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RESUMO

A pele é um tecido de revestimento que sofre permanente acdo do ambiente, muitas
vezes de forma agressiva, levando a lesdo deste tecido. Geralmente em seu processo
de reparo ocorrem alterac@es estruturais que evoluem para o desenvolvimento de uma
cicatriz. Neste caso o tecido pode apresentar alteracbes morfolodgicas que interferem
em suas propriedades mecéanicas e este processo de reparo produz um tecido com
propriedades diferentes do tecido original. Dessa forma, a utilizacdo de terapias que
favorecam esta reparacgdo € importante para buscar uma qualidade melhor da cicatriz.
A terapia com laser de baixa poténcia aparece como um recurso utilizado na modulagéo
do processo inflamatério auxiliando no processo de reparo da pele. O Objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito da terapia com laser de baixa poténcia e sua associacdo com
o anti-inflamatdério Diclofenaco de sédio, no processo de reparo da pele de ratos, ap0s
a inducdo de um processo lesivo, observando aspectos morfolégicos e biomecanicos.
Foram utilizados ratos wistar, entre 150g a 200g, com 3 meses de idade. ApOs
anestesiados, foram realizadas 2 lesdes cortantes no dorso do animal, utilizando um
bisturi cirdrgico. Os animais foram divididos em 5 grupos de 5 animais: Controle (CTL),
Cicatriz sem tratamento (NT), Cicatriz + anti-inflamatério (DIC), cicatriz + laser 3J (L3J)
e cicatriz + associacao laser 3J e diclofenaco de soédio (L+D). O tratamento
farmacologico e a terapia laser foram realizados imediatamente apds a indugéo da lesédo
e mantida a irradiacdo diaria até o sétimo dia. Apds 28 dias, os animais foram
eutanasiados com hiperdosagem do mesmo anestésico e o tecido foi imediatamente
retirado para analises histologicos e de ensaios de tragdo. Resultados: O grupo NT
apresentou reducdo das propriedades mecéanicas e alteracbes nas analises
histologicas. Tanto o grupo DIC quando o grupo L3J apresentou significativa melhora
das propriedades mecéanicas e na organizagdo histolégica. O grupo L+D apresentou
maior deformacdo quando comparado ao grupo NT. Conclusdo: Concluimos que a
utilizacdo do diclofenaco de sodio da laserterapia melhoram determinadas propriedades
mecénicas da pele neste modelo de lesdo. A associacdo da laserterapia com a
farmacoterapia parece alterar estas propriedades mecanicas. Porém, mais estudos
devem ser realizados visando entender a propor¢cdo e organizacdo das fibras de
colageno ou mesmo o estudo de tempos de reparo superiores ao utilizados neste

estudo.

Palavras-chave: Cicatriz, Laserterapia, Colageno, Propriedades mecanicas,

Diclofenaco de sédio.



ABSTRACT

The skin is a coating tissue which undergoes permanent environmental action, often in
aggressive forms, causing damage to this tissue. Generally in the repair process
structural changes occur which progress to the development of a scar. In this case the
tissue may present morphological changes that interfere with its mechanical properties
and this repair process produces a tissue with different properties than of the original
tissue. Therefore, the use of therapies that favor this repair is important to seek a better
scar quality. Low-level laser therapy appears as a resource used in the modulation of
the inflammatory process helping the skin repair process. The objective of this study was
to evaluate the effect of low power laser therapy and its association with the anti-
inflammatory Diclofenac sodium, in the healing process of rat skin, after induction of a
lesion process, morphological and biomechanical aspects were observed. Male Wistar
rats between 1509 to 200g, 3 months old were used. Once anesthetized, 2 lesions were
performed using a surgical scalpel on the dorsal of the animal. The animals were divided
into 5 groups of 7 animals: control (CTL), untreated scar (NT), scar + anti-inflammatory
(DIC), scar + 3J laser (L3J) and scar + 3J laser and diclofenac sodium association (L +
D). The pharmacological treatment and laser therapy were performed immediately after
lesion induction and maintained daily irradiation until day 7. After 28 days, the animals
were euthanized with an overdose of the same anesthetic and the tissue was
immediately removed for histological analysis and traction trials. Results: The NT group
showed a reduction of mechanical properties and alterations in histology analysis. Both
the DIC and L3J groups showed significant improvement in mechanical properties and
histological organization. The L + D group showed greater deformation when compared
to the NT group. We conclude that the use of diclofenac sodium and laser therapy
improves certain mechanical properties of skin in this lesion model. The combination of
laser therapy with pharmacotherapy seems to change these mechanical properties.
However, more studies should be conducted to understand the proportion and
organization of collagen fibers or even the study of repair times superior to those used

in this study.

Keywords: Scar, Laser Therapy, Collagen, Mechanical properties, Diclofenac

sodium
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1- INTRODUCAO

A pele € um o6rgdo complexo, formado por um epitélio de superficie
chamado de epiderme, seguido por uma camada de tecido conjuntivo subjacente
chamado derme e por uma terceira camada intimamente ligada a fascia profunda
conhecida como hipoderme e embora os limites entre as porc¢des de tecido
epitelial e conjuntivo da pele sejam bem descritos, alguns elementos fibrosos da
derme misturam-se com os da hipoderme, ndo havendo uma delimitacéo nitida
entre tais camadas (COTRAN, 2000).

Esta divisdo celular da pele em camadas ¢é didatica e devido a sua ampla
extensdo e ao fato de ser o revestimento de areas bem peculiares do corpo
humano, pode-se encontrar variacfes estruturais, citologicas e histolégicas
quando é avaliado amostras de pele de diferentes areas do corpo humano
(SAMPAIO, 2001).

A epiderme € a camada mais superficial sendo constituida por epitélio
estratificado com espessura variada. A derme ou cério é a segunda camada,
mais profunda e composta por tecido estromal denso de caracteristica
fibroelastica onde encontraremos outras estruturas como redes vasculares,
redes nervosas, glandulas sebaceas, glandulas sudoriparas e foliculos pilosos.
A terceira camada e mais profunda das trés € a hipoderme e é composta de
tecido adiposo (GRAY, 1988).

A pele desempenha inumeras funcdes de vital importancia, constituindo
uma barreira de protecéo para as estruturas internas do organismo as agressdes
de agentes externos de qualquer natureza e ao mesmo tempo impede perdas
de agua e eletrdlitos, atuando na termorregulacdo através da sudorese,
constricdo e dilatacdo da rede vascular cutanea, proporcionando o controle
homeostatico da temperatura organica (GUYTON, 2002).
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1.1 Processo de Reparo da Pele

Pelo fato de representar mais de 15% do peso corpéreo e devido sua
grande extensao, suas caracteristicas topogréficas e o fato de ser um érgao de
revestimento, a pele esta sujeita a agressdes durante todas as fases de vida do
ser humano, com desenvolvimento de um tecido cicatricial com caracteristicas
muitas vezes diferentes do tecido original, sendo objeto de preocupacao no
intuito de protegé-la, evitando complicagfes relacionadas a sequelas que podem
comprometer a atividade do individuo levando ao afastando do trabalho ou a
aposentadoria precoce por invalidez (BLANES 2004).

A cicatrizacdo é um processo fisioldgico que se inicia a partir de uma
resposta inflamatoria, sendo um processo sistémico e dinamico, relacionado
diretamente as condi¢cdes gerais do organismo (MODOLIN e BEVILACQUA,
1985; CANDIDO, 2001).

Este processo pode ser dividido em hemostasia, migracao (inflamatoria),
proliferacdo e remodelacdo. Durante a hemostasia, ocorre o controle do
sangramento onde as plaquetas formarédo coagulos para conter o sangramento
além de liberarem fatores quimiotaxicos na corrente sanguinea. Na fase
inflamatoéria ocorre o aumento da permeabilidade vascular, permitindo a
passagem de plasma, eritrécitos e leucocitos para o local da lesdo. A intensidade
da fase inflamatoria esta relacionada ao tipo e grau de leséo tecidual (GUYTON,
2002; VILELA, 2006).

