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RESUMO

A otimizacdo do tempo para a cicatrizacdo de uma ferida é de suma importancia, tendo
em vista as sequelas que ela pode ocasionar e, esta otimizacdo se torna ainda mais
relevante no individuo com idade avangada, onde o reparo é mais lento. O objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito do laser de baixa poténcia na cicatrizagdo em um modelo
experimental de feridas cutaneas em ratos idosos. A ferida cutanea foi produzida no dorso
do animal utilizando um "punch™ de 8mm de didmetro. Foram utilizados 45 ratos,
machos, dos quais 15 jovens (x 30 dias) e 30 idosos (500 dias), distribuidos em trés
grupos experimentais, controle jovem, controle idoso e tratado idoso, que foram
submetidos a ferida cutdnea, e o grupo idoso tratado recebeu tratamento com laser de
baixa poténcia (30 mW, densidade de poténcia de 1,07 W/cm2), area do feixe de
0,028cm? e comprimento de onda de A660nm, meio ativo de InGaAIP. Foram realizadas
analises para verificar os efeitos do laser sobre a expressao de colageno tipo I e 111, MMP-
3, MMP-9, TIMP-2 e VEGF através de imunoistoquimica, expressao de IL-6 através de
RT-PCR e expressdo de CINC-1 através de ELISA. Os resultados mostram que o laser
diminuiu os niveis de IL-6 e IL-8, de MMP-3 e MMP-9, aumentou o0s niveis de TIMP-2
e VEGF e favoreceu a deposicao de colageno | e Il nos trés tempos experimentais (3, 7
e 14 dias). Podemos concluir que a laserterapia com os parametros utilizados foi eficaz
no tratamento de feridas cutaneas em animais idosos, em diferentes fases do processo de
reparacao tecidual, modulando a expressao de mediadores do processo de reparo tecidual
e deposicdo de colageno.

Palavras Chave: Cicatrizacdo de feridas; laser de baixa poténcia, idosos.



ABSTRACT

The optimization of time for the healing of a wound is very important, in view of the
consequences it may cause, and this optimization becomes even more relevant in
individuals with advanced age, where the repair is slower. The objective of this study was
to evaluate the effect of low power laser on healing in an experimental model of skin
wounds in aged rats. The skin wound was produced on the back using a "punch™ 8mm
diameter. 45 rats were males, of which 15 young people (x 30 days) and 30 elderly (x
500 days), divided into three groups, control young, control age and treated which
underwent skin wound, and the group old treated received low-level laser treatment (30
mW, power density of 1.07 W / cm2), the area 0,028cm2 beam and wavelength A660nm,
active means of InGaAlIP. Analyses were conducted to check the effects of laser on the
expression of collagen type | and Ill, MMP-3, MMP-9, TIMP-2 and VEGF by
immunohistochemical staining, IL-6 expression by RT-PCR and CINC-1 expression by
ELISA. The results show that the laser decreased IL-6 and IL-8, MMP-3 and MMP-9,
increased levels of TIMP-2 and VEGF, and favored collagen | and Il deposition at the
three time points (3, 7 and 14 days). We can conclude that laser therapy with the
parameters used was effective in the treatment of skin wounds in aged animals at different
stages of the process of tissue repair by modulating the expression of mediators of tissue

repair and collagen deposition.

Keywords: Wound healing; low-power laser, aged.
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1 CONTEXTUALIZACAO

O perfil epidemioldgico atual do Brasil € definido como tripla carga de doencas,
ou seja, marcado pela coexisténcia das doencas infecciosas e parasitarias, das doencas e
agravos cronicos nao transmissiveis e das causas externas. Esses agravos crénicos, como
diabetes, doencas cardiovasculares, bem como algumas causas externas, como acidentes
de transito, podem desenvolver complicacdes diversas, como as feridas complexas de
dificil cicatrizacdo e essas se tornam mais complicadas quando associadas a idade
avancada do individuo (BRASIL, 2014).

Essas feridas representam um grande problema de salde publica devido ao
impacto socio-economico que contribui para onerar os cofres publicos com tratamento
ambulatorial prolongado, pagamento de beneficios por longo periodo de tempo e, muitas
vezes, aposentadoria precoce. Além disso, gera um enorme impacto na qualidade de vida
da pessoa acometida.

Apds uma perda tecidual é desencadeado o processo de cicatrizacdo que consiste
em uma cascata de eventos celulares e moleculares, envolvendo fenémenos bioquimicos
e fisioldgicos que irdo interagir entre si para que ocorra a reconstituicdo do tecido
(FAZIO; ZITELLI; GOSLEN, 2000).

Em uma ferida cutanea, a cicatrizacao depende de varios fatores como: localizacao
anatdémica, tipo da pele, raca e idade, onde a cicatrizacdo em uma mesma espécie varia se
a ferida ocorre no feto, no recém-nascido, no individuo adulto ou no idoso (JULIA; et al.,
1992).

Diante das mudancas estruturais que ocorrem na pele do individuo idoso, a
cicatrizacdo de ferimentos torna-se mais lenta devido ao decréscimo da atividade
enzimatica celular dos fibroblastos e também da diminuicdo da proliferacéo celular, que
normalmente ocorre com muita intensidade na camada germinativa (GOLDFEDER,
2005; BIONDO-SIMOES, 2005).

