de dor cronica e cancer, ou nao ablativas onde a aplicagdo
ndo € invasiva, que € o caso da radiofrequéncia Newshape da Bioset utilizada nesse estudo
(CARDOSO:; REUS, 2016).

Quanto ao tipo de aparelho, existem duas formas de equipamentos de radiofrequéncia:
capacitivo e resistivo e quanto aos tipos de eletrodos, estes podem ser classificados como
monopolar, bipolar, tripolar, e multipolar (BONJOURNO et al., 2019). A radiofrequéncia
monopolar emite energia através de dois eletrodos, um deles ¢ chamado de eletrodo ativo, que
provoca uma grande densidade de corrente, gerando efeitos términos nos tecidos através de
estimulagdo tecidual e o segundo eletrodo consiste em uma placa que fecha o circuito da
corrente fazendo com que a energia retorne ao individuo (BORGES; SCORZA; JAHARA,
2010; MEYER; RONZIO, 2010).

O equipamento Newshape utiliza eletrodos bipolares, em que a corrente ¢ limitada pela

distancia entre os dois eletrodos que podem estar separados ou contidos numa Unica ponteira
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fixados a uma certa distancia, um que desempenha o papel de dispersivo, também chamado de
passivo (de maior area fisica) e o outro de eletrodo ativo (de menor area fisica) (BONJOURNO
et al., 2019). Na configuracao tripolar e multipolar, existe um eletrodo monopolar associado a

um bipolar, que cria dois pares ou mais de eletrodos bipolares (BONJOURNO et al., 2019).

2.5.3 Efeitos

A Radiofrequéncia produz efeitos atérmicos e térmicos e o aumento da temperatura
nos tecidos, pode gerar efeitos como: hiperemia cutdnea profunda onde a dispersdo da
temperatura provoca um grande aumento na nutri¢do dos tecidos; aumento da elasticidade dos
tecidos ricos em colageno pois o incremento da temperatura promove a distensibilidade e
diminui a densidade do colageno (LOFEU, BRITO, BARTOLOMEI, 2015).

Agne (2009) observou que ocorre a neocolagenogénese e neoelastogenése pelo
aumento da temperatura devido ao processo inflamatorio controlado nos tecidos, com um
aumento imediato de interleucina 1-Beta (IL-1b), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
metaloproteinase de matriz 13 (MMP-13), esta Glltima ¢ marcadora pela desagregacdo da matriz
extracelular, enquanto os niveis de metaloproteinase de matriz 1 (MMP- 1), proteina de choque
térmico 47 e 72 (HSP47 e HSP72) e fator beta de crescimento transformador (TGF-b) mantém-
se elevados por dois dias. Substancias que sdo responsaveis pela elasticidade como a
tropoelastina e a fibrilina junto com o procolageno I e III, sdo estimulados por 28 dias ap6s o
tratamento (AGNE, 2009).

A RF provoca a regulagdo positiva de certos genes de sirtuina (SIRT), favorecendo a
deposicao de novo colageno e aumentando a longevidade dos fibroblastos (BONJOURNO et
al., 2019). Observou-se que o corpo responde a elevacdo da temperatura com a formagao de
uma substancia denominada proteina de choque térmico (HSP), e o calor gerado pela RF
estimula sintese de HSP no fibroblasto, provocando a expressao de TGF-betal que estimula o
HSP-47 e HSP-72 a induzir fibroblastos para aumentar a produgdo de coldgeno (BONJOURNO
etal.,2019).

Como efeitos biologicos da RF, considera-se o aumento da circulagdo arterial, o
estimulo da drenagem venosa (pela reabsor¢ao de catabolitos e reducao de edemas nas areas
com processos inflamatorios), o incremento a vasodilatacao e hiperemia na pele (ocorre um
estimulo da oxigenagdo celular e também da acidez dos tecidos), o aumento da permeabilidade
da membrana e o incentivo ao sistema imunologico e a reducdo dos radicais livres (BOCK;

NORONHA, 2013; ULLMANN, 2008).
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2.5.4 Indicacgdes e contra-indicacoes

As indicacgdes relacionadas aos efeitos sdo inumeras, entre elas: a melhora do aspecto
da pele, incremento da elasticidade e textura da pele através do estimulo da neocolagénese,
aumento da qualidade do colageno e reducao da flacidez tissular (BARBOSA; SILVA;
ARAUJO, 2018; TAGLIOLATTO, 2015).

O procedimento ¢ contraindicado em individuos que apresentam alteracdo de
sensibilidade cutanea local, telangiectasias, portadores de marca-passo cardiaco, processo
inflamatério agudo, tuberculose ativa, infec¢do recente, aparelhos auditivos, neoplasias,
gestantes, trombose venosa profunda, condi¢cdes hemorragicas ou probabilidade de esta ocorrer,
diabéticos, doengas da tireoide, portadores de distirbio vascular do colageno, neoplasias
malignas ativas ou recentes, ou qualquer histdrico de doenca que pode ser estimulada pelo calor.
Além disso, o tratamento ndo ¢ aconselhavel sobre tatuagem ou maquiagem definitiva e
enchimentos sintéticos (VIEIRA, 2016). O autor anteriormente citado, descreve que em
processos inflamatorios agudos como pos-operatdrios e acnes ativas, a RF pode ser aplicada

como terapia complementar tendo efeitos benéficos, porém a tnica cautela € que se deve estar

atento ¢ a temperatura maxima de aquecimento.

2.5.5 Dosagem

Meyer et al. (2009) descreveram que através da promocao do aumento da elasticidade
de tecidos ricos em colageno, através de aumentos leves de temperatura da pele em torno de 5
a 6°C promovem o aumento da extensibilidade e reduz a densidade do colageno favorecendo
alteracdes como fibroedema geloide e fibroses pos cirurgia plastica. No entanto o autor afirma
que aumentos maiores de temperatura em torno de 40°C diminuem a extensibilidade e aumenta
a densidade do colageno, promovendo a diminuicdo da elasticidade em tecidos ricos em
colageno.

O colageno liquefaz a temperaturas acima de 50°C, porém com aplicacdes de
temperaturas que fiquem entre 40° e 45°C, a extensibilidade do tecido colagenoso aumenta

(CARVALHO et al., 2011).
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2.5.5 Acoes da radiofrequéncia no colageno

Um estudo de Carvalho et al. (2011) que analisou os efeitos da radiofrequéncia em
ratos wistar, demonstrou que até sete dias apds as aplicagdes, o coldgeno sofreu modificagdes
tornando-se mais denso, com presenca de neocolagéneses, porém ap6s 15 dias ndo ocorreram
mais evidéncias importantes na formacao neocolagena, mas foi detectada a neoelastogéneses,
que também esteve presente na analise de 21 dias, sugerindo que aplicacdes de radiofrequéncia
devem ser feitas no minimo com intervalo de sete dias e que ha permanéncia de efeitos da
radiofrequéncia no tecido colageno até 15 dias.

A revisdo realizada por Bock e Noronha (2013) conclui que os efeitos térmicos
produzidos pela radiofrequéncia no tecido subcutaneo além de promover a contragao das fibras
colagenas, ativando os fibroblastos e produzindo novas fibras de colageno (neocolagénese),
também promove a contrag¢ao das fibras elasticas, levando a produ¢do de neoelastogénese.

Essa afirmacao corrobora com outros estudos, nos quais observou-se que acomodacoes
de temperaturas podem causar processos fisiologicos que melhoram a condi¢ao dos tecidos,
estimulando a neoformagdo de colageno e a formagdo de grande quantidade de vasos
subepiteliais (FERNANDES; MENDONCA 2009).

Um estudo realizado por Boisnic et al. (2017) investigou o uso da RF no processo de
flacidez facial através de avaliagdes histologicas e bioquimicas. Os resultados demonstraram
que a radiofrequéncia bipolar (RF), através de temperatura controlada, é capaz de aquecer as
fibras de colageno dérmico e induzir a remodelagdo do colageno.

A radiofrequéncia mostrou-se eficiente na ativacao de fibroblastos que sdo as cé€lulas
responsaveis pela produ¢do de novo colageno, condicdo essa, essencial para o fechamento

adequado das lesdes por pressdo na pele.
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3 METODOLOGIA

3.1 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo do tipo experimental com intervenc¢do em animal, randomizada.
Os procedimentos foram aprovados pelo CEUA: n° 4017201117. Utilizou-se o checklist
ARRIVE para a melhor descrigao dessa pesquisa.