Na fase proliferativa ocorrera a multiplicagdo no numero de células das
linhagens celulares que estdo na regido e de fibroblastos, junto com a producao
de elementos estruturais que preencherdo a lesdo, favorecendo o reparo do
tecido conectivo e do epitélio, formando um tecido de granulacdo com aspecto
granuloso e avermelhado (RESENDE, 2005)

A atividade mitotica do fibroblasto é reduzida apos 2 semanas da lesao e
as ceélulas comecam a secretar colageno além de outras substancias
fundamentais. Nesta fase inicia-se a formacao do epitélio auxiliada pela divisdo
e migracdo de células da camada basal da epiderme para a area de reparo do
tecido conjuntivo subjacente. (CARVALHO Et al., 2003).



16

Na remodelacdo, as células fagocitarias irdo absorver os tecidos em
excesso e determinadas colagenases e proteases produzidas por macrofagos e
células epidérmicas dardo direcdo correta as fibras coldgenas difusas,
produzindo assim a cicatriz final. Nesta fase ocorrera a deposi¢ao, agrupamento
e remodelacdo do colageno e a cicatriz tornara menos espessa, passando de
uma coloracdo rosada para esbranquicada (GUYTON, 2002).

Durante o processo de reparo, diferentemente da cicatrizacdo, pode haver
a regeneracao onde o tecido ndo se restabelece, sendo recriado. Dessa forma,
no processo de reparo tecidual, a regeneragdo e a cicatrizagdo devem ser
consideradas como eventos distintos, agindo em conjunto a fim de manter a
estrutura anatdbmica e a funcéo da regido afetada. Este fendmeno envolve varios
fatores e o desequilibrio ou a auséncia de compostos (mediadores inflamatorios,
elementos figurados do sangue, matriz extracelular e células parenquimatosas),
principalmente os envolvidos na formacgéo do colageno compromete o resultado
final da cicatrizacao. (NASCIMENTO, 2001; AZEVEDO, 2004; BLANES, 2004).

1.2 Colageno e Propriedades Mecéanicas da Pele

Lesbes na pele, induzidas por traumas, procedimentos cirdrgicos,
queimaduras ou infeccdes, estimulam a liberacdo de varias substancias
quimicas que participam do processo inflamatério agudo, provocando alteracdes
no tecido como migracao celular, proliferacdo de células estromais, sintese de
matriz extracelular, direcionando para a remodelacéo do tecido lesionado. Estas
lesbes podem acometer varias estruturas levando a uma descontinuidade da
integridade e alteracdo de propriedades especificas do tecido (GILLITZER, 2001;
MEDRADO, 2008).

As alteracOes das propriedades mecanicas da pele apés um processo
lesivo ou tratamento comecaram a serem descritas a varios anos atras, quando
foi demonstrado a importancia do colageno na melhora da resisténcia do pele
(Holm-Pedersen, 1972; Oxlund 1979). O colageno sintetizado pelas células tem
uma importancia fundamental na constituicgdo da matriz extracelular no tecido
conjuntivo, sendo responsavel por suas propriedades fisicas. O colageno pode

formar fibras com organizactes especificas dependendo do tecido biologico e
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esta organizacao podem sofrer perturbagdes importantes apds o processo lesivo
(Kjaer 2009).

Estas alteracbes quantitativas e qualitativas do colageno interferem
diretamente nas propriedades mecanicas do tecido biolégico (Jorgensen 1996).
Desta forma, ndo apenas sua concentracdo como também a propor¢éo do tipo
de colageno, bem como a organizacao destas fibras podem alterar a resisténcia
do tecido (YIN 2013, MARCOS 2014).

7

Atualmente, o coldgeno € bastante estudado em associagdo com
biomateriais na engenharia de tecidos, apresentando resultados promissores
como bio-substitutos de diversos tecidos, entre eles 0ssos, tendfes, vasos e pele
(YOU C, 2013; WANG X, 2013). No entanto o coldgeno pode sofrer acdo de
enzimas especificas que promovem sua biodegradacao, reduzindo de forma
significativa suas propriedades mecanicas (GARCIA Y, 2008). Porém, apesar de
ser conhecida a importancia do colageno nas propriedades mecéanicas do tecido,
alguns fatores como sua proporc¢ao, distribuicdo e organizacao ainda nao foram
totalmente esclarecidas.

1.3 Tratamentos e Terapias

Apesar dos grandes avancos na compreensdo das diversas fases do
reparo tecidual, a incidéncia e prevaléncia de Ulceras crénicas sao
extremamente altas. Neste sentido, varios fatores podem influenciar na alteragcéo
do reparo tecidual, entre elas o processo de envelhecimento, doencas
cardiovasculares, diabetes, neoplasias, hipotireoidismo, alteracdes nutricionais
como desnutricdo, deficiéncias vitaminicas e 0 uso excessivo de medicamentos
(FREITAS, 2002). Estes fatores tém mobilizado a industria farmacéutica e de
cosmeticos a desenvolverem produtos especificos adequados para cada tipo de
les&o na pele (BUFALARI, 1996; BIONDO-SIMOES, 2005).

Alguns dados estatisticos demonstraram que sao gastos cerca de 750
milhdes de euros ao ano no tratamento de feridas na Europa. Nos Estados
Unidos este valor chega a 600 milhdes de délares ao ano (EWMA / WUWHS).
No Brasil ndo ha dados estatisticos precisos sobre o nimero de portadores de

feridas cutaneas cronico, porém sabe-se que sua cronificacdo tem um impacto
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psiquico, social e econdmico na populacao, representando a segunda causa de
afastamento do trabalho. (MONTENEGRO, 1999). Tais fatos justificam a
necessidade de estudos cada vez mais abrangentes neste tema visando
minimizar o estigma social e econémico que o problema das feridas causa

atualmente em nosso pais.

A oxigénioterapia hiperbarica € uma técnica a partir de métodos fisicas,
bastante utilizada e difundida em varios paises e consiste na utilizacdo do
oxigénio que submetido a uma alta pressdo pode aumentar sua difusdo no
sangue, estimulando tanto elementos celulares quanto o proprio plasma,
conseguindo desta maneira hiperoxigenar as areas lesadas (KRANKE et
al,2012).

Outra terapia que utiliza curativos a vacuo para criar uma pressao
negativa, conhecida como terapia de pressao sub-atmosférica, mesmo sendo
utilizada desde a década de 90, anda estdo em fase de implementacdao em varias
regidbes do mundo. Trata-se de um curativo (esponja, gaze, espuma)
acondicionado a um sistema fechado sob o leito da les&o ligado através de uma
mangueira a uma bomba que gera pressao negativa. Promove-se desta maneira
a succao dos liquidos produzidos na ferida além de tracionar centripetamente as
bordas da lesdo levando a diminuicdo de seu tamanho além de promover a
chegada de células, oxigénio e outros importantes fatores endégenos para o leito
da ferida, promovendo desta forma o reparo tecidual (ORGILL et al,2011;
BAYER et al,2011).

Em geral, as terapias utilizadas atualmente visam tanto a remoc¢ao do
tecido lesionado quanto o estimulo de um novo tecido que atenda as exigéncias
anatdbmicas e funcionais da pele. No entanto, sdo poucas as terapias que
apresentam como resultado um tecido cicatricial com propriedades mecanicas
proximas ao tecido original, justificando a necessidade do estudo de novas

terapias que possam promover este rearranjo do tecido epitelial.

1.4 Laser
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A terapia com laser de baixa poténcia é conhecida por sua importante
acdo na fase inflamatoria, ativando queratindcitos e sintetizando colageno
promovendo ndo so6 a resolucdo do processo inflamatorio, mas também o reparo
tecidual, contribuindo para a melhora na qualidade histoldgica do tecido (SILVA,
E.B., 2013). Os primeiros estudos publicados por Mester (1985), Van Breugel
(1992 e PoGrel (1997) utilizando o laser de baixa poténcia no reparo tecidual
permitiram que esta terapia fosse aprovada pelo Food and Drug Administration
norte-americano (FDA) como um importante método de promog¢ao do processo
de cicatrizacdo. (ROCHA JUNIOR, 2007).