O processo de cicatrizacdo normal € composto por uma sequéncia de eventos,
coordenados por varios tipos de células, incluindo citocinas, quimiocinas, queratindcitos,
fibroblastos, células endoteliais, macrofagos e plaquetas. A migracdo, infiltracdo,
proliferacdo e diferenciacdo destas células culminara em uma resposta inflamatoria,
evoluindo para formacdo de tecido novo e em ultima analise, o fechamento da ferida. Esse

processo complexo € modulado por uma controlada e igualmente complexa reacéo celular
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através de uma rede de citocinas, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF —a),
interleucina 1 (IL-1), interleucina 2 (IL-2), interleucina 4 (IL-4), interleucina 6 (IL-6);
quimiocinas como a interleucina 8 (IL-8), fatores de crescimento como fator de
crescimento de fibroblastos (FGF), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF),
entre outros e enzimas (MURPHY, 2006), contudo, o aumento crénico dos niveis desses
marcadores inflamatdrios, como os fatores de crescimento, as interleucinas e as
metaloproteinases (MMPs), alterara a regulacéo de todo esse processo, podendo levar a
uma inflamacé&o croénica, retardando assim, o processo de fechamento da ferida (CHUNG
et al., 2009).

A IL-6 € produzida por mondcitos e neutrofilos e possui efeitos proinflamatdrios,
atuando na mitogénese e na proliferacdo sobre os queratindcitos e é quimioatratante para
neutrofilos (GRELLNER; GEORG; WILSKE, 2000). Ja a IL-8 é produzida
principalmente por macréfagos e tem como fungdes estimular a migracéo de varios tipos
de células no local da ferida, particularmente as células inflamatdrias; contribuir para a
reepitelizacdo pelo aumento da migracdo e proliferacdo de queratindcitos; induzir a
expressao das MMPs pelos leucdcitos, e € um forte quimioatraente para os neutréfilos,
participando assim da resposta inflamatdria (BARRIENTOS et al., 2008). Os ratos ndo
produzem IL-8, mas tém moléculas que sd&o homdélogos de GRO humano, a CINC-1
(cytokine-induced neutrophil chemoattractant) (citocina induzida por quimioatrativo de
neutrofilos), que tem um alto grau de homologia com a IL-8 (ZAGORSKI; DeLARCO,
1993).

A angiogénese é considerada um evento de fundamental importancia no processo
de reparo, pois formara novos vasos sanguineos a partir de vasos preexistentes para
suprirem de nutrientes e oxigénio o tecido em crescimento. Ela é estimulada
principalmente por citocinas angiogénicas, das quais se destaca o VEGF, o qual
desempenha importante papel regulador no desenvolvimento vascular fisiolégico
(SOYBIR et al., 2012).

As MMPs também desempenham papel importante em todos os estagios da
cicatrizacdo, degradando todos os componentes da matriz extracelular (MEC) e
apresentam habilidade para sintetizar colageno e outros membros da MEC, contribuindo
para a remodelacdo da ferida. Entretanto, quando ndo devidamente controladas, ou seja,
quando ndo sdo inibidas, estdo envolvidas no aparecimento de algumas doengas e no

atraso do processo de reparo tecidual (ARAUJO et al., 2011).
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A atividade das MMPs é controlada, principalmente, através de inibidores
proteicos teciduais denominados inibidores tecidual de metaloproteinases (TIMPs), onde
ambos, agindo conjuntamente determinam a arquitetura da MEC (CHEN et al., 2007).

Na cicatrizacdo normal, todas as MMPs podem ser inibidas pelos TIMPs,
entretanto, em feridas cronicas, as MMPs ndo estdo devidamente reguladas e a elevagéo
da expressdo de MMPs no local e periodo de tempo errados pode levar a uma ampla
degradacdo da MEC (LOBMANN et al., 2002).

As MMPs conjuntamente, sdo capazes de degradar todas as proteinas da MEC,
envolvendo coldgeno, fibronectina, laminina, entre outros, no entanto, em niveis elevados
podem também degradar os fatores de crescimento, como o fator de crescimento derivado
de plaquetas (PDGF), fator de crescimento epidérmico (EGF), VEGF, e
consequentemente ha diminuicdo ou auséncia da proliferacdo de células imprescindiveis
para a substituicdo tecidual, dentre elas os fibroblastos, células endoteliais e
queratinocitos. (BUCALO; EAGLSTEIN; FALANGA, 1993).

Vérias sdo as MMPs, porém neste estudo, dar-se-a maior visibilidade a MMP-3 e
a MMP-9.

A MMP-9 é uma metaloproteinase, secretada predominantemente por leucécitos,
mas também por queratindcitos, e tem funcdo de clivar os colagenos tipo IV, V, Vil e X,
elastina, membrana basal e coldgeno desnaturado, sendo assim um elemento essencial na
inflamacAo e reparacdo de tecidos. E expressada principalmente na fase inflamatoria, mas
pode persistir em fases avancadas, sendo secretada pelos queratinécitos (SALO et al.,
1994; ARUMUGAM et al., 1999).

Para Ladwig et al. (2002), niveis elevados de MMP-9 diminuem a velocidade do
fechamento da ferida e para Bellayr et al. (2009), a reduc¢éo na atividade da MMP-9 pode
contribuir para o acimulo excessivo de constituintes da matriz extracelular, contribuindo
para o desenvolvimento de fibrose.