3.2 LOCAL DO ESTUDO

Os procedimentos experimentais foram realizados em uma sala anexa ao Biotério
Setorial — Campus Ararangud, apos a andlise dos dados foi realizada no laboratério de avaliagdo
e reabilitacdo do aparelho locomotor - LARAL, da Universidade Federal de Santa Catarina,

Campus Ararangua.

3.3 POPULACAO DO ESTUDO

3.3.1 Delineamento experimental

Foram utilizados 90 camundongos (45 animais para cada estudo independente) da
espécie Swiss, de acordo com célculo amostral (COHEN, 1988), adultos, com peso 20-35g,
machos, adquiridos do biotério central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC)
localizado em Floriandpolis. Os animais foram mantidos no Biotério setorial da cidade de
Ararangud, por 24 dias. Os camundongos foram pesados e divididos randomicamente em 9
grupos, na primeira parte da pesquisa assim como na segunda parte, cada grupo contendo 10

camundongos conforme figura 1. Eles foram identificados por grupos e nimeros.



Figura 1 - Fluxograma dos grupos experimentais descritos por nome e numero

Fotobiomodulagio

N=90

Animais

G1

Naive

G2

Sham

(FBM)

Grupos W

G3

FBM 830 nm

G4

FBM 660 nm

G5
FBM
Placebo

G6 G7

FBM 830 nm
Radiofrequéncia

FBM 660 nm
Radiofrequéncia

Fonte: autor.

Experimento — lesdao por pressao em modelo experimental:

* G 1 — Naive (numero animais 10)

* G 2 — lesdo por pressao induzida (Sham; nimero animais10)

( Grupos

Radiofrequéncia

—

G8
Radiofrequéncia

G9
Radiofrequéncia
Placebo

* G 3 —lesdo por pressao + FBM 830nm (Aplicagdo diaria, nimero animais 10)

* G 4 —lesdo por pressao + FBM 660 nm (Aplicagdo diaria, nimero animais 10)

* G 5 —lesdo por pressdo + FBM placebo (Aplicacdo diaria, nimero animais 10)

* G 6 — lesdo por pressao + FBM 830 nm + radiofrequéncia (Aplicagao didria,

nimero animais 10)

* G 7 —lesdo por pressao + FBM 660 nm + radiofrequéncia (Aplicagdo diaria,

numero animais 10)

* G 8 — lesdo por pressao + radiofrequéncia (Aplicagdo diaria, nimero animais 10)

* G 9 — lesdo por pressao + radiofrequéncia placebo (Aplicagdo diaria, nimero

animais 10)
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No grupo naive nao foram realizadas lesdes e intervengdes; no grupo sham foram

realizadas as lesdes mas nao intervengdes sendo que esse grupo foi utilizado como parametro
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para a area da lesdo; os grupos fotobiomodulagio (FBM 830nm e¢ FBM 660nm),
radiofrequéncia e terapia combinada (FBM + Radiofrequéncia) receberam indugdo da lesdo e
as intervengdes diariamente no mesmo horario por 14 dias. Foram 7 dias de adaptagao dos
animais no biotério, 3 dias de inducdo da lesdo e 14 de intervencao, totalizando 24 dias de

experimento.

3.3.2 Critérios de exclusao

Animais com lesdes prévias no local, que ndo atingissem o peso minimo de 25 gramas

ou que morressem ao longo do experimento.

3.4 VIES

O risco de viés esteve relacionado a infecgdo na lesao dos animais.

3.5 PROCEDIMENTOS

3.5.1 Acomodacao dos animais

Os camundongos foram mantidos em gaiolas isoladas respeitando-se o numero
maximo de animais permitidos em cada uma (4 em gaiolas pequenas e 10 em gaiolas grandes),
com acesso a agua e ragao, ventilacdo, controle de temperatura (22 + 2°C) e umidade (60—80
%) em ciclo de 12 horas claro-escuro. Os experimentos foram realizados durante a fase clara

do ciclo (7 - 19 horas).

3.5.2 Procedimento de realizacdo da lesdo experimental

Foram realizados dois estudos independentes com 45 animais em cada, sendo que os
procedimentos foram realizados pelo mesmo pesquisador, exatamente da mesma forma para os
dois estudos.

No primeiro dia do experimento, apos os 7 dias de adaptagdo, os animais foram
anestesiados via intraperitoneal com cetamina-0,1 mL/100g associado a xilazina-
0,07mL/100g, e posicionados em uma prancha cirurgica para realizagao da depilacao por tragao

manual de pelos (UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA, 2013).
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De acordo com estudo realizado por Garza-Rodea, Knaén-Shanzer e Bekkum (2011),
com os animais ainda anestesiados, realizou-se uma prega no dorso dos animais e nessa regiao
foram posicionados 2 imas, que realizaram compressao do tecido cutaneo (figura 2). Os imas
tinham 12 mm de didmetro e 0,5 mm de espessura com 1000 Gaus de for¢a magnética
(Magnetic Source, Castle Rock, CO) (GARZA-RODEA; KNAAN-SHANZER; BEKKUM,
2011). Os ciclos de colocacdo dos imas, para o modelo experimental, foram de 12 horas com
os imas para o periodo de isquemia, seguindo de retirada e repouso de 12 horas (reperfusdo).
Foram aplicados 3 ciclos em cada animal do experimento, ou seja 3 dias consecutivos até que
o modelo experimental para lesdo por pressao estivesse completo.
posicionamento de imas para induzir lesao

Figura 2 - Colocagdo e pOT Pressao

Fonte: autor.

3.5.1 Intervencoes

Ap6s os 3 dias de inducdo da lesdo por pressdo no dorso dos animais, iniciaram-se as
intervencdes. No Grupo Naive ndo foram induzidas lesdes e ndo foram realizadas intervengdes,
esse grupo foi utilizado como pardmetro para temperatura. No grupo Sham as lesdes foram
induzidas com os imas, porém nenhuma intervengao foi feita.

O grupo experimental fotobiomodulacao recebeu FBM diariamente desde o primeiro
dia de intervencao até o 14 dia (figura 3). O equipamento utilizado, foi o FBM de diodo de
Arseneto de Galio Aluminizado (GaAlAs), da marca Ibramed® Equipamentos Médicos, que

emite um comprimento de onda de 830 nm, feixe continuo em um dos grupos € os parametros
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utilizados estdo descritos da tabela 1. No outro grupo FBM, foi aplicado FBM de Arseneto de
Galio, Indio e Fosforo (AlGalnP) marca Ibramed® Equipamentos Médicos, 660nm, feixe
continuo e os parametros utilizados estdo na tabela 1 e foram propostos de acordo com estudo
realizado por Hendler (2019). O grupo placebo recebeu a intervengdo da mesma forma, porém

sem a emissdo do FBM.

Tabela 1 - Parametros da fotobiomodula¢do com comprimento de onda 660 nm e 830 nm

FBM 660nm
Pontos de aplicagdo 5
Fluéncia por ponto (J/cm?) 12
Fluéncia total (J/cm?) 168
Tempo (seg) 24
Energia por ponto (J) 0.7
Energia Total (J) 9.8
Area do feixe (cm2) 0,06310
FBM 830nm
Pontos de aplicagdo 5
Fluéncia por ponto (J/cm?) 6.54
Fluéncia total (J/cm?) 91.56
Tempo (seg) 24
Energia por ponto (J) 0.7
Energia Total (J) 9.8
Area do feixe (cm2) 0,11600

Fonte: (HENDLER, 2019).

Figura 3 - Aplicagdo FBM 660nm

Fonte: autor.
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No grupo experimental radiofrequéncia, os animais foram posicionados na caixa de
posicionamento (figura 5) e a aplicagdo foi diaria, o aparelho utilizado foi o New Shape da
Bioset®, e o meio de contado do aparelho com a pele foi a glicerina. Utilizou-se os seguintes
parametros: tempo 4 minutos, poténcia de 22 watts. Inicialmente A glicerina foi aplicada nas
regides das bordas das lesdes por pressao e pele adjacente e a manopla bipolar foi deslizada nas
bordas da ferida da regido dorsal do animal através de movimentos lentos até no minimo 38°C
(figura 4). A temperatura foi mensurada através de termOometro com posicionamento a 90° em
relagdo a pele e mantido por 2 minutos apds alcangar a temperatura acima descrita. A aplicagdo
da radiofrequéncia realizou-se sempre da mesma forma e de acordo com a anélise do projeto

piloto (APENDICE A) (CARVALHO et al., 2011).