Considera-se que este reparo tecidual se deve a modificacdes
histoldégicas através da reducao do infiltrado inflamatério, do aumento do tecido
de granulacao, da epitelizacdo, do aumento da proliferacéo de fibroblastos e da
sintese de matriz extracelular rica em coldgeno além de neovascularizacdo, o
que contribuiria para uma maior expressdo de fibras colagenas e elasticas
durante o processo cicatricial. (PUGLIESE et al, 2003; CARVALHO et al, 2003;
ROCHA et al, 2006).

Trabalhos recentes mostraram um potencial efeito reparador do laser, no
aumento da expressdo de colageno tipo | e na reorganizacdo destas fibras
(OLIVEIRA et al, 2009; FIORIO et al, 2014).

Em relacdo ao seu possivel mecanismo de acdo no processo de
cicatrizacdo da pele, existem evidéncias que o laser pode reduzir a expressao
génica de alguns mediadores inflamatérios como PGE2, IL1-B, TNF-a e
aumentar a expressao de outros mediadores anti-inflamatérios como IL-10
(FUKUDA et al, 2013; DE MELO RAMBO et al, 2014; LIMA AA et al, 2014). O
laser pode ainda reduzir a expressao de determinadas colagenases (MMPSs) e
consequentemente reduzir a degeneracéo do tecido, favorecendo o rearranjo
das fibras de colageno, levando a uma melhora nas condigdes biomecéanicas em
tecidos pouco vascularizados durante o processo de reparo (BJORDAL et al,
2006; PIRES et al, 2011; GUERRA et al, 2013; MARCOS et al, 2013).

Em relagéo ao comprimento de onda, 0s primeiros estudos demonstraram
gue o laser vermelho apresentaria maior eficacia no reparo de feridas quando
comparado ao infravermelho (RYDEN et al, 1994; CONLAN et al, 1996). Ao

contrario, Reddy e colaboradores publicaram um trabalho mostrando que o laser
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infravermelho promove um aumento na resisténcia a tracdo em pele de ratos
diabéticos (REDDY et al, 2003). Existem ainda poucos trabalhos utilizando a
terapia com laser de baixa poténcia vermelho e infravermelho associado a
farmacos com eficacia na promocéo da cicatrizacdo pos-cirargica em pacientes
diabéticos (MINATEL et al, 2009).

Nos ultimos anos, inumeros estudos clinicos ou em animais foram
realizados, fazendo com que a terapia laser seja considerada uma alternativa
terapéutica no processo de cicatrizagcao (DAWOOD et al, 2013; DA SILVA et al,
2013; MESTER, 2013; AVCI et al, 2013; DE MELO RAMBO et al, 2014; KHOO
et al, 2014).

Contudo, a literatura a respeito da terapia com laser de baixa intensidade
na aceleracao da cicatrizacdo de feridas € muito controversa, uma vez que uma
parte dos estudos mostram resultados positivos enquanto outra parte mostra
pouco ou nenhum efeito neste processo de reparo. Estas disparidades podem
estar relacionadas aos diferentes protocolos utilizados pelos autores (DAMANTE
et al, 2008).

Atualmente, acredita-se que o laser possui uma acdo moduladora no
processo inflamatério podendo tanto bioestimular quanto bioinibir a cicatrizacao
através da determinacdo de diversos parametros de irradiacdo tais como
comprimento de onda, densidade de energia, densidade de poténcia, nimero de
aplicacdes do Laser, tempo de tratamento e o tecido a ser tratado. Porém, ainda
nao existe um consenso em relacao a dosimetria exata a ser administrada para
cada tipo de tratamento ou para cada patologia ou processo a ser abordado
(LINS, 2010; Abreu, 2011).

Tendo em vista os fatos apresentados anteriormente, a importancia de
estudos demonstrando o efeito reparador do laser de baixa poténcia, bem como
a compreensdo de sua associacdo com terapia farmacoldgica considerada a
terapia tradicional, representa um fator altamente relevante para o Sistema de
Saude. No entanto poucos estudam abordam aspectos funcionais e

biomecénicos do laser de baixa poténcia no processo de cicatriza¢ao da pele.

2 OBJETIVO

2.1 Geral:
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- Avaliar a acédo do laser de baixa poténcia (830nm) e sua associagcdo com
terapia farmacologica utilizando diclofenaco de sodio no reparo tecidual apos

inducéo de lesao na pele.

2.2 Especifico:

- Analisar o comportamento mecénico da pele, 28 dias apds o processo lesivo e

a acao das terapias farmacologica e laserterapia no reparo tecidual.

- Observar as alteracdes histologicas na pele, 28 dias apds a leséo e a acao das

terapias farmacoldgica e laserterapia no reparo tecidual.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados 35 ratos Wistar machos pesando entre 150 e 200g (+/-
60 dias de vida), com livre acesso a agua e racao, provenientes do Biotério da
Universidade Nove de Julho. Os animais foram mantidos em ambiente com

temperatura controlada e ciclo claro/escuro de 12 horas.

Este protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Nove de Julho sob o nudmero
(AN0045/2014).

3.2 Inducéo da cicatriz

Os animais foram anestesiados com associacao de cloridrato de cetamina
e xilazina (90mg/Kg e 10mg/Kg respectivamente, injecdo intraperitoneal). Apos
a anestesia, foram realizadas 2 incisGes cirurgicas longitudinais de 12 cm na

regido central do dorso no animal, utilizando um bisturi cirargico n° 15.

Os animais foram divididos em 5 grupos de 7 animais, conforme indicado
abaixo nos grupos experimentais. O tratamento farmacoldgico e a terapia laser
foram realizados imediatamente ap6s a inducdo das incisbes e mantida a
irradiacdo diaria até o sétimo dia. Apos 28 dias, 0s animais foram eutanasiados
com hiperdosagem do mesmo anestésico e o retalho na regido na incisao foi
retirado para analises histolégicas e de ensaios de tracdo. Cada retalho teve

como dimensdes, 15 cm de comprimento e 5 cm de largura.

3.3 Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em diferentes grupos, conforme indicado na

figura 1.

- Grupo Controle (CTL): Animais com pele integra.
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- Grupo com leséo e néo tratado (NT): Animais com incisdo cirurgica por bisturi

e sem tratamento, sacrificados apds 28 dias a partir da indug&o da corte.

- Grupo com lesdo e tratado com Diclofenaco de sodio (DIC): Animais com
incis@o cirdrgica por bisturi e tratados com inje¢Aes diarias de Diclofenaco de
Sadio (Img/kg I.M.). O primeiro tratamento foi realizado imediatamente apos a

inducao do corte na pele do animal e mantido até o sétimo dia do inicio da leséo.

- Grupo Irradiado (L3J): Animais com incisdo cirargica por bisturi e tratados com
laserterapia no comprimento de onda de 830nm, 3J de energia e 100mW de

poténcia.

- Grupo Associagdo Laser e Diclofenaco de sédio (D+L): Animais com incisdo
cirargica por bisturi e tratados com diclofenaco de Sédio (1mg/kg 1.M.) e
laserterapia (830nm, 3J, 100mW) respectivamente. O tratamento associado foi
imediatamente apos a indugéo da corte na pele do animal e mantido até o sétimo

dia do inicio da lesao.

Controle Cicatriz

N&o tratado Tratado

Laser 830nm, 3J

D|c|ofgn§co de Laser 830nm, 3J + Diclofenaco de
sodio

sédio

Figura 1. Esquema dos grupos experimentais

3.4 Aplicacao da Terapia com Laser de Baixa Poténcia (LBP)
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Apoés serem submetidos ao modelo de inducgéo da cicatriz pelo corte com
bisturi metélico, os animais dos grupos irradiados receberam o tratamento com
laser de baixa poténcia 830nm com 3J de energia e 100mW de poténcia,
diametro do feixe de 0,028cm? (Thera Lase, DMC®), imediatamente apés o
processo lesivo (figura 2). As irradiacdes foram pontuais (Unico ponto), por

contato durante 7 dias.

Grupo Comprimento Tipo de Poténcia Diametro Densidade Energia Densidade Tempo
de onda (nm) Diodo (mW) do feixe de ) de por
(cm?) poténcia Energia ponto(s)
(W/cm?) (J/cm?)
L3J 830 AsGaAl 100 0.028 3.5 3 107.14 30
D+L 830 AsGaAl 100 0.028 3.5 3 107.14 30

Figura 2: Tabela com os parametros de irradiacao laser.