A MMP-3 é produzida na parede do vaso por fibroblastos, células musculares lisas
e macréfagos e tem funcdo de degradar uma ampla gama de proteinas de matriz
extracelular e ativar outras MMPs, o que a faz ter um papel chave na degradacao da matriz
extracelular e remodelacdo (NAGASSE; WOESSNER, 1999). Porém, quando s&o
superexpressadas, podem alterar a estrutura da parede do vaso por meio da degradacdo
de proteinas da matriz extracelular (BORGHAEI; SULLIVAN; MOCHAN, 1999).

Em feridas cronicas, as MMPs, em especial a MMP-9 estdo em nivel elevado, o
que contribui para o atraso no fechamento da ferida (ASCHCROFT et al., 1997). Cullen
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et al. (2002), verificaram que os niveis de MMPs estdo muito altos em Ulceras de presséo
e altos em Ulceras diabéticas e Aparecida da Silva et al. (2013) verificaram que os niveis
de MMP também estéo elevados em feridas em ratos diabéticos.

A cicatrizacdo prejudicada no idoso esta associada com protedlise e degradacéo
de constituintes da matriz devido ao excesso de inflamacdo, leucdécitos e niveis de MMPs.
A taxa de proliferacéo de fibroblastos diminui, diminuindo a taxa e qualidade da produgéo
de colageno; a contracdo da ferida e a reepitelizacdo ocorrem em taxas mais lentas; a
deposicdo de tecido conjuntivo é atenuada e a resisténcia a tracdo da ferida € diminuida
(WORLEY, 2006; ASCROFT; MILLS; ASHWORTH, 2002).

Os fibroblastos séo o principal tipo de célula na derme e desempenham um papel
fundamental no processo normal de cicatrizacdo de feridas, no entanto, com o
envelhecimento, ha uma atrofia geral da matriz extracelular e reducdo no nimero de
fibroblastos (OPLANDER et al. 2011).

Com a diminuicdo dos fibroblastos hd também diminuicdo da producdo do
colageno, pois este € produzido especialmente pelos fibroblastos. Sua funcéo principal é
a de atuar como um andaime no tecido conjuntivo, especialmente nas suas formas tipo I,
Il e I1l. Na cicatrizacdo inicial de feridas o tipo Il esta presente em primeiro lugar e com
a progressdo e remodelamento da cicatriz h4& aumento da producdo do tipo |
(RANGARAJ; HARDING; LEAPER, 2011).

De acordo com Goldfeder (2005), com o envelhecimento, o colageno, além de
mudancas quantitativas, apresenta também mudancas qualitativas que se refletem na
diminuicdo da solubilidade e na alteracéo de propriedades fisicas da molécula.

Tendo em vista que a idade avancada esta relacionada ao retardo do processo de
cicatrizacdo, a prevencdo das complicacdes continua sendo a parte fundamental no
cuidado com as feridas, no entanto, se as medidas preventivas forem insuficientes, 0s
procedimentos terapéuticos, como pomadas, curativos e tecnologias auxiliares sé@o
essenciais para promover a reparacdo de feridas cutaneas, objetivando reduzir o periodo
de cicatrizagdo, bem como promover melhora no tipo de cicatrizagdo, levando o individuo
a um retorno mais rapido de suas atividades.

Tratamentos utilizando o laser de baixa poténcia (LBP), ttm como finalidade
acelerar, incrementar e modular a cicatrizacdo de feridas por meio da diminuicdo do
processo inflamatério induzindo nos tecidos a diminui¢do do processo inflamatério
(PEREIRA; 2005; ROCHKIND, et al.,1989), reducédo do edema (KARU, 2006;
ALBERTINI et al. 2007) estimulo da sintese de colageno (SILVA; 2006; FIORIO et al.,
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2014), aumento da neovascularizagdo (ROCHA JUNIOR et al., 2006; OLIVEIRA et al.,
2009), efeitos anti-oxidantes, efeitos bactericidas (AVNI et al., 2005), diminuicdo do
tempo de reepitelizacdo da leséo, reducdo da dor e melhor qualidade da cicatrizagdo
(FIORIO et al., 2014).

Nesse sentido, a proposta da utilizacdo da laserterapia em ratos idosos neste
estudo, pretende verificar o comportamento do processo cicatricial no idoso o que
contribuird para subsidiar os profissionais de salde na utilizacdo desta tecnologia para
cicatrizacao tecidual, aumentando o arsenal de procedimentos e protocolos assistenciais
na perspectiva de ampliar a capacidade de resposta a este problema de saude publica que

acomete um grande nimero de individuos.

1.1 Reparo tecidual

O reparo tecidual € um processo dindmico que inclui varios niveis de organizacao
sequencial e funcional, envolvendo a interacdo entre células e sistemas mensageiros. Esse
processo compreende trés fases que se sobrepde, compreendendo a fase inflamatoria, a

proliferativa e a de remodelagdo, como mostra a figura 1
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Figura 1: Representacdo esquematica das fases da cicatrizacdo normal com

especificidade celular.
Fonte: Adaptada de Witte; Barbul, (1997) e Isaac el al., (2010)

1.1.1 Fase Inflamatoria



20

Ap0s a ocorréncia do ferimento inicia-se 0 extravasamento sanguineo e, com a
migracdo de elementos celulares forma-se o codgulo sanguineo na superficie da ferida,
que contém plaquetas, fibrina, fibronectina e componentes do sistema complemento. Este
coagulo detém o sangramento e serve de reservatério de citocinas e fatores de crescimento
que sdo fundamentais para iniciar o processo de cicatrizacdo, proporcionando estimulos
quimiotaticos para recrutar celulas inflamatorias circulantes para o local da leséo,
iniciando a reepitelizacdo e contracdo do tecido conjuntivo, e angiogénese (WERNER,;
GROSE, 2003).