Figura 4 - Aplicacao da radiofrequéncia com manopla bipolar

Fonte: autor

No grupo experimental, que recebeu radiofrequéncia + fotobiomodulagao os
protocolos de aplicacdo foram os mesmos descritos acima, a FBM (660nm e o 830nm) foi
sempre aplicada antes da Radiofrequéncia, para que ndo houvesse interferéncia do meio de
contato (glicerina), nas aplicagdes da FBM.

Nos grupos experimentais FBM placebo 660nm, 830nm e radiofrequéncia placebo, as
intervengdes ocorreram da mesma forma que os grupos FBM 660nm, 830nm e radiofrequéncia,

porém sem emissdo de onda e calor respectivamente.
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Figura 5 - Imagem da caixa de posicionamento utilizada para avaliacdo e intervengdes

y=

Fonte: autor.

Quadro 1 - Resumo do passo a passo dos procedimentos experimentais e coleta de dados
Chegada dos animais no biotério e manutencdo por 7 dias para adaptagao

Dia 01: anestesia e remog¢ao dos pélos; apos anestesia colocacdo dos imas ( Fig. 2).12h

isquemia/12 h reperfusao. Divisao dos animais em grupos de 4.

Dia 02: colocacdo dos imas ( Fig. 2). 12h isquemia/12 h reperfusao.

Dia 03: colocacao dos imas ( Fig. 2). 12h isquemia/12 h reperfusio.

Dia 04: separagdo dos animais em grupos com 5; posicionamento caixa (Fig. 5) e avaliacao
1 da lesdo (maquina fotografica e maquina termogréafica). Apos separados, cada grupo

recebeu a intervengao proposta (primeiro dia de intervengao).

Dias 05, 06, 07, 08, 09, 10: aplicagdo da intervengao proposta para cada grupo.

Dia 11 avaliagdo 2: posicionamento caixa (Fig. 5) e avaliacdo 2 da lesdo (maquina fotografica

€ maquina termografia). Ap0s, aplicagdo da intervengdo proposta para cada grupo.

Dia 12,13,14,15,16, 17: aplicacdo intervengdo proposta para cada grupo.

Dia 18: avaliagdo 3 posicionamento caixa (Fig. 3) e avalia¢do 3 da lesdo (maquina fotografica

e maquina termografica). Eutanasia por dose excessiva de medicagdo (cetamina e xilazina).

Fonte: autor.

3.6 INSTRUMENTOS E TECNICAS DE COLETA DE DADOS

Depois de 7 dias de adaptacdo no biotério e antes do inicio das intervengdes, foi
realizada a primeira avaliagdo com o primeiro grupo de 45 camundongos, 7 dias depois a
segunda avaliacdo e 14 dias depois da primeira avaliagdo foi realizada a Gltima. O mesmo foi

feito para o segundo grupo de camundongos (45 animais) sendo que as mesmas também foram
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cegadas, ou seja um avaliador independente que ndo participou dos outros procedimentos da
pesquisa, avaliou os animais e dividiu-os aleatoriamente, por sorteio com envelope lacrado e
para identificagdo dos grupos utilizou simbolos (por exemplo G1, G2) para os 9 grupos
marcando os animais com cores e nimeros diferentes para identificacdo dos mesmos, sem ter

conhecimento de quais intervencdes cada grupo receberia

3.6.1 Avaliacao cicatricial

A avaliacdo da area da lesdo foi comparada através de analise computadorizada de
fotos digitais padronizadas que foram feitas pela maquina“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 6), sendo posteriormente analisada por meio do software Image J®, da regido onde

foram aplicadas as intervengdes (HENDLER, 2019).

3.6.2 Termografia

O uso da termografia infravermelha (TRI) na medicina, comegou a ser utilizada,
considerando-se que o aumento da temperatura corporal causa uma quantidade maior de
radiacdo emitida (JOHN et al., 2016). Portanto, um aumento na vascularizagdo, que ¢ uma
marca registrada de muitas alteragdes patoldgicas, como inflamag¢do ou neoplasias com
aumento da atividade metabolica, leva ao aumento da temperatura, que pode ser detectado por
uma camera termografica infravermelha (JOHN et al., 2016). Para verificar a temperatura local,
foram realizados os registros com o termografo da marca FLIR Tools C2 (figura 7), que pode
estar alterada devido ao processo inflamatorio ou pelo aumento da circulagao nas lesdes ou pelo
aumento da circulagdo nessas areas. O software para andlise foi o Flir Tools™. e a area
mensurada foi a regido branca das imagens (figura 7). Para a avaliagdo os animais eram
colocados em uma caixa de posicionamento e as imagens realizadas com uma régua de

distancia, para padronizar as fotos e as imagens do termografo (figura 6).



Figura 6 - Padronizagdo da distancia (20cm) entre o animal e a cAmera para analise
macroscopica e termografica

Fonte: autor
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3.7 EUTANASIA

Ap6s 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).

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a andlise da normalidade pelo método estatistico Shapiro
Wilk, e ap0s essa analise verificou-se que os dados apresentaram distribuicao normal. A anélise
estatistica para a area da lesdo e temperatura, foi realizada através do teste ANOV A de medidas
repetidas, com post-hoc teste de Bonferroni e valor de p<0,05. Utilizou-se o programa
Graphpad prism 8.0 para o processamento de dados. Foi realizada a correlagdo das duas
variaveis em 3 tempos, através da correlacdo de pearson. A andlise estatistica foi cegada, ou
seja, um avaliador independente, que nao participou dos outros processos do experimento,

recebeu os dados com os codigos (G1, G2, G3...) e realizou a analise estatistica.

3.9 ASPECTOS ETICOS

Esta pesquisa estd fundamentada na PORTARIA NORMATIVA N° 67/2016/GR, de
11 de janeiro de 2016 a qual dispde sobre o Regimento Interno da Comissio de Etica no Uso
de Animais — CEUA da Universidade Federal de Santa Catarina e diz que a CEUA-UFSC tem
por finalidade cumprir e fazer cumprir, no ambito da UFSC e nos limites de suas atribui¢des, o
disposto na Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, em seu Decreto regulamentador 6.899, de
15 de julho de 2009, e nas resolu¢des normativas do CONCEA (Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal), e foi aprovado pela CEUA sob numero n°® 4017201117 (ANEXO
A).

3.10 VARIAVEIS
O estudo teve como variaveis independentes o peso (g) e idade (meses) de natureza

quantitativa continua. Como variaveis dependentes utilizou-se a analise macroscopica/foto da

lesdo (cm2), e a termografia (°C), todos de natureza quantitativa discreta.
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4 RESULTADOS

Para esse estudo, foram utilizados 90 camundongos Swiss machos, idade média de 60
dias. Nao houve perdas amostrais, portanto cada grupo conteve 10 camundongos, totalizando 9
grupos. O experimento foi dividido em 2 blocos de 45 animais, onde os 9 grupos continham 5
animais cada. Os resultados do experimento baseiam-se nas avaliagdes macroscopicas da area
da ferida realizadas por um avaliador cego, através de imagens de uma camera digital e na

temperatura da area da lesdo, realizadas através de registro pela camera termografica Flir tools.

4.1 COMPARACAO ENTRE OS GRUPOS DA ANALISE MACROSCOPICA

Quanto a analise macroscopica da area das feridas, na primeira e segunda avaliacdes
ndo houve diferencas significativas entre os grupos. Considerando-se a ultima avaliagdo, o
grupo FBM 660nm, o grupo FBM 660 + radiofrequéncia e o grupo radiofrequéncia
apresentaram diferenga significativa (p<0,05) em relacao ao grupo Sham (figura 8).

Entre o grupo (FBM 830 e o grupo FBM placebo, houve diferenga significativa (p<
0,05); da mesma forma o grupo FBM 660nm que apresentou diferenca significativa do grupo
FBM placebo e do grupo radiofrequéncia placebo (figura 8).

Os grupos FBM 660nm + radiofrequéncia e o grupo radiofrequéncia foram
significativamente diferentes (p< 0,05) do grupo FBM placebo. E o grupo Radiofrequéncia

apresentou diferenga significativa do grupo radiofrequéncia placebo (figura 8).
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Figura 8 - Anélise macroscdpica através de imagens
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Comparagdo entre os grupos (*, **, # = valor p < 0,05). Grupo 3 (FBM 830nm) esta sem simbolo,
embora tenha apresentado diferenca significativa.
Fonte: autor.