3.5 Propriedades mecanicas da pele

Os animais de todos os grupos foram sacrificados apos 28 dias do inicio
do tratamento e retalhos da pele na regido dorsal onde foi induzida a incisao,
cirdrgica, com dimensdes de 5mm de largura e 10mm de comprimento, foram
removidos para posteriores analises. Parte deste material foi utilizado
imediatamente apos a retirada, nos ensaios de tracao para a avaliacao de suas
propriedades mecanicas. A atividade normal da pele é formada por um conjunto
de tensdes aplicadas no tecido, divididas em forcas de carregamento e
descarregamento. Desta forma, foi aplicada uma sequéncia de forcas de
carregamento e descarregamento a fim de simular as condi¢des de tensdes reais

da pele (figura 3A).

Primeiramente foram realizadas as medidas de comprimento, largura e
altura do retalho. Estes valores foram utilizados para detalhar as dimensdes do
material e padronizagéo dos resultados. Cada extremidade da pele foi fixado em

grampos para cada extremidade do retalho de pele, no aparelho de ensaio
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mecanico (EMIC200). Varios testes de carregamento e descarregamento de
forcas serdo realizados até o momento da ruptura do tecido, conforme indicado
na figura abaixo.

Forga maxima de ruptura

Comportamento Lnear

Ferga IN

Deslozamento (mm)

Curva padrio durante ensaio de tragio mecinico

B

Fmax ruptura

W

13

Forga (N)
4

Desloc max.

Qs : s 2 23 ’
Deslocamento {mm)

Figura 3: Gréfico do ensaio de tracdo. A) Curva tipica de registro durante a
aplicacao das forcas de carregamento e descarregamento. B) Curva simplificada

indicando a Forga maxima e deslocamento no momento da ruptura.

Durante a padronizacédo do ensaio de tracéo, foi utilizada uma velocidade
de carregamento e descarregamento de 6 mm/min e acrescentado 0,5mm
durante cada carregamento. O teste de tracdo mecéanico foi interrompido

automaticamente (figura 3B), apOs a ruptura do tecido e foram analisados os
seguintes parametros:

- Forca de ruptura méaxima (Fmax)
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- Descolamento no momento da ruptura maxima (Dmax)

- Rigidez (a)

3.6 Preparacao histologica das amostras

As amostras de pele passaram por preparacdes histolégicas padrao,
comecando pela fixacdo do tecido em formol (10%) durante 24h. Logo apds as
peles foram lavadas em &gua corrente e entdo desidratadas em solucdes
crescentes de alcool etilico (70%, 80%, 90% e 100%), 1h em cada solugcdo. Em
seguida as peles foram diafanizadas em solucdo de alcool/xilol 1:1 por 1h, em
seguida passaram por 2 banhos de xilol puro, 1h cada. As peles foram retiradas
do xilol e colocadas imediatamente em parafina liquida (60°C), dentro de uma
estufa, por 2h. Posteriormente os blocos foram confeccionados para obtencéo
dos cortes histoldgicos. As peles inclusas nos blocos de parafina foram cortadas
longitudinalmente em cortes na espessura de 5um e transferidos para laminas
histologicas onde foram desparafinizadas e hidratadas. Foram utilizadas 2
coloracdes: 1% Hematoxilina e Eosina, para possibilitar a visualizacdo de
determinadas estruturas como vasos sanguineos, células e matriz extracelular,

2%) Picrosirius red, para visualizacao do colageno.

3.7 Andlise Estatistica

Os dados foram descritos em valores médios com o0s respectivos desvios
padrdo. Foram analisados tanto em seus valores absolutos como a sua variagao
em percentual, a partir dos valores obtidos nas analises biomecéanicas. Para os
dados paramétricos, foi utilizado o teste de ANOVA com post-hoc Tukey-Kramer.

O nivel de significancia estatistico foi para p<0,05.

4- RESULTADOS
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A partir dos experimentos realizados, conseguimos plotar os seguintes

graficos e imagens indicados abaixo:

Na figura 4, observamos um grafico da forca maxima, no momento da
ruptura da pele, no ensaio de tragéo ciclico. Os grupos NT, DIC, L3J e D+L
apresentaram for¢ca maxima de tracdo menor quando comparados ao grupo CTL.
Somente os grupos DIC e L3J apresentaram aumento significativo desta forca

no instante da ruptura do tecido.
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Figura 4: Grafico da forca de tracdo maxima durante o momento de ruptura do
tecido, no teste de tragdo mecanica da pele. Grupos: CTL (controle), NT (n&o
tratado), DIC (diclofenaco), L3J (laserterapia 3J), D+L (associagdo com
diclofenaco e laser). *** p<0,001 vs CTL e # p<0,05 ou # # p<0,01 vs NT.

Na figura 5 observamos o grafico do deslocamento maximo obtido por
cada grupo experimental durante o teste de tracdo mecéanico. Novamente, €
possivel observar que todos os grupos lesionados apresentaram reducéo da

capacidade de deformacdo representada pelo deslocamento em milimetros.
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Apenas o grupo D+L apresentou aumento destes valores, quando comparado

ao grupo NT.
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Figura 5: Grafico do deslocamento maximo durante o0 momento de ruptura do
tecido, no teste de tragdo mecanica da pele. Grupos: CTL (controle), NT (n&o
tratado), DIC (diclofenaco), L3J (laserterapia 3J), D+L (associagdo com
diclofenaco e laser). *** p<0,001 vs CTL e # # p<0,01 vs NT.

O gréfico da figura 6 mostra a relacéo entre os valores da forca maxima
de tracdo e o seu respectivo deslocamento no momento da ruptura do tecido,
durante o ensaio de tragdo. Foi observado um deslocamento dos grupos
lesionados para baixo do grupo controle. O grupo NT apresentou um

deslocamento ainda maior.
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Figura 6: Grafico da relacdo entre a forca maxima de tracdo e o deslocamento
maximo durante o momento de ruptura do tecido, no teste de tracdo mecanica
da pele. Grupos: CTL (controle), NT (n&o tratado), DIC (diclofenaco), L3J
(laserterapia 3J), D+L (associacdo com diclofenaco e laser).

A figura 7 mostra a sequéncia histolégica dos diversos grupos, saudavel
e lesionado, nos diferentes tratamentos. E possivel observar na primeira coluna
o local da cicatriz (seta preta) em cada tecido ea presencga de vasos sanguineos

(seta branca).
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Figura 7: Imagens histologicas da pele nos diferentes grupos indicados como:

CTL (A,

ao

B); NT (C, D); DIC (E, F); L3J (G, H) e D+L (I, J). Imagens para colora¢
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por Hematoxilina e Eosina (A, C, E, G, I — 200X) e por Picrosirius red (B, D, F, H,
J — 100X). Indicacdo do local da cicatriz (seta preta) e da presenca de vaso
sanguineo (seta branca)

5- DISCUSSAO
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A pele é um 6rgédo complexo que determina os limites entre 0 meio interno
e externo, exercendo varias funcbes relacionadas a defesa contra agentes
externos, regulagdo térmica, controle do fluxo sanguineo e acao neurossensorial
(KHAVKIN & ELLIS, 2011; WOOD, 2014). Por esses motivos, a pele pode sofrer
continuos processos lesivos, levando a formacdo de um tecido cicatricial, de
caracteristica fibrosa, alterando assim suas propriedades especificas (WOOD,
2014).

Neste trabalho mostramos que o reparo tecidual da pele, apds o processo
lesivo induzido por bisturi, € alterado no grupo NT, com reducao da forca maxima
e da capacidade de deformacdo no momento da ruptura. Ao contrario, a terapia
farmacoldgica com a utilizacao de diclofenaco de sédio injetavel (DIC) e a terapia
com laser de baixa poténcia (L3J) apresentaram melhora destas propriedades
guando comparado ao grupo néo tratado (NT). A associacdo das duas terapias
(diclofenaco de sodio e laser de baixa poténcia — D+L) aumenta a capacidade

de deformacéao do tecido cicatricial.