As plaquetas, essenciais a formagdo do coagulo, sofrem degranulacdo induzida
pela trombina, liberando varios fatores de crescimento que tém como funcdo estimular ou
inibir a sintese de determinadas proteinas, além de atuarem na ativacdo e migracdo de
células. Os fatores de crescimento secretados pelas plaquetas por degranulacdo que se
destacam sdo o PDGF (fator de crescimento derivado de plaquetas) e TGF-B (fator
transformador do crescimento beta) que em primeiro momento terdo como fungéo atrair
neutrofilos e monacitos, e o EGF (fator de crescimento epidérmico) que sera mais ativo
na fase proliferativa (GUYURON et al., 2009).

Os macrofagos, fibroblastos e células endoteliais da regido agredida determinam
0 inicio da reacdo de fase aguda da inflamacdo. Estas células liberam mediadores,
especialmente as citocinas e quimiocinas, que desencadeiam uma resposta no organismo
para modular a coagulacdo sanguinea, a fibrindlise e a funcdo das células do sistema
imune, além disso, sdo fundamentais para o processo de cicatriza¢do, contribuindo para
0 recrutamento dos subtipos de leucdcitos, regulacdo da epitelizacdo, remodelamento
tecidual e angioénese (GILLITZER; GOEBELER, 2001).

Os principais mediadores do processo inflamatorio sdo a interleucina-1,
interleucina-6 € 0 TNF-a. A IL-1 e 0 TNF-a sdo conhecidos como citocinas pro-
inflamatorias, pois induzirem a expressdo de outras citocinas, como a IL-2, e de
mediadores que promovem a inflamacao (BILATE, 2007).

A IL-1 é produzida por neutrofilos, mondcitos, macrofagos e sua fungdo é
aumentar a migracéo e proliferacdo de queratinocitos (RAJA et al., 2007).

O TNF-a é importante no equilibrio dos sinais pro-inflamatdrias controlando a
cicatrizacdo de feridas. Expresso em niveis baixos, 0 TNF-a estimulam a inflamagdo e
aumentam a sintese de macrofagos e fatores de crescimento, promovendo indiretamente

a cicatrizagdo de feridas, contudo quando expressado em niveis altos 0 TNF-a tem um
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efeito prejudicial sobre a cicatrizag&o, pois suprime a sintese de proteinas da MEC e seus
inibidores teciduais, aumentando a sintese de MMPs (BARRIENTQOS; et al., 2008).

A IL-6 é produzida por mondcitos e neutrdfilos e possui efeitos proinflamatorios
sinérgicos com a IL-1 e 0 TNF-a, porém nédo induz a producéo de citocinas (GABAY;
KUSHNER, 1999); também possui efeitos antiinflamatérios ao exercer controle parcial
sobre a producdo de IL-1 e TNF-a (O’MALLEY; MOLDAWER, 2006), tem efeito
mitogénico e de proliferacdo sobre os queratindcitos e é quimioatratante para neutrofilos
(GRELLNER; GEORG; WILSKE, 2000).

A 1L-8 é produzida principalmente por macréfagos e em menor quantidade por
fibroblastos, células endoteliais, queratindcitos, melandcitos, hepatdcitos e condrdcitos e
tem como funcdo estimular a migracdo de varios tipos de células no local da ferida;
particularmente as células inflamatodrias. A expressao de IL-8 é aumentada em feridas
agudas e, contribuem para a reepitelizacdo pelo aumento da migracéo e proliferacdo de
queratindcitos; também induz a expressdo das metaloproteinases da matriz (MMPs) pelos
leucdcitos, e € um forte quimioatraente para os neutrofilos, participando assim da resposta
inflamatdria (BARRIENTOS et al., 2008).

Em resumo, os mediadores quimicos desempenham um papel crucial na inicia¢do
e manutencdo da resposta inflamatéria, atuando na vasodilatacdo e aumento da
permeabilidade vascular, quimiotaxia, ativacdo de leucocitos, na proliferacdo de
fibroblastos, deposicdo de coladgeno e na angiogénese, preparando assim o tecido para a

continuidade do processo de reparo

1.1.2 Fase Proliferativa

A fase proliferativa € responsavel pelo fechamento da lesdo propriamente dito, se
inicia ao redor do 4° dia apos a lesdo por estimulacdo mitogénica e quimiotatica dos
queratindcitos pelo TGF-a e EGF e se estende aproximadamente até o término da segunda
semana. E constituida por trés etapas fundamentais: epitelizacio, angiogénese e
fibroplasia.