4.2 COMPARACAO INTRAGRUPOS DA ANALISE MACROSCOPICA

Na figura 9, observa-se que entre a primeira avaliacdo e a segunda, ndo houve
diferencgas significativas. J4 na comparacdo entre a primeira avaliacdo e a ultima (todos os
grupos foram estatisticamente significativos (p< 0,05) na comparagdo intragrupos, ou seja

comparando-se inicio e fim de cada intervengao.



53

Figura 9 - Dados obtidos nos trés tempos de avaliacdo

@ 2 ¥ 66

Bcs OScr

1 A Hoes
EUDD- O s & Go

4000+

Area da Ferida (pixels)

2000+

0 ) 1
A B c

Tempos de Avaliacao

Os dados obtidos nos trés tempos de avaliacdo demonstraram a redugdo da area de lesdo durante as
trés analises realizadas no estudo. A: Primeira avaliacdo pos indugdo da lesdo experimental. B: 7 dias
apos a primeira avaliacdo. C: 14 dias apos a primeira avaliagao.

*p <0,05, todos os grupos comparando-se A e C.

Fonte: autor.

4.3 ANALISE TERMOGRAFICA

De acordo com a figura 10, na andlise inicial e final nos grupos estudados, houve

diferenca em todos os grupos, exceto no grupo Sham que nao obteve p<0,05.
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Figura 10 - Grafico referente a mensuragdo da temperatura na area da lesao
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A: Primeira avaliag¢do pds indugdo da lesdo por pressdo. B: apresenta os dados referentes ao 7° dia apos
a primeira avaliagdo. C: Demonstra a Gltima avaliagdo realizada no 14° dias ap0s a primeira avaliacao.
*p < 0,05, todos os grupos apresentaram diferenca significativa, com exce¢do do grupo 2.

Fonte: autor.

Quanto a temperatura da area da lesdo, na comparagdo entre os grupos (figura 11), o
grupo Naive foi diferente de todos os outros nos trés tempos. Os outros grupos avaliados nao

apresentaram diferenca significativa entre si.



55

Figura 11 - Diferenca entre os grupos quanto a temperatura da area da lesdo, verificado
através da camera termografica. G1 * (p<0,05)
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Fonte: autor.
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4.4 CORRELACAO DAS DUAS ANALISES NOS TRES TEMPOS

G8

G9

Quanto a correlagdo de pearson de duas andlises, identifica-se que na avaliacdo 1, a

area da lesdo e a temperatura da lesdo do grupo sham apresentam uma correlagdo moderada,

enquanto os outros grupos apresentam correlagdo fraca ou inexistente (FIGUEIREDO FILHO;

SILVA JUNIOR, 2009).

Quadro 2 - Correlacao entre as variaveis Termografia (T) e area da lesdo (A) analisadas no

tempo 1

A
Sham

A
FBM
830

A
FBM
660

A FBM A FBM 830

placebo f+ Radlo'—
requencia

A FBM 660
+ Radio-
frequencia

A Radio-
frequénci
a

A Radio-
frequencia
placebo

T SHAM

0,35

T FBM 830

0,06

T FBM 660

0,41

T FBM placebo

0,25

T FBM
830+Radiofrequencia

0,21

T FBM
660+Radiofrequencia

0,09

T Radiofrequéncia

0,16

T Radiofrequéncia
placebo

-0,25

Fonte: autor.



56

Na segunda avaliagdo (avaliagdo 2), todos os grupos apresentaram correlagao

inexistente (FIGUEIREDO FILHO; SILVA JUNIOR, 2009).

Quadro 3 - Demonstra a correlacdo entre as varidveis Termografia (T) e area da lesdo (A)
analisadas no tempo 2

A FBM 830
+ Radio-
frequencia

A FBM 660
+ Radio-
frequencia

A Radio-
frequenci
a

A Radio-
frequencia
placebo

A FBM
830

A FBM
660

A FBM

Sham placebo

T SHAM
-0,06

T FBM 830 -0,25

T FBM 660 -0,30

T FBM placebo -0,12

T FBM 830 +

Radiofrequencia 0,10

T FBM 660 +

Radiofrequencia -0,42

T Radiofrequéncia -0,37

T Radiofrequencia
placebo

-0,08

Fonte: autor.

Na avaliagdo 3, os grupos FBM 660,FBM placebo, e FBM 660+radiofrequéncia nao
apresentaram correlacdo entre a area da lesdo e a temperatura da lesdo; o grupo Sham, FBM
830 e radiofrequéncia mostraram fraca correlagdo, o grupo radiofrequéncia placebo correlagao
média e o grupo FBM 830-+radiofrequéncia apresentou grande correlacao. O grupo FBM

830nm + radiofrequéncia, apresentou forte correlagdo entre a area de lesdo e a temperatura da

lesdao (FIGUEIREDO FILHO; SILVA JUNIOR, 2009).

Quadro 4 - Demonstra a correlacdo entre as varidveis Termografia (T) e area da lesdo (A)
analisadas no tempo 3

Sham

A
FBM
830

A
FBM
660

A FBM 830
+ Radio-
frequencia

A FBM
placebo

A FBM 660
+ Radio-
frequencia

A Radio-
frequenci
a

A Radio-
frequencia
placebo

T SHAM

0,24

T FBM 830

0,22

T FBM 660

-0,07

T FBM placebo

-0,18

T FBM
830+Radiofrequencia

0,80

T FBM
660+Radiofrequencia

-0,68

T Radiofrequéncia

0,29

T Radiofrequéncia
placebo

0,43

Fonte: autor.
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5 DISCUSSAO

Esse estudo teve como objetivo, verificar a eficacia da fotobiomodulagao e da
radiofrequéncia na cicatrizagdo das lesdes por pressdo em camundongos. Existem diferentes
formas para se avaliar as lesdes por pressao, como por exemplo, a andlise da area da lesdo, onde
através de imagens, € possivel realizar a avaliagcdo clinico-fotografica, quantificar as areas
superficiais e as modificacdes teciduais durante o tratamento, o que permite demonstrar e
quantificar a evolucao dindmica da cicatrizacdo de lesdes cutaneas (MINATEL et al., 2009).
Outra maneira para avaliagdo de tais lesdes ¢ a termografia, que tem demonstrado ser um
método eficiente para investigar a temperatura da pele e a circulacdo periférica e tem sido
utilizada para medir a radiagdo infravermelha emitida pelos tecidos, pois uma temperatura
elevada pode estar relacionada a uma reacdo enzimatica mais forte, sugerindo um aumento do
fluxo sanguineo local, ou lesdes cronicas isquémicas, que podem apresentar uma temperatura
mais baixa pela diminui¢do do fluxo sanguineo (LEITE et al., 2017; L1 et al., 2020; NEVES et
al., 2016).

A pesquisa experimental incluindo modelos animais, visa reproduzir a cicatrizagao de
lesdes de pele em humanos, desempenhando um papel fundamental na compreensdo dos
mecanismos celulares e fisioldgicos envolvidos na cicatrizagdo de feridas e no desenvolvimento
de novas estratégias terapéuticas, bem como no aprimoramento das ja existentes, como por
exemplo os agentes eletrofisicos, que podem ser utilizados para a cicatrizacdo de feridas
cronicas (KWAN et al., 2019; PEPLOW et al., 2010). Estudos demonstraram que abordagens
de fisioterapia sdo promissoras para a cicatrizagdo de feridas, como o uso de agentes
eletrofisicos e entre os mais utilizados de acordo com o American College Of Physician,
destacam-se a fotobiomodulagdo, o ultrassom terapéutico e a eletroestimula¢do, que dentre
outras acdes, atuam no processo inflamatorio e estimulam a producdo adequada de coldgeno
que ¢ extremamente necessario para o reparo tecidual (BARNES et al., 2014; CULLUM et al.,
2011; GOULD et al., 2015; PETZ et al., 2020). Neste contexto foram eleitos dois agentes
eletrofisicos para esse estudo: a FBM, agente bastante conhecido para o reparo tecidual mas
com grandes lacunas quanto a parametros utilizados; e a radiofrequéncia, técnica utilizada na
pratica clinica para alteracdes de pele, mas que pouco se sabe sobre sua acao no processo de

cicatrizacdo (CEPEDA et al., 2016; PEPLOW et al., 2010; SILVA et al., 2010).
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5.1 ANALISE MACROSCOPICA

Kwan et al. (2019), realizaram uma avaliagdo sistematica, sobre a eficicia de agentes
eletrofisicos (descritos como biofisicos no estudo) na cicatrizacao de tlceras nos pés diabéticos
(tipo de lesdo de pele cronica), através de estudos de células e pesquisas experimentais em
animais. Os agentes eletrofisicos incluidos na revisdo foram: estimulagdo elétrica, campo
eletromagnético pulsado, ondas de choque extracorpdreas, fotobiomodulagdo e ultrassom,
comparados a simulagdo, controle ou outros agentes eletrofisicos, onde foram avaliadas as
medidas objetivas de cicatrizacdo e tecidos. Com base na analise macroscopica da porcentagem
do tamanho original da ferida, o campo eletromagnético pulsado e a fotobiomodulagdo com
FBM de baixa intensidade (LBI) demonstraram um beneficio clinico significativo na
cicatrizacdo de ulceras diabéticas, em comparagdo ao controle ou o placebo.