A restauracao destas caracteristicas, reduzidas durante o processo lesivo
torna-se um fator importante que busca a integridade da pele e restabelecimento
de sua homeostase (CHOUCAIR & PHILLIPS, 1997; LI et al, 2005; GREAVES
et al, 2013). Este processo fisioldgico complexo que visa a restauracdo da
integridade da pele geralmente € dividido em algumas fases como: hemostase,
inflamatéria, formacéo de tecido de granulacao, re-epitelizacdo, terminando no
remodelamento tecidual (CHOUCAIR & PHILLIPS, 1997; ENOCH & LEAPER,
2005; ROLIN et al, 2014).

A fase inflamatdria € essencial para o direcionamento do reparo. Nesta
fase, uma variedade de sinaliza¢Oes intracelulares é ativada promovendo o
recrutamento de diferentes tipos celulares como granulécitos e macrofagos para
o local da ferida, iniciando a formacéo do tecido cicatricial (SCHREML et al, 2010;
GANTWERKER, 2011). Este tecido formado durante o reparo pode apresentar
alteracdes quantitativas e qualitativas na distribuicdo de colageno que interfere
diretamente nas propriedades mecanicas da pele (Torres-Silva, 2014; Marcos
2014).
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Apresentamos neste trabalho o modelo experimental de leséo de pele no
dorso do animal induzido por bisturi, que se assemelha as suturas encontradas
em procedimentos cirdrgicos. Como terapia para promoc¢do deste reparo,
utilizamos a terapia farmacologica pelo Diclofenaco de sédio, a terapia com laser
de baixa poténcia e ainda a associacdo destas duas terapias (farmacoldgica e

laserterapia).

A escolha do farmaco estd relacionada a trabalhos anteriores que
demonstraram que alguns anti-inflamatérios como o diclofenaco de saodio,
qguando utilizados no tratamento de feridas, apresentam melhora do quadro
inflamatorio nos primeiros dias de tratamento. Contudo, apds 3 semanas de
tratamento o tecido cicatricial pode sofrer alteragdes mecéanicas tornando mais
frageis, aumentando as chances de ruptura (QUIRINIA & VIIDIK, 1997).

O parametro utilizado para irradiacédo foi o laser Diodo de 830nm, 3J,
100mW e 0,028cm? de diametro do feixe. Estes valores foram transportados de
trabalhos anteriores onde foi observada a acdo do laser na modulacdo do
processo inflamat6rio com melhora das propriedades mecéanicas (Marcos et al,
2014; Torres et al, 2014).

Ambas as terapias, farmacolégica com diclofenaco de sbédio e néo
farmacolégica, com o uso do laser de baixa poténcia, foram iniciadas
imediatamente apos a inducéo da lesao e foram mantidos o tratamento diario até
o 7° dia. Levando em consideracéo a fase inflamatoria iniciar-se imediatamente
apos a lesdo e permanecer por alguns dias, o tratamento utilizado aqui
provavelmente interferiu na fase inflamatéria da leséo servindo como modulador
ou inibidor do processo inflamatdrio, influenciando o reparo pela capacidade do
laser em reduzir importantes mediadores inflamatérios (MARCOS,2012 and
2014).

Neste trabalho, foi possivel observar uma redugéo na forga de tracdo em
todos os grupos em que a lesdo foi induzida (NT, DIC, L3J e D+L) quando
comparados ao grupo controle (CTL). Porém, os grupos DIC e L3J apresentaram

melhora nestas forgas quando comparados ao grupo NT.
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Foi observado ainda reducéo na capacidade de deformacéo, apresentada
pela alteracdo no deslocamento registrado no momento da ruptura do tecido.
Neste caso, os grupos NT, DIC e L3J apresentaram reducéo da capacidade de
deformacéo. Ja o grupo D+L apresentou melhora na capacidade de deformacéo,

guando comparado ao grupo NT.

O fato de o tecido lesionado apresentar uma reducéo significativa de suas
propriedades mecanicas de tragcdo realca ainda a necessidade de ampliar os
estudos sobre os tratamentos clinicos destes tipos de lesdes a fim de restaurar
0 comportamento biomecanico da pele no local da cicatriz. Da mesma forma, a
determinacdo da forca maxima de ruptura nos fornece meios para a
compreensao e avaliacdo da qualidade da ferida, bem como sua progressao

apos intervencdes cirargicas (CORR et al, 2009)

7z

Neste sentido, a avaliacdo das propriedades €& fundamental para
compreender seu comportamento frente ao processo lesivo ou mesmo de outros
eventos, como no envelhecimento ou ainda para conhecer a eficacia de
diferentes tratamentos e terapias (FUNG et al, 1999; HOLLANDER et al, 2003).

Comparando estes dados biomecanicos com as figuras histoldgicas, foi
possivel observar que o grupo NT apresentou uma desorganiza¢do da matriz
extracelular e alteracdo na intensidade de colageno, observado nas figuras 7C e

7D, quando comparados ao grupo Controle (7A e 7B).

Ainda analisando os resultados histolégicos, novamente os grupos DIC e
L3J apresentaram uma melhor organizacdo da matriz e da disposicao do
colageno (figuras 7E, 7F e 7G, 7H, respectivamente). O grupo L3J apresentou
uma coloracdo de coladgeno mais acentuada no local da cicatriz. Provavelmente
esta alteracao pode influenciar na rigidez do tecido. Porém seria necessaria uma
investigacdo da proporcdo de colagenos | e lll para esclarecer parte deste

cenario.

A terapia com laser de baixa poténcia tem demonstrado ser capaz de
modular o processo de cicatrizagdo de feridas, estimulando a angiogéne,
modulando a inflamacéo, estimulando o metabolismo celular e a proliferacao
celular (MEDRADO et al, 2008; CURY, 2013). Esta modulacdo também estaria
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relacionada a ativacao de queratinocitos e sintese de colageno promovendo nao
sé a resolucdo do processo inflamatorio, mas também o reparo tecidual,

contribuindo para a melhora na qualidade histolégica do tecido (SILVA, 2013).

Em relac@o as analise histolégicas para a coloragdo por Hematoxilina e
Eosina, foi possivel observar a auséncia de vasos proximos a regido da leséo.
Neste caso o tecido poderia ter um comprometimento do aporte sanguineo,
fundamental para o adequado reparo da pele. Ao contrério, foi observada a
formacao de pequenos vasos muito préximos a regido da lesao nos grupos DIC

e L3J, o que facilitaria o reparo pela melhora deste aporte sanguineo.

E conhecido que o laser promove uma resposta inflamatéria mais curta
acelerando o processo de reparo na cicatriz (PEREIRA et al, 2010), por estimular
a angiogénese proximo do local da lesdo e pelo aumento na deposicdo de
colageno na matriz extracelular, refletindo na melhora do comportamento
biomecanico (Melo et al, 2011; CORR et al, 2009).

Durante o processo de reparo, sdo formadas ligacbes cruzadas de
colageno responsaveis pelo endurecimento dessas fibras e alteracdo das
propriedades mecanicas do tecido. Estas ligacdes cruzadas sofrem alteracdes
com o passar do tempo e com a recuperacao do tecido (FRANK et al, 1995;
PUXKANDL et al, 2002; CORR et al, 2009). Neste caso, tanto a terapia
farmacoldgica quanto a laserterapia poderia estimular a deposi¢éo de colageno

e melhorar o padrdo organizacional destas fibras.

Ao analisar a figura 6, observamos a relacao entre os valores da forca
maxima com o deslocamento, ambos no momento da ruptura. A partir deste
gréfico, é possivel tracar uma reta até o grupo controle e observar o angulo
formado a partir do inicio do eixo. Podemos observar que os grupos DIC e L3J
apresentaram angulagéo muito proxima ao grupo CTL, obviamente com valores
reduzidos quando comparados ao tecido saudavel. Podemos observar também
que o grupo D+L apresentou ligeira queda desta angulagcédo, sugerindo uma
maior capacidade de deformacéo.

Em relacao aos parametros de irradiacéo deste trabalho, o grupo irradiado

com 3J apresentou melhora tanto nos aspectos histologicos, na formacdo de
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Novos vasos e organizacao do colageno, quanto nos aspectos biomecanicos,

pela melhora da forca de ruptura e capacidade de deformacéo.