Epitelizacdo: O processo de epitelizagcdo permite reconstituir a integridade da
permeabilidade da epiderme apos a lesdo inicial e resulta da migragéo e diferenciacdo dos
queratinocitos, que sdo estimuladas pelos factores de crescimento EGF, TGF-a e fator de
crescimento dos queratindcitos (KGF); diferenciacdo do neo-epitélio e reestruturacéo da
membrana basal (LAUREANO; RODRIGUES, 2011).
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A migracdo dos queratindcitos ocorre nas primeiras 24 horas apés a lesdo cutanea
inicial a partir dos bordos da ferida, nos casos de feridas de espessura total e parcial e, a
partir de apéndices cutaneos nos casos de feridas de espessura parcial. Alguns fatores
contribuem para a migracdo dos queratinOcitos como 0s receptores das integrinas
presentes na superficie dos queratindcitos que permitem a comunicacdo com a
fibronectina da MEC; as MMPs produzidas pelos queratindcitos em migracao,
nomeadamente a MMP-9, que degrada a ligacdo ao colageno tipo IV e laminina da
membrana basal e a MMP-1 que permite a interrupcao da ligacéo as fibrilhas de colageno;
e a MEC provisoria formada por fibrina, fibronectina e colageno tipo V (LI; CHEN;
KIRSNER, 2007; SINGER; CLARK, 1999; NAGASE; WOESSNER, 1999).

Ja a proliferacdo dos queratindcitos inicia-se geralmente 1 a 2 dias apds a lesdo
inicial e permite o suprimento de células para a migracdo e formacéo do novo epitélio,
seguindo entdo a reestruturacdo da membrana basal que ocorre cerca de 7 a 9 dias ap6s 0
inicio da reepitelizagdo, devolvendo a ades&o aos queratindcitos da base e estabilizacdo
da derme (LAUREANO; RODRIGUES, 2011).

Angiogénese: A angiogénese é estimulada pelo fator de crescimento derivado do
endotélio vascular (VEGF) e pelo fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (CAMPOS;
BORGES-BRANCO; GROTH, 2007) e representa o crescimento de novos vasos a partir
da proliferacdo de vasos pré-existentes adjacentes ao bordo da ferida. Esses novos vasos
participam da formacdo do tecido de granulacdo provisério e suprem de nutrientes e de
oxigénio o tecido em crescimento (MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009).

Fibroplasia: Esta fase inclui a sintese de colageno e de outras proteinas da MEC,
envolvendo a migracdo e proliferacdo dos fibroblastos. A migracdo dos fibroblastos para
0 local da lesdo é orientada por quimiocinas, TNF-o, PDGF, TGE-p e FGF. Sua
subsequente proliferacdo é desencadeada por varios fatores de crescimento, incluindo,
PDGF, EGF, TGF-B, FGF e as citocinas IL-1 e TNF-a, esses fatores de crescimento tém
como fonte secretora 0s macréfagos, mas também outras células inflamatérias e a
plaquetas também os secretam (ROBINS; KUMAR; COTRAN, 2010).

Nas primeiras 24 a 72 horas do processo de reparo ha proliferacéo de fibroblastos
e células endoteliais vasculares, que sdo as principais celulas da fase proliferativa,
formando o tecido de granulagéo caracterizado histologicamente pela presenca de novos
e pequenos vasos sanguineos e proliferagdo de fibroblastos. Os fibroblastos dos tecidos
vizinhos sdo ativados pelo fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF) e migram

para a ferida. Em seguida € liberado o TGF-p, que estimula os fibroblastos a produzirem



23

colageno tipo | e a transformarem-se em miofibroblastos, que promovem a contracéo da
ferida (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006; CAMPOS; BORGES-BRANCO;
GROTH, 2007). Por volta de 5 a 7 dias, o tecido de granulacédo preenche a area da ferida

e a neovascularizacao atinge seu ponto maximo.

1.1.3 Fase de maturacédo ou remodelamento

A fase de maturacédo é a fase marcada por maturacdo dos elementos e alteracdes
na matriz extracelular, que se transforma de provisoria em definitiva, ocorrendo o
depdsito de proteoglicanas e colageno. A caracteristica mais importante desta fase é a
deposicdo de colageno de maneira organizada, por isso € a mais importante clinicamente
(CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007). As fibras de colageno tipo IlI
comegam a ser produzidas cerca de 48 a 72 horas apés a lesdo, com secre¢do maxima
apos 5 a 7 dias e um maximo acumulado apés 2 a 3 semanas. Com o tempo, o coladgeno
tipo 111 é reabsorvido e substituido pelo colageno tipo I, que é mais espesso e organizado
ao longo das linhas de tensdo, conferindo mais resisténcia ténsil para a ferida
((BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006).

A reorganizacao da nova matriz € um processo importante da cicatrizacdo, a qual
tem sucesso quando ha equilibrio entre a sintese da nova matriz e a lise da matriz antiga,
resultando no remodelamento da trama de tecido conjuntivo. Este equilibrio resulta da
atividade combinada de MMPs e de inibidores teciduais das metaloproteinases (TIMPS)
(VISSIE; NAGASE, 2003).

1.2 Importancia do colageno

O colageno é uma proteina de grande importancia na constituicdo da matriz
extracelular do tecido conjuntivo, perfazendo de 25% a 30% do total de proteinas do
corpo humano, e tém papel fundamental na arquitetura tecidual, esta organizado em fibras
insolUveis de grande forca ténsil o que Ihe confere o papel de principal componente tensor
dos tecidos conjuntivos como 0sso, dentes, cartilagens, tenddes e as matrizes fibrosas da
pele e vasos sanguineos. As fibras colagenas comecam a se desenvolver durante o periodo
embrionario no processo inicial de diferenciacdo dos tecidos e posteriormente s&o

responsaveis pela integridade dos mesmos (VELASCO et al., 2004).
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Uma das principais fung¢fes do colageno € a de manter a estrutura fisica de uma
espécie, pois sua estrutura macromolecular Ihe confere grande resisténcia mecénica,
resultando na formacao de fibras.