Os dados do estudo de Kwan et al. (2019), corroboram com os encontrados no presente
estudo, que através das medidas da area da lesdo, demonstraram a eficacia de dois agentes
eletrofisicos: fotobiomodulacao e radiofrequéncia. Quando comparados aos grupos placebos, a
FBM 830nm, a FBM 660 nm, a radiofrequéncia e a terapia combinada da FBM 660 +
radiofrequéncia demonstraram ser mais eficazes que o placebo na cicatrizacdo do reparo
tecidual, ou seja, na redugdo da area da lesdo, assim como a FBM 660nm, FBM 660 +
radiofrequéncia e a radiofrequéncia, que também demonstraram ser mais eficientes que grupo
controle.

Os agentes eletrofisicos tém como objetivo, entre outras agdes, estimular o processo
de cicatrizacdo. A escassa literatura descreve a utilizagdo da radiofrequéncia para o tratamento
de alteracdes da pele, pois estudos demonstraram que além de promover a contracao das fibras
colagenas, ativando os fibroblastos e produzindo novas fibras de coldgeno (neocolagénese), a
RF também promove a contrac¢do das fibras elasticas, levando a producdo de neoelastogénese
(BOCK; NORONHA, 2013; BOISNIC et al., 2017, CARVALHO et al., 2011; FERNANDES;
MENDONCA, 2009).

Assim, justifica-se pesquisar o uso da radiofrequéncia para fins como o reparo tecidual
como uma nova op¢ao para a cicatrizagdo de lesdes cronicas da pele, visto que existe uma
enorme lacuna na literatura quanto ao tema. No presente estudo, dados macroscopicos
demonstraram uma reducdo significativa da drea da lesdo nos animais, com a utilizagcdo da
radiofrequéncia comparando-se a mesma com o grupo placebo e o grupo controle. Esses dados

corroboram com estudo de Carvalho ef al. (2011), pela reducao do tamanho da area da lesdo, e
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esses autores explicam tal diminuicdo, pelo fato de que a RF age estimulando os fibroblastos
promovendo consequentemente neocolagenase e neoelastogenase.

A pesquisa descrita a seguir, teve como objetivo identificar os efeitos de 3 sessdes da
Radiofrequéncia na cicatrizagdo da pele de ratos. A ultima avaliagdo macroscopica mostrou
fechamento de 90% das feridas no grupo controle enquanto no grupo que recebeu
Radiofrequéncia 60% das feridas foram reepitalizadas com uma diferenca significativa (p
=0,018), demonstrando que a RF produziu efeitos que retardaram a cicatrizagdo, especulando-
se que a mesma poderia produzir efeitos negativos no processo cicatricial (CEPEDA et al.,
2016).

Os achados do nosso estudo piloto, demonstraram que apenas 3 aplicacdoes de RF
também apresentaram um menor fechamento macroscopico das lesdes, que o grupo controle.
Porém, resultados contrarios ao estudo de Cepeda et al. (2016) foram encontrados e foram
verificados resultados promissores quando aplicadas sessdes didrias de RF por 14 dias,
demonstrando um fechamento macroscopico das lesdes por pressdao mais eficiente com relagao
ao grupo controle e com diferenca significativa entre a primeira e a tltima avaliacao (p <0,05).

Essas divergéncias podem ser explicadas tanto pela utilizagdo do tipo de aparelho, que
nesse estudo foi a RF bipolar e no outro estudo unipolar, quanto a frequéncia de aplicagdes que
foi diaria nesse estudo e no de Cepeda et al. (2016) foram 3 sessdes. Observou-se também nesse
estudo, que houve uma reducdo significativa da area macroscopica da lesdo no grupo
radiofrequéncia, no grupo radiofrequéncia combinado a fotobiomodulagao 660nm, comparados
aos grupos placebos e controle, e na avaliagdo do antes e depois das intervengdes, divergindo
dos achados de Cepeda et al. (2016).

No presente estudo, além da RF, a fotobiomodulagdo foi utilizada como intervengao
para o reparo tecidual, destacando-se o uso do FBM como agente eletrofisico estudado. A FBM
de baixa intensidade ¢ considerada util para auxiliar no tratamento das lesdes de pele, no
entanto, a determinagdo de parametros de irradiacdo, como comprimento de onda, energia,
fluéncia, poténcia, irradiagdo, duracdo do pulso, tempo de tratamento, e as caracteristicas
clinicas individuais estdo diretamente relacionadas a eficacia dessa terapia no processo de
reparo tecidual (PETZ et al., 2020).

A fotobiomodulacao com diferentes paradmetros, de acordo com Kwan et al. (2019)
mostrou ser eficiente no fechamento de feridas, através de fatores como producao de colageno,
aumento da migragao celular, viabilidade tecidual, fatores de crescimento e expressdo génica e
a analise histopatologica, e também mostrou uma reducdo nas células inflamatorias e um

aumento na vascularizagdo, apos a irradiagdo em comparacao ao grupo controle.
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Um estudo de Rodrigo et al. (2009), avaliou o reparo de feridas no dorso de ratos
tratados com FBM vermelho, infravermelho, ou ambos, aplicados direta ou indiretamente nas
feridas, utilizando analise histologica e efeitos sist€émicos. A aplicagdo da FBM em
comprimentos de onda de 830 ou 685nm apresentou efeitos sistémicos sobre o processo de
reparagdo de feridas cutineas, sendo encontrado um efeito sistémico do FBM nas feridas
localizadas mais distantes do ponto de aplicagdo do FBM. A aplicagdo combinada de FBMs
vermelhos e infravermelhos resultaram em efeitos sist€émicos mais evidentes na reparagao de
feridas cutaneas produzidas em ratos, do que a aplicacdo de apenas um comprimento. Nosso
estudo realizou avaliagdo macroscopica e termografica e nesse sentido houve uma
superioridade da FBM 660 nm em relacao ao 830nm, pois o0 660nm e o 660 nm combinado com
RF, foram superiores aos grupos placebo e o controle, divergindo do estudo acima descrito,
embora sem diferenca significativa entre os grupos e sem andlise histologica para determinar
as alteracdes celulares em cada grupo.

O estudo de Ramos ef al. (2018) avaliou a agdo da terapia a FBM de baixa poténcia,
do tipo arseneto de galio aluminizado (InGaAlP), comprimento de onda de 660 nm, modo de
emissdo continuo, no processo de cicatrizagdo de feridas, em cinco grupos de ratos, que
receberam uma incisdo dorsal. Os grupos 1 e 3 foram tratados com FBM 660 nm, os grupos 2
e 4 receberam uma e duas aplicagdes FBM placebo, respectivamente e o grupo 5 era o controle.
A avaliagdo macroscopica da area de lesdo revelou uma maior diminui¢ao da area ferida nos
grupos tratados quando comparados ao placebo, assim, a utilizacdo do FBM influenciou o
processo de reparo a nivel macroscopico dos grupos tratados, quando comparados com os
grupos placebo, mostrando a eficacia do FBM na modulagdo inflamatdria e na cicatrizagao de
feridas. O estudo acima descrito corrobora com os achados do presente estudo, onde trés dos
quatro grupos que foram irradiados com a fotobiomodula¢do, apresentaram diferenca
significativa quando comparados ao grupo placebo, e dois quando comparados com o grupo
controle na avaliagdo macroscopica, ou seja na reducdo da area das lesoes.