Trabalhos anteriores demonstraram que estes mesmos parametros de
irradiacéo (3J e 100mW) foram eficaz na reducdo de importantes mediadores
inflamatorios como COX-2, TNF-a, bem como na reducdo de edema e
importantes enzimas MMPs que degradam o colageno (Marcos 2011; Marcos
2012; Torres-Silva 2014). Outro autor apresentou melhora na cicatrizagcdo da
pele em modelo de hérnia utilizando o laser de baixa poténcia, porém com
poténcia menor que a utilizada neste trabalho, demonstrando que talvez a
utilizacdo de poténcias menores poderia apresentar resultados diferentes ao

NOSSO.

A alteracdo da rigidez, apresentada a partir destes resultados estaria
relacionada com a proporc¢éo de colageno tipo | e Ill presentes no tecido e esta
seria uma das limitagbes deste trabalho, onde a quantificacdo dos tipos de
colageno, tipo | e Il poderia nos ajudar a explicar o comportamento de maior
deformacéo no grupo D+L e da melhora na forca de tracdo nos grupos DIC e
L3J.

Isto é explicado pela alteracéo da proporgéo de colageno | e Il durante a
fase de reparo. E conhecido que durante a fase de reparo, inicialmente o
colageno 1l é sintetizado e apds algum tempo uma parte pode ser direcionada
para colageno tipo | (MEDRADO et al, 2008). Desta forma, ndo s6 teriamos a
necessidade de quantificacdo do colageno bem como a investigacdo do
processo de reparo em tempos maiores, por exemplo, 60 e 90 dias apés a
inducdo da lesdo onde provavelmente, teriamos um cenério diferente destas
propriedades mecanicas, principalmente pela alteracdo da propor¢cdo entre

colageno tipo Il para tipo I.

Embora a laserterapia apresente um histérico de uso com bons
resultados clinicos, seu mecanismo de acdo ainda nao foi totalmente descrito
(PUGLIESE et al, 2003; RICH & WHITTAKER, 2005). Ja é conhecido seu efeito
anti-inflamatério que direciona para o reparo tecidual, promovendo melhora nas
propriedades mecanicas de determinados tecidos (Carvalho et al, 2006; Melo et

al, 2011; Marcos et al, 2014). A maioria dos trabalhos clinicos mostra a eficacia
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da laserterapia no reparo de lesdes na pele, porém poucos investigam as
alteracdes histologicas relacionadas a modulacéo dos elementos da matriz e a
organizagdo de colageno e este numero ainda € menor quando se pensa em
comparar as alteracbes histoldgicas junto a avaliacdo das propriedades
mecanicas do tecido (Carvalho et al, 2006; Ribeiro et al, 2009). No entanto, sédo
necessarios mais estudos que investiguem a correlacéo entre as propriedades
mecanicas de um tecido com a composi¢cao e organizacdo das estruturas da

pele.

6- CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados apresentados podemos concluir que apés 28 dias
da inducédo da lesdo cortante por bisturi na pele de ratos, o grupo nao tratado
apresentou reducdo de determinadas propriedades mecanicas como a reducao
da forca de tracdo no instante da ruptura e também a reducdo da capacidade de
deformacéo do tecido, indicado pela redugéo do deslocamento.

Os grupos tratados com diclofenaco de sodio ou laserterapia
apresentaram melhora na forca de tracdo, porém sem alteracdo na capacidade

de deformacéo, comparado ao grupo nao tratado.

A utilizacéo de terapia farmacolégica com diclofenaco de sodio associado
a terapia laser na energia de 3J e 100mW ndo apresentou melhora na forca de
tracdo, porém apresentou uma capacidade maior de deformacéo, indicada pelo

aumento do deslocamento neste grupo.

Contudo, outros testes biomecanicos para determinacéo da elasticidade,
bem como a analise da quantificacé@o e direcionamento das fibras colagenos séo

necessarias para o melhor entendimento deste mecanismo de reparo tecidual.
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Abstract

The skin is & coating tissue which undergoes permanent envirenmental action, often n
aggressive forms, causing damage to this fissue. Generally in the repair process
structural changes occur which progress to the development of a scar. In this case the
tissue may present morphological changes that interfere with its mechanical properties
and this repair process produces a tissue with different properties than of the cngnal
tissue. Therefore, the use of therapies that favor this repar is important to seek a betier
scar quality. Low-level |aser therapy appears as a resource wsed in the modulation of
the inflammatory process helping the skin repar process. The objective of this study
was o evaluale the efect of low power laser therapy and its association with the anti-
milammatory Diclofenas sodium, in the healing process of rat skin, after induction of a
lesion process, morphological and biomechanical aspects were obsenved. Male Wistar
rats between 1509 to 2009, 3 months old were used. The animalks were anesthetized
with association of xylazine hydrochlorde and ketamine (B0mg ¢ kg and 10mg / kg,
respectively, intraperitoneal injection). Once anesthetized, 2 lesions were perfommed
using a surgical scalpel at the dorsal of the animal. The animals were divided into 5
groups of 7 animals: controd {CTL), untreated scar (MT), scar + anti-inflammatony {CHC),
scar 4+ & laser (L3J) and scar + 3J laser and diclofenac sodiem association (L + D)
The pharmacological treatment and laser therapy were performed immediately after
besion induction and maintained daly eradiation until day 7. After 28 days, the animals
were suthanized with an owerdose of the same anesthetic and the tissue was
mmediately removed for histological analysis and traction trials. Results: The NT group
showed a reduction of mechanical properties and alterations in histology analysis. Both
the DIC and L3J growps showed significant improvement in mechanical properties and
histological organization. The L + D growp showed greater deformation when compared
ta the NT growp. We conclude that the wse of dickofenae sodium and laser therapy
mproves certain mechanical properties of skin in this lesion model. The combination of
laser therapy with phamacotherapy seems to change these mechanical properties.
However, more shedies should be conducted to understand the proportion and
organization of collagen fibers or even the study of repair Gmes superior to those used
m this study.

Key-words; Scar, LLLT, Diclofenac, Mechanical propertes, healing, collagen.
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1. INTRODUCTION

The skin is the largest organ in the body, representing more than 15% of body weight of
the individual and because of its large size, their topographical features and the fact that
it is a coating tissue, 15 subject to aggressions during all stages of human Iife (BLANES
2004).

In Europe, 750 million Euros are spent 3 year in treating wounds. In the United States
this figure reaches 800 million dollars a year (EWMA / WUWHS). These factors have
mobized the phammaceutical and cosmetics industry to develop specific products
suitable for every type of skin lesion (BUFALARI, 1296; BIONDC-Simdes, 2005). These
facts justify the need for even more comprehensive studies in this area n order to
minimize the social and economic stigma that the problem of wounds cause today in our
country.

The skin is 3 complex organ with many structures when affected durng 3 hamful
process, can lose its specfic characteristics and properties by the formation of scar
tissue. (MODOLIN and BEVILACQUA, 1835; CANDIDO, 2001). Thus, the tissue repair
process should be considered 3 separate event, with objective to maintan the
anatomical structure and function of the affected region. This phenomenon nvolves
many factors and the imbalance or absence of compounds (inflammatory mediators, the
blood cells, extracellular matrix and parenchymal cells), especially those nvoived n
collagen formaton compromises the final result of healing. (Nascimento, 2001
Azevedo, 2004; BLANES, 2004).

In general, 1 is considerad that tissue repair is due to histological changes by reducing
nflammatory infiltrate, increasing granulaton tissue, epithelization, increased fibrobiast
proliferation and collagen nch extracellular matrix synthess plus neovascularization,
which wouild contribute to a greater expression of collagen and elastic fibers during the
healing process. (PUGLIESE et al, 2003; Carvalho et al, 2003 Rocha et al, 2006)

In recent years, mumerous clinical and animal studies were performed, resultng that
laser therapy is considered a therapeutic option in the healing process (Dawood et al,
2013; DA SILVA et al, 2013; MESTER, 2013; AlS et al, 2013 ; DE MELO RAMBO et al,
2014; Kheoo et al, 2014).

Initially, the laser would still take part n the nflammatory phase, activating keratinocytes
and syntheszing collagen promoting not only the resolution of the inflammatory
process, but also tissue repair, helping to improwe the qualty of histological tissue
(SILVA, EB, 2013). Recent studes have also shown a potential remedial effect of the
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faser, the ncreased expression of type | collagen and the reorganization of these fibers
{Oliveira et 3, 2000; Fiorio et al, 2014).