No tecido conjuntivo denso ndao modelado, que é encontrado na derme e em
capsulas envoltdrias de varios 6rgaos, os feixes de fibras colagenas estéo distribuidas de
maneira difusa, ou seja, ndo ordenada e entrelacadas para conferir a estes tecidos
resisténcia e elasticidade, tornando-os resistentes a tracfes em varias direcdes. J& no
tecido conjuntivo denso modelado, encontrado nos tenddes e ligamentos, os feixes de
fibras colagenas estdo organizados paralelamente entre si, para dar grande resisténcia e
pouca elasticidade ao tecido, conferindo resisténcia a tracbes em uma sO direcdo
(ROBERTS et al., 2004).

Os fibroblastos, que sao as células mais numerosas no tecido conjuntivo frouxo,
tém como umas das funcdes sintetizar o coldgeno. A obtencdo de coladgeno pelos
fibroblastos dermais consiste na sintese de cadeias polipeptidicas individuais de coldgeno
tipo I e 1l conhecidas como moléculas precursoras chamadas procolageno. Apés a
secrecdo dessas moléculas precursoras para 0 meio extracelular, seus fragmentos
terminais séo clivados por meio de enzimas extracelulares, as colagenases e com a
clivagem, sdo formadas as moléculas de coldgeno que se polimerizam para formar
fibrilas, que, por sua vez, se agregam para constituir as fibras colagenas (ROBINS;
KUMAR; COTRAN, 2010).

Sdo conhecidos atualmente 27 tipos diferentes de coldgenos, compostos de trés
cadeias que formam um trimero na forma de tripla hélice, classificados em colagenos
fibrilares, os tipo I, II, 1, V, IX; colagenos da membrana basal, o tipo IV e outros
colagenos os tipos VI, VII, IX, XV, XVI1I e XVIII, que se diferenciam quanto ao diametro,
composicdo aminoacidica, comprimento, estrutura molecular, concentracéo e localizagdo
nos diversos tecidos (ROBINS; KUMAR; COTRAN, 2010).

A proporcdo do tipo de coldgeno existente em um tecido depende da
especificidade deste e o tamanho das fibrilas de colageno € um fator importante para
determinar a natureza fisica do tecido (HARRIS, 2005). Particularmente, na matriz
dérmica ha essencialmente dois tipos de colageno: tipo | e tipo Ill, correspondendo
respectivamente a cerca de 80-85% e 15-20% do total desta proteina.

O colageno do tipo | é o mais abundante no corpo humano, sendo o principal
componente estrutural da MEC e responsavel pela manutencéo da estrutura da derme. E

primeiramente sintetizado pelos fibroblastos como um precursor solavel, procolageno
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tipo 1, o qual é secretado pelos fibroblastos e sofre acdo proteolitica a partir da a¢do do
TGF- B, para formar as fibras insoluveis de coldgeno, sendo estas, fibras mais fortes,
grossas, densamente agrupadas, e tem diametro variavel (de 1 a 20um), esta localizado
principalmente na derme reticular, a mais profunda da pele e se caracterizam por sua
resisténcia a tracdo, ja o colageno tipo Il apresenta didmetro de 0,5 a 2 um e esta presente,
em sua maioria, na derme papilar, localizada mais superficialmente (SHIN et al., 2005;
JUNG et al., 2007).

Na pele, segundo Harris (2005), os principais colagenos existes sdo:

Colageno tipo I: é o mais frequente, sintetizado pelos fibroblastos, predomina na
derme, ossos e cartilagens, estdo presentes nas fibras mais espessas e em termos
estruturais é o mais importante para a derme;

Colageno tipo Ill: também chamado de “reticulina”, esta presente em grande
quantidade na derme, principalmente ao redor dos nervos e vasos sanguineos;

Colageno tipo IV e VII: estdo situados, principalmente, na membrana basal e
possui como principal funcdo manter a integridade desta membrana de forma a garantir a
sua funcionalidade e a adequada nutri¢do das células da camada basal da epiderme.

No processo de reparacao das feridas o colageno é de fundamental importancia na
unido das bordas, sendo o principal responsavel pela resisténcia mecéanica da cicatriz
(JUNG et al., 2007).

A degradacdo do colageno se inicia precocemente, sendo muito ativa durante o
processo inflamatério. Esse processo de degradacdo é mediado por colagenases
especificas, incluindo as colagenases séricas (elastase, catepsina C e proteinase neutra) e
as metaloproteinases e a atividade das colagenases € controlada por citocinas liberadas
principalmente por células inflamatorias, endoteliais, fibroblastos e queratindcitos..