Diferentes resultados podem ser encontrados no que se refere a utilizacdo da
fotobiomodulagdo na cicatrizacdo de lesdes cronicas, como mostra uma revisao sistematica
realizada por Peplow ef al. (2010), que revisou estudos experimentais com FBM para
cicatrizagdo de feridas em camundongos e ratos, para avaliar os possiveis efeitos cicatrizantes
desse tratamento em animais de experimentacdo. A maioria dos estudos empregou
comprimentos de onda dentro do espectro vermelho visivel (630-685 nm) e relatou beneficios
significativos da irradiagdo FBM na cicatrizacdo de feridas. Um estudo demonstrou resultados

superiores com irradiagdo FBM 820 nm comparado com 635, 670 ou 720 nm; outro estudo
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reportou melhores resultados com irradiagdo de 633 nm, e outros trés estudos indicaram que
foram encontrados os melhores resultados com irradiagdo utilizando 660 nm nas fases iniciais
da cicatrizagdo, enquanto o tratamento com irradiacdo 780 nm apresentou resultados positivos
em todas as fases do reparo tecidual. Os dados corroboram com os do presente estudo, em que
a fotobiomodulacdo 660nm foi superior a 830nm na reducdo macroscopica das lesdes dos
camundongos, embora ndo tenham sido observadas diferencas significativas entre os dois
grupos.

As células denominadas fibroblastos, s3o um dos elementos-chave no processo de
cicatrizacdo de feridas, encontradas no tecido conjuntivo, que ¢ responsavel por sintetizar a
matriz extracelular e o coldgeno durante a fase de proliferagdo (SOLMAZ et al., 2017). Os
autores supracitados realizaram um estudo utilizando a fotobiomodulagao, em modelo celular
in vitro e na cicatrizacdo de feridas in vivo com animais experimentais, utilizando duas
irradiagdes diferentes: 635 e 809 nm. As células foram examinadas em trés momentos por meio
de exames histoldgicos apo6s as irradiagdes a FBM, e posteriormente as feridas cutaneas de ratos
albinos foram expostas as mesmas fontes de FBM.

As amostras de feridas foram examinadas nos 3°, 5° e 7° dias de cicatrizac¢do, por meio
de testes mecanicos de resisténcia a tracdo e exames histologicos e os resultados dos
experimentos mostraram que, o FBM de 635 nm teve efeitos estimulantes em termos de
proliferagdo celular in vitro e resisténcia mecanica de incisdes in vivo, no entanto, as irradiagdes
FBM de 809 nm nao produziram qualquer efeito positivo (SOLMAZ et al., 2017). Os resultados
do presente estudo divergem do acima citado, pois nao houve diferenca significativa entre as
duas irradiacdes de FBM (830nm e 660nm), embora o 660nm mostrou resultados significativos
quando comparado ao placebo e ao grupo controle, ¢ o 830nm apresentou diferenca
significativa quando comparado ao controle.

Outro estudo apresentou resultados semelhantes aos encontrados em nosso estudo,
mostrando resultados superiores para a FBM 660nm, porém no presente estudo a FBM 830nm
mostrou-se superior ao placebo, divergindo do estudo descrito a seguir. O objetivo de Tarada;j
et al. (2013), foi avaliar a eficacia da terapia com FBM em diferentes comprimentos de onda:
940, 808 e 658 nm no tratamento de ulceras por pressdo. A avaliagdo incluiu a reducao
percentual da area superficial da ulcera através de anélise macroscépica e a porcentagem de
feridas completamente cicatrizadas ap6s um més de terapia (taxa de cicatrizacao da tlcera) e a
taxa de cicatrizag¢do da tilcera na avaliacdo de acompanhamento, 3 meses apos o final do estudo.
O FBM de diodo (GaAlAs) foi aplicado uma vez ao dia, 5 vezes por semana durante 1 més em

quatro grupos 940 nm (grupo I), 808 nm (grupo I1) e 658 nm (grupo III) e placebo (grupo 1V).



62

A terapia a FBM no comprimento de onda de 658 nm foi mais eficaz na cicatrizagdo de tlceras
por pressao, enquanto os comprimentos de onda de 808 e 940 nm ndo apresentaram efeitos

(TARADAJ et al., 2013).

5.2 TEMPERATURA DA LESAO VERIFICADA PELA CAMERA TERMOGRAFICA

De acordo com Li et al. (2020), as imagens termograficas podem ser usadas para medir
a radiacdo infravermelha emitida pelos tecidos, pois a emissividade estd proporcionalmente
relacionada a temperatura do objeto, dessa forma a temperatura da pele da regido da ferida,
pode ser determinada através de uma imagem colorida. Com base no fato de que as reagdes
inflamatérias aumentam a temperatura, a difusdo térmica do tecido lesionado, pode ser
quantificada usando imagens térmicas para refletir a extensdo e o estagio da cicatrizagdo da
ferida. Uma temperatura mais alta pode estar relacionada a uma reacao enzimatica mais forte,
que pode ser usada como um indicador de uma fase inflamatéria prolongada ou aumento do
fluxo sanguineo local, por outro lado, feridas cronicas isquémicas podem possuir uma
temperatura mais baixa devido a diminui¢do do fluxo sanguineo (LI et al., 2020).

De acordo com analise realizada no presente estudo, a area da temperatura inicial no
local onde foram induzidas as lesdes por pressdo, estava menor que o restante do dorso,
predominando uma redu¢dao do fluxo sanguineo, uma regido hipoxia, com predominio de
coloracao caracteristica. Na segunda avaliacdo foi possivel observar uma melhora da circulagao
sanguinea, através do aumento da temperatura nas bordas da lesdo, porém sem diferenca
significativa tanto entre os grupos quanto entre a primeira e a segunda avaliacao. Entretanto na
terceira avaliagao da area lesionada, apos as intervencgdes serem finalizadas, pode-se observar
um aumento da temperatura, demostrando uma diferenga significativa entre a primeira e a
ultima avaliagdo em todos os grupos. Assim, houve um aumento significativo da temperatura
entre a primeira e a ultima interven¢ao em todos os grupos € nao apenas naqueles que receberam
as intervengdes com fotobiomodulagao, radiofrequéncia e as duas terapias combinadas.

Sugere-se que ndo houve um processo inflamatorio indesejado em tais grupos, mas um
aumento do fluxo sanguineo em todos. O grupo naive, que nao recebeu inducao de lesdo nem
intervengoes, apresentou uma diferenga significativa em relagdo aos outros grupos na terceira
avaliagdo, o que pode indicar que como nao houve a indugdo da lesdo, a temperatura inicial de
tal grupo j& estava aumentada, porque essa area ndo estava isquémica, e dessa forma a
temperatura final quando comparada aos outros grupos, mesmo esses tendo recebido

intervengoes, estava aumentada®.
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Na avaliagdo 3, os grupos placebos, apesar de ndo apresentarem diferenca significativa
em relagdo aos outros grupos (exce¢do naive), apresentaram uma variacdo menor da
temperatura, isso pode ser explicado pelo fato de que embora os grupos que receberam FBM ,
RF e terapia combinada ndo tenham causado um processo inflamatorio indesejado, houve a
influéncia dessas intervengdes no aumento do aporte sanguineo local, podendo ser explicado
pela comparagdo entre os grupos intervengdo e os placebos, os quais apresentaram menor
variacdo de temperatura comparando-se a primeira € a ultima intervengao.

Achados semelhantes foram observados no trabalho de Mercer, Nielsen e Hoffmann
(2008) em que o dispositivo wIRA, foi utilizado no tratamento de pacientes com ulceras
venosas cronicas das pernas com acompanhamento termografico. Os autores anteriormente
citados descrevem que na maioria dos casos, o centro das ulceras tendia a secar durante o
processo de tratamento com os radiadores ativos do wiIRA, mas a temperatura do tecido no
centro da ulcera ainda permanecia mais baixa do que na borda da tlcera e isso corresponde ao
fato de que o centro da tlcera ¢ tipicamente hipoxico (pressao parcial de oxigénio proxima de
zero) e, portanto, pobre em energia e com um metabolismo muito lento, apresentando dessa
forma uma temperatura mais baixa (diferencga de temperatura de 5 ° C) e em alguns individuos
absolutamente hipotérmica (por exemplo, 29,2 ° C) (MERCER; NIELSEN; HOFFMANN,
2008).