Some studies show svidence about what would be the iaser action mechanism in the
healing process. There is evidence that the laser can reduce the gene expression of
several inflammatory mediators such as PGE2, IL1-B, TNF-a and increass the
expression of other anti-inflammatory mediators such as IL-10 (Fukuda et al, 2013;
Meio OF Rambo et af | 2014; LIMA AA =t al, 2014).

However, Iterature regarding the low-level laser therapy in acceleration of wound
haaling s very controversial, since some of the studies show positive results, whie
another part shows little or no effect i this repair process. These differences may be
related to dfferent protocols used by the authors (Damante et al, 2008)

It is currently believed that the laser has modulating action on the inflammatory process
being able to biostimulate and bicinibit healing by determining vanous parameters such
as sradiaton wavelength, energy density, power density, number of laser applications,
treatment time and the tissue to be treated. However, there is still no consansus on the
exact dosmetry to be administered for each type of treatment or for each condition or
process to be addressed (Lins, 2010; Abreu, 2011).

Considenng the facts presented above, the importance of studies demonstrating the
remedial effect of low power laser, and an understanding of #s association with drug
therapy considered traditonal therapy, s 3 highly relevant factor for the health system.
However few study addressing functional and biomechanical aspects of low power laser
n the skin healing process.

2 OBJECTIVES

- Assess the low level laser action (330nm) and its association with drug therapy using
didofenac sodium in tissue repar after induction of skin lesions analyzing the
mechanical behavior and histological changes in the skin, 28 days after injury.

3 MATERIAL AND METHODS
3.1 Animals



LR

L

Elu RO R Jdmin b oo -

SRR
ROl B I PR

AR N N . »
LS

—d

A

NN A
RN

NN
o J

Wi w
N0

i

WL W
e

Lt
m

L
'y

-~~~
-0

-
s

-~
B

4~
N

.-

o
msJd i

e
o w

2l

-

v

w
»

w
o

w

MU s
L

!

oD

Mo o N
Shiv =D

v

o

50

35 male Wistar rats were used weighing between 150 and 200g (+/- 80 days). This
expermental protocol was approved by the Ethics Committee n Animal
Expermentation of Nove de Julho University under number (ANDD45 / 2014).

3.2 scar Induction

The animals were anesthetized with 3 xylazine hydrochlonde and ketamine association
{20mg / kg and 10mg / kg. respectively, intrapertoneal njection). After anesthesia two
12Zmm longitudinal surgical incisions were performed in the central region on the
animal's dorsal, using a surgical scalpel 15.

The animals were divided mto 5 groups of 7 animals, as shown below n the
expermental groups. The pharmacologeal therapy and laser therapy were performed
mmediately after induction of ncisions and iradiation mantained daily until day 7.
After 28 days. the anmals were euthanized with the same anesthetic overdose and the
sample in the incision region was removed for histological and traction tnals. Each
sample measured 15 mm long and 5 mm wide.

3.3 Experimental Groups
The animals were divided into different groups as descnbed below:
- Control Group (C): animals with intact skin.

- Group with lesion and untreated (NT) Animals with surgical incision by scalpel and
without treatment, sacrificed after 28 days from cut mduction.

- Group with lesion and treated with Diclofenac sodium (DIC): Animals with surgical
ncision by scalpel and treated with daily injections of Diclofenac Sodum (1 mg / kg IM).
The first treatment was performed immediately after the induction n the animal's skin
and maintained untd the seventh day after the beginning of the lesion.

- Imatiated Group (L3): Animals with surgical incision by scalpel and treated with laser
therapy at a wavelength of 830nm, 3J energy and power of 100mW.

- Laser Association and diclofenac sodum group (L + D): Animals with surgical incision
with scalpel and treated with diclofenac sodium (1mg / kg IM) and laser therapy (830nm,
3R, 100mW) respectwely. The combined treatment was immedaately after the inducton
nto the animal’s skin and mantained until the seventh day from the beginning of injury.

3.4 Application of Low Level Laser Therapy (LLLT)

After undergoing the nduction scar model by cutting with metal scalpel, the animals n
sradiated groups received treatment with low power laser, immediately after the lesion
process. The imadiations were punctual (single point), by contact for 7 days.
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<<figure 1>>

3.3 mechanical properties of the skin

Animals in all groups were sacrificed 28 days after the beginning of treatment and the
dorsal skin sample where the incision was made surgicaly with dimensions of Smm in
width and 10mm in length were removed for further analysis. Part of this material was
used immediately after remowal, in tracbon trials to evaluate their mechanical
properties. The nomal actwvity of skin is formed by a group of tensions applied to the
tissue, divided nto lcading and wnloading forces. Thus, in order to simulate the
conditions of actual tension of the skin a sequence of loading and unloading forces wil
be appled.

First the length, width and height of the sample will be measured. Thess values will b=
used fo detail the size of the material and standardization of results. Each end of the
skin was fxed in clips to each end of the flap of skin, in the mechanical testing machine
(EMICZ00). Several koad and wnloading forces tests will b= realized until the tme of
rupture of the tissue, as shown in the figure below.

During the standardization of the traction test, a loading and unloading speed of & mm /
min and 0.5 mrm was added for each leading. The mechanical raction test was stopped
automatically after the rupture of the tissue and the following parameters were

analyzed:

Maximuwm Force - (Frmax)
Displacement - {Dmacx)
Stiffness - (o)

3.6 Histolegical Preparation of samples

Skin samples underwent standard histological preparations, starting by fization of the
tissue in formaldehyde(10%) for 24 hours. Immediately after the skins were washed in
running water and then dehydrated in graduated ethyl alcohol solutions (T0%, BO%,
20% and 100%) 1h in each solution. After the skins were cleared in alcohol solution [
xylzne 1: 1 for 1 hour, then passed through 2 baths of pure xylene 1hour each. The
skins were removed from the sylens and placed immediately in liquid paraifin (30 ° C) in
an oven for 2 howrs. Later the blocks were made to obtan the histological sections. The
skins incleded in the paraffin blocks were cut lengthwise into sections of Spm in
thickness and transfermed to histology shides which were deparaffinzed and hydrated. 2
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stains were used: 1st) hematoxyfin and eosin, to enable the visualization of certain
structures such as blood vessels, calls, and extraceliuiar matrix, 2nd) picrosinus red for

collagen view.
3.7 Statistical Analysis

Data were presented 35 mean values with ther standard deviatons. Both wers
analyzed in absolute values as ther vanation in percentage, from the values obtained
for the biomechanical analysis. For parametric data, we used ANOVA with post-hoc
Tukey-Kramer. The level of signficance was set at p <0.05.

4 RESULTS

From the experiments, we can plot the following graphs and images below: figure 2
shows a graph of the maximum force at the tme of rupture of the skin, for the cyclic
traction testing. The NT groups, DIC, L3J and D + L showed lower maximum force of
traction when compared to the CTL group. Only DIC and L3J groups showed a
significant increase of this force at the time of rupture of the tissue.

<<figure 2>>

In figure 3 we observe in the graph the maximum displacement obtained for each
expermental group during the mechanical traction test. Agan, you can see that all the
lesioned groups had reduced deformation capacity represented by the displacement in
millimeters. Only D + L group showed an increase of these values when compared to
the NT

<<figure 3>>

The graph of Figure 4 shows the relationship between the maximum traction strength
values and their respective tme offset at the rupture of the tissue during the traction
test. A shift of the injured groups down the control group was observed. The NT group
showed an even greater displacemant.

<<figure 4>>
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Figure 5 shows the sequence of the various histological groups, healthy and lesioned in
different treatments. It can be seen in the first column of the location of the scar (black
arrow) in 2ach tissue and the presence of blood vessels (white armow).