Ao mesmo tempo em que ocorre a degradacdo de colageno | (mais abundante na
pele sd), ocorre também a sintese de colageno 111 e este processo é estimulado pelo PDGF,
contudo, concomitantemente, ocorre a secre¢cdo de TGF-B que induz maior secregdo do
coldgeno | e sua menor degradacdo por aumento da expressdo de TIMPs (inibidores de
metaloproteinases) e menor da de MMPs, sendo a remodelagem e a contragdo da ferida
parcialmente controladas pela relacdo entre eles. Esse equilibrio entre degradacgéo e
secrecdo das celulas existentes na pele, resultara em uma nova matriz extracelular (JUNG
et al., 2007; BROUGHTON; 2006; SINGER; CLARK; 1999).

Na ferida h4, ao contrério da derme integra hd uma maior proporcao de colageno

I11 em relacéo ao tipo I. A derme sa contém aproximadamente 80% de colageno tipo I e



26

20% de colégeno tipo I11, ja o tecido de granulacdo expressa 30 a 40% de colageno do
tipo 111, sendo considerado colageno imaturo. Com o avancar do processo de cicatrizagao,
principalmente na fase de remodelacdo hd mudanca do tipo e da disposi¢do de colageno
que compde a derme (BROUGHTON, 2006).

Com o tempo, o col&geno tipo 111, mais abundante no inicio do processo de reparo
que o tipo I, vai sendo degradado, enquanto que o colédgeno | vai tendo sua producdo
aumentada pelos fibroblastos. Paralelamente a substituicdo do tipo de colageno, ocorre
alteracdo da organizacdo deste, a qual muda de fibras paralelas dispostas aleatoriamente
para entrelacadas e organizadas ao longo das linhas de estresse, 0 que dara maior
resisténcia ao tecido (BROUGHTON, 2006; SINGER; CLARK, 1999).

Essa resisténcia do leito danificado inicia na dltima fase do processo de
cicatrizacdo. Ao final da primeira semana ap0s o surgimento da ferida, ocorre restauracédo
de 3% da resisténcia da pele integra; no final da terceira semana a resisténcia ja passa a
30%, e em trés meses a 80%. Isto ocorre porque hd uma diminuigdo da deposicao de
colageno, do numero de ligacGes cruzadas feitas entre monémeros desta substancia e da
mudanca do tipo Il para o I. Ap6s um ano ou mais ao surgimento da ferida, a relacdo
entre o colageno I e 111 atinge propor¢do semelhante a antes da ferida, no entanto, o local
da ferida nunca atingird 100% de sua resisténcia fisioldgica. (LI; CHEN; KISNER, 2007;
BROUGHTON; 2006).

1.3 Cicatrizacéo no idoso

O envelhecimento € um processo biolégico complexo, continuo que se caracteriza
por alteracbes celulares e moleculares, com diminuicdo progressiva da capacidade de
homeostase do organismo, levando a senescéncia e morte celular programada (apoptose).
De acordo com Kede e Sabatovich (2004), esse processo é influenciado por fatores
intrinsecos, que estdo relacionados a senescéncia genética e a fatores extrinsecos, ligados
a fatores ambientais.

Resende, Bachion e Araujo (2006) afirmam que com o avancar da idade a pele
tem alterados seus fatores imunoldgicos; turgor; metabolismo; sensibilidade, que
encontra-se diminuida; estado nutricional, entre outros, que desencadeiam no idoso uma
menor resisténcia as infec¢des e diminui¢do da imunocompeténcia tissular contribuindo

para o aparecimento de lesdes na pele com tempo de reparacao tissular retardado.



27

De acordo com Makrantonaky e Zouboulis (2008), a pele do idoso apresenta
alteracdo nas trés camadas. A epiderme apresenta diminuicdo da espessura, retificagéo
dos cones papilares, diminuicdo da coesdo intercelular, diminuicdo da quantidade e
funcdo dos queratindcitos e das células de Langerhans, que sdo células de defesa; na
derme, encontra-se reducdo na proliferacdo e motilidade dos fibroblastos, da espessura
das fibras colagenas e reticulares, redugdo no nimero de mastécitos, glandulas sebaceas
e sudoriparas com alteracdo de estrutura e funcdo e diminuicdo dos Orgaos sensitivos
terminais; e a hipoderme apresenta-se com menos adipécitos e estes com tamanho
reduzido.

Ainda ha perda do leito vascular, o que torna a pele palida com diminuicdo da
temperatura e na hipoderme, observa-se dilatacdo e espessamento dos vasos 0 que faz
com que a capacidade metabdlica dos adipdcitos seja alterada (BAILEY, 2001).

Wulf et al., (2004) acrescentam que na pele envelhecida acontece displasia
epidérmica com perda de polaridade queratinocitica, infiltrado inflamatério, degradagéo
e desordenamento das fibras elasticas e diminuicao do colageno.

Além da diminuicdo do colageno decorrente do desequilibrio de sua producéo e
degradacdo, a qualidade do colageno restante também é alterada, com diminuicédo e
desorganizacdo dos feixes de fibras, o que leva a uma pele com menos resisténcia
(SGONC; GRUBER, 2013).

Todas essas alteracdes que acontecem na pele do idoso, refletem um impacto
negativo em todas as fases da cicatrizacao de feridas, que segundo Sgong e Gruber (2013),
pode correr um atraso de 20 a 60% no tempo de reparo.