Um estudo realizado por Neves et al. (2016), teve como objetivo determinar o efeito
da estimulacdo eléctrica de alta voltagem (HVES) no retalho transversal do musculo reto
abdominal em ratos. Esse estudo avaliou a porcentagem da area necrotica e o fluxo sanguineo
através da termografia infravermelha, onde foi possivel observar uma reducao da area necrotica,
também conhecida como isquémica. Os autores observaram melhorias na circulagao das regioes
isquémicas relacionadas com o aumento da temperatura apds a aplicacio do HVES,
corroborando com o presente estudo, onde observou-se uma relacdo entre o aumento da
temperatura ¢ a aplicacdo dos agentes eletrofisicos, que embora ndo tenham apresentado
diferenca significativa dos grupos placebos, apresentaram aumento de temperatura
comparando-se a esses.

No presente estudo pode-se observar que todos os grupos apresentaram aumento da
temperatura local, comparando-se o antes e depois das intervencdes, sugerindo um incremento
da circulagdo, visto que por causa da indugdao da lesdo por pressdao, a area apresentava-se
inicialmente isquémica. Um estudo de Chaves et al. (2015), teve como objetivo verificar se a

termografia poderia ser usada como método para avaliar a cicatriza¢ao de ilceras por pressao.
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Dois grupos receberam tratamento padrao por um periodo de quatro semanas e o grupo
B recebeu fototerapia com diodo emissor de luz (LED) além do tratamento padrio, trés vezes
por semana, resultando em um total de 12 sessdes, e como método de avaliagao foram utilizadas
fotografias e termografias as ulceras por pressdo. O grupo B que recebeu LED além do
tratamento padrdo, apresentou aumento na temperatura das lesdes em cerca de 7,6%, verificada
através da termografia. O autor sugere que quando algum tipo de intervencao, como o LED
nesse caso, ¢ aplicado, a termografia capta esse aumento da temperatura, sugerindo um
incremento da circulagdo local, o que auxilia no processo cicatricial de lesdes cutaneas cronicas;
a area da lesdo final foi significativamente menor no grupo que recebeu o LED do que no
controle, o que comprova o estimulo a cicatrizagcdo com o uso desse agente, corroborando com
os achados do presente estudo.

Quando consideramos as ulceras por pressdo, onde temos um tecido com
caracteristicas isquémicas, o FBM pode promover neovasculariza¢cdo apresentando um
importante efeito angiogénico (PETZ et al., 2020). Um estudo clinico randomizado, cego e
controlado foi realizado por Pedreira et al. (2016) com uma amostra de conveniéncia de 24
pacientes, para avaliar pela termografia por infravermelho a eficacia de um FBM infravermelho
de arseneto de aluminio e galio de aluminio (AlGaAs) 808 nm, apds a extragdo de terceiros
molares.

Os pacientes foram divididos em quatro grupos: o I e o III receberam terapia a FBM
placebo enquanto o II e o IV receberam irradiagdo FBM e foram avaliados dor, trismo e edema
bem como padrdes circulatorios através da termografia infravermelha, que exibiu coeficiente
de temperatura local em diferentes periodos pods-operatérios. A FBM teve influéncia
significativa na circulacdo local, na area proxima a articulacdo temporomandibular, conforme
determinado pela termografia infravermelha. Assim, a FBM conseguiu alterar a circulagao
local, embora ndo tenha influenciado significativamente nas outras variaveis durante o periodo
pos-operatorio (p <0,05) (PEDREIRA et al., 2016). No estudo supracitado, os achados quanto
a termografia, corroboram com os achados do presente estudo, em que a andlise termografica
foi capaz de identificar alteragdes circulatorias através do aumento da temperatura, antes e
depois da intervengdo com FBM.

A maioria dos estudos supracitados, apresentaram resultados semelhantes ao nosso
estudo, em relacao a redug@o macroscopica da area da lesdo nas lesdes por pressdao e também
quanto a alteragdo circulatoria observada pela analise termografica. Algumas limitagdes devem
ser consideradas como a ndo realizagao das analises microscopicas, como as histologicas e

bioquimicas.
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6 CONCLUSAO

Os achados dos dados obtidos através da amostra utilizada neste estudo, demonstraram
que a fotobiomodulagdo, a radiofrequéncia e a associagdo delas, pode influenciar os processos
de cicatrizacdo das lesdes por pressdo em camundongos. Ao comparar os grupos estudados, os
grupos radiofrequéncia, FBM 660nm, FBM 830nm e a combinacao da Radiofrequéncia e FBM

660nm apresentaram melhores resultados no fechamento das lesdes de pele em camundongos.
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APENDICE A: ESTUDO PILOTO

O estudo piloto foi aplicado no periodo de 27 de margo de 2019 a 13 de abril de 2019.

Os principais objetivos deste estudo piloto foram:

Preparar os pesquisadores para o manejo correto dos animais e instrumento de pesquisa
radiofrequéncia;

e Prever qual a frequéncia mais eficiente para a aplicacdo da radiofrequéncia;

e Avaliar o tempo estimado para o fechamento da lesao;

e Observar potenciais fontes de viés na aplicacao das intervencdes e na coleta dos dados

como tempo o fechamento das lesdes nos grupos, colocagdo dos imas nos animais,

Foram utilizados 24 camundongos adultos da espécie Swiss, machos com peso 20-35g,
adquiridos do biotério central da UFSC Floriandpolis. Os animais foram mantidos no Biotério
setorial da cidade de Ararangud, com temperatura 22°C (£2°C), com ciclo claro-escuro de 12/12
horas, receberam comida comercial para roedores e 4gua ad libitum, por 16 dias. Os
camundongos foram divididos randomicamente em 8 grupos, cada grupo contendo 3
camundongos. O grupo 8 continha apenas 1 animal devido a duas perdas que ocorreram durante
a indugdo da lesao por pressao.

Inicialmente, os animais ficaram por 7 dias em adaptagdo, no biotério setorial da cidade de
Ararangud e no dia 27 de margo de 2019 no primeiro horario da manhd (7 am) foram
anestesiados via intraperitoneal com cetamina-0,1 mL/100g associado a xilazina-
0,07mL/100g, e posteriormente foi realizada a tragdo manual dos pelos na regido dorsal dos
animais. Apos anestesia foram colocados 2 imas que realizaram a compressao do tecido
cutaneo, através de uma prega no dorso dos animais, simulando uma lesao por pressao. Foram
entdo divididos em grupos de 4 animais, onde ficaram em uma caixa divididos entre si para
evitar a atra¢ao dos imas. Passadas 12 horas de isquemia, os imas foram retirados e os animais
ficaram sem os mesmos por 12 horas (ciclo isquemia-perfusao). No dia seguinte, respeitadas as
12 horas de repouso, os imas foram recolocados no dorso dos animais e foram mantidos por 12
horas e o mesmo ocorreu no dia subsequente, encerrando os trés dias necessarios para a
formacao da lesdao por pressao.

No dia 4 foi realizada a primeira avaliagdo, onde os camundongos foram divididos
randomicamente em 8 grupos de acordo com a tabela abaixo (tabela 2). Foi identificada a perda
de dois animais apds a indugdo de lesdo por pressdo com imas. Os animais foram colocados em

gaiolas, com 3 animais em cada uma e foram identificados através da marca¢do com cores
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diferentes (ex.: Grupo 3- animal 1, animal 2 e animal 3). Para a avaliacdo, foram retirados
individualmente da gaiola e colocados em uma caixa de madeira desenvolvida para posiciona-
los tanto nas avaliagcdes quanto nas intervengdes € apds o posicionamento as lesdes foram
registradas através de fotos digitais padronizadas, tiradas por méaquina “Cyber-Shot DSC-P72”
(Sony®, Estados Unidos da América), 5.1 mega pixels, Zoom 3.2 e mantida a distdncia
constante de 20 cm (um posicionador para méaquina foi utilizado para padronizagao das fotos).

ApoOs a avaliagdo com a maquina digital, foram realizados os registros com a maquina de
termografia FLIR, onde os camundongos foram mantidos na caixa de posicionamento e a
camera foi colocada no mesmo posicionador. As avaliagdes foram sempre realizadas da mesma
maneira nos dias 30.03.2019 (avaliacao 1), 02.04.2019 (avaliagdo 2), 09.04.2019 (avaliagado 3)
e 13.04.2019 (avaliagao 4).

A radiofrequéncia utilizada no experimento foi o aparelho New Shape da Bioset®, com
manopla bipolar e o meio de contado do aparelho com a pele foi a glicerina.