<<figure 5>>

S DISCUSSION

The skin is a complex organ, determining boundaries between intemal and extemal
environment, performing various functions related to defense against extemnal agents,
thermoregulation, blood flow control and sensorineural action (KHAVKIN & Ellis, 2011;
WOOD, 2014). For these reasons, the skin can suffer continuous damaging processes
leading to the formation of scar tissue, fibrous characteristic, thereby altering its specific
propertes (Wood, 2014)

This loss of skin integrity present in wounds and scars should be restored immediately
10 restore homeostass (Choucar & Phillips, 1087; Li et al, 2005, GREAVES et al,
2013). Thus beginning a healing process that directs the site of lesion to tissue repair.
This complex physiological process that ams 1o restore skin integnty is generally
divided into some phases such as hemostasis, inflammatory, granulaton tissue
formation, re-epithelialization, finishing in tissue remodeling (Choucar & PHILLIPS,
1987; ENOCH & LEAPER, 2005 ; ROLIN et al, 2014).

Being present at the begnning of this process, the inflammatory phase s essental for
the direction of repair . At this stage, a vanety of intraceliular signaling is activated
promoting the recruitment of different cell types such as granulocytes and macrophages
to the wound site, initiating the formation of scar tissue (SCHREML et al, 2010;
GANTWERKER, 2011). Thus, therapies that act in modulating the mflammatory process
would be especially mportant for aiding repair, leading to the formation of a tissue next
to the orginal characteristics.

Here we present a3 model of skin lesion induced by scalpel, an experimental model that
resembles the sutures found in surgical procedures. As therapy for promotion this
repair, drug therapy by Diclofenac sodium |, laser therapy of low power and also the
association of thess two therapies (pharmacological and laser therapy) was used.
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The choice of drug is related to earier work which showed that some anti-inflammatory
drugs such as diclofenac sodium, when used n the treatment of wounds, has improved
the inflammation in the earty days of treatment. However, after 3 weeks of treatment the
scar tissue can suffer mechanical changes becoming maore fragile, ncreasing the
chances of nupture (QUIRINIA & Viidik, 1997

The parameter used for imadiation was 820 nm laser dicde, 3J. 100mWY and a beam
diameter of 0,028cm2. These values were camied forward from pressous work where
we obsenved the BBser action in the modulation of the mflammatory process with
mproved mechanical properties (Marcos et al, 2014). We also present results showing
reduction of certain mechanical properties of the skin on the untreated group {NT).
mproves these properties in both groups (DIC) and (L2J) and increased deformability in
the group which used the laser and drug association.

Therapy with diclofenac sodium or low-power laser was staried immediately after
mduction of the lesion, and the daly treatment was mamntained until the Tth day.
Considering the inflarmmmatory phase starts immediately after injury and stays for a few
days, the treatment used here probably interfered in the inflammiatory phase of the
kesion senving as a modulator or inhibior of the inflammatory process by influencing the
repair by laser ability to reduce important nflamimatony mediators (MARCOS 2012 and
2014).

The fact that the lesioned tissue presents a significant reduction of its mechanical
traction properties also stresses the need to expand the dinical treatment of these types
of in order fo restore the biomechanical behavior of the skin lesions in the scar site. In
this sense, the evaluation of properties is key to understanding its behavior against the
damagng process or other events, such as aging or even to know the efficacy of
different treatments and therapies (Fung et al, 1898; HOLLANDER et al, 2003) .
Likewise, the determination of the maximum rupture strength provides the means for
understanding and evaluating the guality of the wound and its progression after surgery
(CORR et al, 2008)

In this study, we observed a reduction in tracton strength in all growps where the injury
wias inducad, but the DIC and L) groups showed improsemeant in these forces when
compared to MT_

Comparing these biomechanical data with histological figures, it was observed that the
NT group showed disorganization of the extracellular matrix and collagen changes in
ntensity, 3C and 80 seen in figures when compared to control group (64 and GB).

Sill analyzing the histological results, agan the DIC and L3J groups shivwed betier
organization of matrix and collagen disposition (figures 8E, 8F and &G, 6H,
respectively). The L2J group showed a stronger collagen staming in the scar site.
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Probably this change may nfluence the tissue stffness. But it would be necessary to
nclude research in the proportion of collagen | and 11 to clarify part of this scenano.

Low-level laser therapy has shown to be able to modulate the process of wound healing
by stimulating angiogénisis, modulating inflammation by stimulating cell metabolism and
cell proliferation (MEDRADCO et al, 2008; Cury, 2013). This modulation could be related
ta the activation of keratinocytes and collagen synthesis promoting not only the
resolution of the inflammatory process, but also Bssue repair, contributing to the
mprovernent in histological fissue guality (Silva 2013}

With regard to histological analysis for hematoxylin and eosin staining, we obsenved the
absence of vessels near the lesioned area. In this case the tisswe could have a
compromised blood supply, essential for proper skin repair. Instead, it was cbhsereed the
formation of small vessels i close proximity to the region of injury in DIC groups and
L3, which would facilitate the repair for the improvement of this blood supply.

It is known that the laser promotes a shorter inflammatory response accelerating the
repair process in the scar (Perera et al, 2010), by simulating angiogenesis near the site
of imjury and increased collagen deposition and this change in tissue matrix reflects in
changing the biomechanical behawior (Melo et al. 2011; CORR et al, 2009)

During the repair process, are cross-Jinking of collagen are formed responsible for the
hardening of the fibers and change in the mechanical properties of the tissue. These
crossdinks change with the passage of time and fissue recovery (Frank =t al, 1985;
PLIXKAMDL et al, 2002; CORR et al, 2002). In this case, both the drug therapy as laser
therapy could stimulate collagen depaosition and improwve the organizational pattem of
these fibers.

In examining Figure &, the relationship between values of maximum force with
displacement both at the time of breakage were cbsenved. From this chart, you can
draw a Bine 1o the controd group and observe the angle formed from the begnning of the
axis. We can see that the DIC groups and L3J had very close angle to the CTL groug,
obvicusly with lower values compared to healthy Gssue. We can also see thatthe D # L
group showed a slight decrease of this angle, suggesting a greater deformation
capacity. These results may be related to the proportion of collagen type | and 1l
present in the tissue. This would be one of the limitations of cwr work. The guantification
of the types of collagen type | and Il could help us explain the greater deformation
behawior in group O + L and improvernent in traction strength in DIC and L3J growps.

This is explamed by the change in the proportion of collagen | and 11l during e repair
phase. It is known that during the phase of repanr, initially collagen |l s synthesized and
after some time a part can be directed to collagen type | (MEDRADD et al, 2008). Thus,
mot only would the need for quantification of collagen as well as the nwestigation of the



-

LN N S T

.
WM Oy Ss G D 00 I U delid M08 0 4000 <3 000N & Wi 30 4=

NN NN

L

i5

s s
& W0

56

healing process in longer times, e.g., 60 and 80 days after induction of injury which
probably would have a different setting these mechanical properties, mainly by altering
the ratio of collagen type |l to type 1.

Although laser therapy presents 3 history of use with good clinical results, its
mechanism of action has not been fully described (PUGLIESE et al, 2003; RICH &
WHITTAKER, 2005). its anti-inflammatory effect that directs for tissue repair, promoting
mprovement in the mechanical properties of tissues s already known (Carvalho &t al,
2006; Melo =t al, 2011; Marcos et al, 2014). Most clinical studies show the effectiveness
of laser therapy in the repar of the skin lesions, but few investigate the histological
changes related to modulation of the matrix elements and collagen organzation and this
number is even smaller when considering compare the histological changes along the
mechanical properties of the tissue (Carvalho et al, 2008; Ribeiro et al, 2009). However,
more studes are nesded 1o nvestgate the correlation between the mechanical
propertes of a tissue with the compostion and organization of skin structures.

6 CONCLUSION

From the presented results we can conclude that after 28 days of induction of the
lesion by scalpel in rat skin, the untreated group showed a reduction of certain
mechanical properties such as reducing traction force at the moment of rupture and also
the capacity reducton of tissue deformation, ndicated by a reduction n offset The
groups treated with dicofenac sodum or laser therapy showed improvement in traction
strength, but no change in deformation capacity, compared to the untreated group. The
use of pharmacological therapy with diclofenac sodium associated with laser therapy in
energy 3J and 100mW no improvement in traction strength, but showed a greater
capacity for deformation, indicated by an increase in displacement in this group.
However, other biomechanical testing of elasticity as well as the analysis of
quantficaton and targeting of collagen fibers are needed for better understanding of
this tissue repair mechanism.
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