GRUPOS

Cada grupo foi composto por 3 camundongos.

Tabela 1 - camundongos divididos por grupos e dia de aplicagdo da radiofrequéncia

GRUPOS Cada grupo foi composto por 3 camundongos
GRUPO 1 SHAM

GRUPO 2 Placebo

GRUPO 3 Dia 01/ dia 05/ dia 10

GRUPO 4 Dia 03/ dia 5/ dia 10

GRUPO 5 Dia 05/ dia 10

GRUPO 6 Aplicagdo de Radiofrequéncia diaria desde o dia 01 até o dia 14
GRUPO 7 Aplicagdo de Radiofrequéncia diaria desde o dia 03 até o dia 14
GRUPO 8 Aplicacdo de Radiofrequéncia diaria desde o dia 05 até o dia 14

Cada grupo de camundongos que recebeu a intervencao da radiofrequéncia, conforme
tabela 3, era separado antecipadamente. A radiofrequéncia foi programada com os seguintes
parametros: tempo 4 minutos, poténcia de 22 watts. Entdo cada animal foi individualmente
colocado na caixa de posicionamento e a glicerina aplicada nas regides das bordas da lesdo e
pele adjacente. A manopla bipolar foi deslizada nas bordas das feridas na regido dorsal do
animal através de movimentos lentos até alcancar de 37 °C a 38°C e a temperatura mensurada
através de termOmetro a uma distancia de 10 cm e mantida por 2 minutos apos alcangar a

temperatura acima descrita (CARVALHO et al., 2011).
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A aplicagdo da radiofrequéncia ocorreu sempre da mesma forma respeitando-se os dias
em que cada grupo (conforme tabela 2) deveria receber a intervengdo até o ultimo dia (dia
12.04.2019). No dia 13.04.2019 foi realizada a ultima avaliacdo e posteriormente ocorreu a

eutandsia através de dose excessiva de medicagdo (cetamina e xilazina).

Tabela 2: Divisao dos grupos por data de aplicacdo da radiofrequéncia e data de avaliagao

GRUPOS QUE RECEBERAO Avaliacio

Dia 01 lesao 27/03/2019 quarta-feira Todos colocar 7 manha retirar 19 noite
Dia 03 lesao 29/03/2019 sexta-feira Todos colocar 7 manha retirar 19 noite

Placebo
31/03/2019 domingo Grupo 06

02/04/2019 terca-feira

04/04/2019 quinta-feira
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Placebo

Grupo 06

Grupo 07
Dia 08 06/04/2019 sabado Grupo 08

Placebo

Grupo 03
Grupo 04
Grupo 05
Grupo 06
Grupo 07
Dia 10 08/04/2019 segunda-feira Grupo 08

Placebo
Grupo 06
Grupo 07
Grupo 08

10/04/2019 quarta-feira

Placebo
Grupo 06
Grupo 07
Grupo 08

Dia 14 12/04/2019 sexta-feira

Os dados obtidos através da maquina de termografia FLIR foram analisados pelo

software FLIR e posteriormente tabulados no Microsoft excel. Os dados obtidos através da
maquina “Cyber-Shot DSC-P72” foram analisados pelo software Image J® e posteriormente

tabulados no Microsoft Excel.
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Figura 1: Diminui¢do do tamanho da lesdo de acordo com a area avaliada através do programa
Graphpad prism 8.0.
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Na figura 1 que mostra a diminui¢@o da area da lesdo, pode se observar que o grupo G6,
que foi o grupo que recebeu aplicacdes diarias de radiofrequéncia, desde primeiro dia pos
inducdo da lesdo até o dia 14. O segundo grupo que apresentou melhor reducao macroscopica
da lesao foi o G8, que recebeu aplicagdes diarias de radiofrequéncia desde o dia 05 até o dia 14.

Figura 2: Grafico referente a temperatura da area da lesao
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A figura 3, que traz o grafico que mostra a reducdo da temperatura na area da lesdo,

pode-se identificar que o G8 que recebeu aplicagdes diarias de radiofrequéncia desde o dia 05
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até o dia 14, apresentou melhor redugdo da area de calor no local da aplicacdo, seguido pelo

grupo G4 que recebeu aplicagdes de radiofrequéncia nos dias 03, 05 e 10.

RESULTADOS

De acordo com anélise feita pelo programa Graphpad prism 8.0, o grupo que apresentou
menor area de lesdo, comparando-se a primeira ¢ a ultima avaliacdo foi o G6 que recebeu
aplicagdes didrias de radiofrequéncia. Dessa forma, foi possivel constatar que a aplicagao didria
de radiofrequéncia desde o dia 01 até o dia 14 pds lesdo, foi mais eficiente que as outras opgdes
de aplicacao para a redu¢do macroscopica da area da lesdo. Quanto a avaliacao da temperatura
no local da lesdo, pode-se identificar que o GS8, grupo que recebeu aplicagdes didrias de
radiofrequéncia desde o dia 05 até o dia 14, apresentou maior alteragdo da temperatura local,
seguido pelo grupo G4 que recebeu aplicagdes de radiofrequéncia nos dias 03, 05 e 10, porém

sem diferenca significativa entre os grupos
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ANEXO A: APROVACAO DO COMITE DE ETICA

&
:E Universidade Federal Comissao de Etica no
Z== de Santa Catarina Uso de Animais '-.___.-,
UFSC
CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "AGENTES ELETROF{SICOS PARA O TRATAMENTO DAS LESOES TEGUMENTARES EM
CAMUNDONGOS ", protocolada sob o CEUA n2 4017201117, sob a responsabilidade de Alexandre Marcio Marcolino e
equipe; Ketlyn Germann Hendler; Lais Mara Siqueira das Neves; Rafael Cypriano Dutra; Rafael Indcio Barbosa - que envolve
a producdo, manutencdo e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem),
para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd 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
Experimentacdo 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 proposal "ELECTROPHYSICAL AGENTS TO TREATMENT OF TEGUMENTARY INJURIES IN MICE", utilizing
684 Heterogenics mice (males and females), protocol number CEUA 4017201117, under the responsibility of Alexandre
Marcio Marcolino and team; Ketlyn Germann Hendler; Lais Mara Siqueira das Neves; Rafael Cypriano Dutra; Rafael Indcio
Barbosa - which involves the production, maintenance and/or 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, 2009, 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 (CEUA/UFSC) in the meeting of 12/04/2017.

Finalidade da Proposta: Pesquisa

Vigéncia da Proposta: de 04/2018 a 02/2021 Area: Ciéncias da Saude

Origem: Biotério Central

Espécie: Camundongos heterogénicos sexo: Machos e Fémeas idade: 1 a 2 meses N: 684
Linhagem: Mus musculus/Swiss Peso:20a35g

Resumo: As lesGes do sistema tegumentar podem ser ocasionadas de forma aguda, tais como as feridas operatodrias, as
lesGes traumadticas, ferimentos corto-contuso. Sobre as lesGes tardias, podemos destacar as Ulceras de Pressdo e as lesGes
ocasionadas intencionalmente como os retalhos cutdneos que sdo utilizados nos procedimentos cirurgicos, todas essas
lesGes necessitam de manejo apropriado, para minimizar o risco de infec¢cbes e as cicatrizes. Metodologia: Para os
experimentos pré-clinicos serdo utilizados 684 camundongos, Para realizagdo de todos os experimentos serd necessario
o uso de 684 camundongos, divididos aleatoriamente com 12 animais em cada grupo. Os animais serdo submetidos a
modelos experimentais de lesdo tegumentar. Para melhora da cicatrizacdo serao utilizados agentes eletrofisicos.

Local do experimento: Universidade Federal de Santa Catarina — Campus Ararangua — SC no Laboratério de
Autoimunidade e Imunofarmacologia (LAIF) e sala destinada a experimenta¢do animal.

Floriandpolis, 04 de dezembro de 2017

Quirana

Prof. Dr. Carlos Rogério Tonussi Maria Alcina Martins de Castro
Presidente da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Presidente da Comiss3o de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Santa Catarina Universidade Federal de Santa Catarina

Rua Desembargador Vitor Lima, 222, sala 401 - Trindade - Floriandpolis/Santa Catarina-SC CEP: 88040-400 - tel: 55 (48) 3721-6093 / fax: -
Hordrio de atendimento: 22 a 62 das 8h as 12h e das 14h as 18h : e-mail: ceua.propesq@contato.ufsc.br
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