Com o aumento da idade, a fase inflamatdria é caracterizada pelo aumento da
adesdo das plaquetas ao endotélio lesado e aumento da liberagdo de PDGF, TGFa e TGFp
(ASHCROFT; MILLS; ASHWORTH, 2002), com isso ha modificacdo do infiltrado
celular, com aumento da resposta de neutréfilos no inicio do processo e retardo no influxo
de mondcitos, com aumento do nimero de macr6fagos maduros, podendo assim, afetar
precocemente a resposta inflamatdria na cicatrizacao de feridas (ASHCROFT; HORAN;
FERGUSON, 1998)

Os macrofagos sdo cruciais para 0 sucesso da cicatrizacdo de feridas, pois
participam da sintese de diversos marcadores biologicos essenciais e controlam a
formacéo do tecido de granulagdo, angiogénese e epitelizacdo, e, de acordo com Mirza,
Dipietro e Koh (2009), a reducéo seletiva dos macrofagos, pode atrasar o fechamento da

ferida, com formacéo diminuida do tecido de granulacdo, diminuicdo da angiogénese, da
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sintese de fator de crescimento e colageno e esta redugdo dos macréfagos, com
consequente diminui¢do da atividade fagocitica, foi observada em feridas de animais
idosos (SWIFT et al., 2001).

As citocinas, em niveis ideais sd@o importantes mediadores pro-inflamatorios,
contudo estudos documentaram aumento dos niveis séricos de citocinas pro-
inflamatorias, tais como IL-1, IL-6, IL-10, TNF-a e IL -8 em individuos idosos, que pode
estar relacionado a um estado pro-inflamatorio crénico inerente ao processo de
envelhecimento, manifestando-se como um aumento em até quatro vezes nos niveis
circulantes de citocinas inflamatorias. (MAGGIO et al., 2006; SANSONI et al., 2008;
SARKAR, FISHER, 2006; RAMBO et al, 2013; VASTO et al. 2007).

O desequilibrio na producéo e na liberacdo de citocinas e a manutencdo de um
estado pré-inflamatorio contribuem para o atraso no processo de reparo tecidual.

A fase de proliferacdo em feridas de idosos é caracterizada por diminuigdo e
migracdo de queratindcitos, fibroblastos e celulas endoteliais, associada a reducéo da
resposta aos fatores de crescimento e diminuicdo da sintese de citocinas, o que leva a
diminuicdo da formacdo de tecido de granulacdo, angiogénese e deposicdo da MEC,
resultando no atraso do fechamento da ferida (ASHCROFT; MILLS; ASHWORTH,
2002).

Na fase de remodelacdo os mesmos autores encontraram um desequilibrio entre
as metaloproteinases (MMPs) e seus inibidores, os TIMPs, com aumento da expressdo de
MMP-2 e MMP-9 e diminuigdo de TIMP-1 e TIMP-2 acarretando em maior atividade
proteolitica com degradacao de colageno e outras proteinas da MEC.

1.4 Metaloproteinases (MMPS)

A degradacdo da MEC, sob condicdes fisioldgicas normais, € um fator importante
para o desenvolvimento, morfogénese, reparo e remodelamento tecidual, no entanto,
quando este processo acontece de maneira desorganizada, torna-se a causa de muios
processos patoldgicos como artrites, aterosclerose, cancer, fibrose, Ulceras cronicas, etc.
Varios tipos de proteinas medeiam esta degradagéo, mas as principais enzimas envolvidas
no processo sao as metaloproteinases (MMPs), também chamadas de matrixinas (VISSE;
NASAGE, 2003), que além da degradacdo da MEC, tém funcdo de processar, ativar ou

inativar os componentes da MEC, facilitar a migragéo e diferenciagdo celular, participar
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nos processos de reparo, neovascularizagao, apoptose e em condic¢des patoldgicas, como
invasdo tumoral (NAGASE, VISSE, MURPHY, 2006; RANDALL; HALL, 2004).

As MMPs séo uma familia de endopeptidases extracelulares, secretadas como pro-
enzimas por neutréfilos, mondcitos, macrofagos e fibroblastos. Nesta familia pertencem
cerca de 25 proteinas que sdo divididas em: colagenases intersticiais, gelatinases,
estromelisinas, matrilisinas, MMPs tipo membrana e outras MMPs, que s&o classificadas
de acordo com a especificidade ao substrato e sua estrutura (YAN; BOYD, 2007; VISSE;
NASSAGE, 2003).

As colagenases tém capacidade de degradar a tripla hélice dos colédgenos
intersticiais como os tipos I, 1l e Ill. Pertencem a este grupo a MMP-1 (expressa em
células endoteliais e células musculares) a MMP-8 (encontrada nos granulos dos
neutrofilos) e a MMP-13. As colagenases estdo distribuidas nos tecidos mesmo quando
ndo ha indicio de degradacao da matriz, contudo sua expressdo diminui progressivamente
nos processos de fibrose evolutiva, indicando sua importancia no equilibrio entre sintese
e degradacdo (VISSE; NASSAGE, 2003).

As gelatinases atuam em fragmentos ja degradados pelas colagenases bem como
sobre o col&geno tipo IV e elastina. Estdo nesta familia a MMP-2, que € expressa em
células vasculares, e a MMP-9, que € expressa em macrofagos, polimorfonucleares e
células vasculares (NAGASE, VISSE, MURPHY, 2006).

As estromelisinas sdo enzimas derivadas de células estromais que hidrolizam a
MEC e podem ser expressas em fibroblastos, macréfagos, células endoteliais, condrocitos
e celulas musculares lisas vasculares. Esta familia degrada proteoglicanos como o
agrecano, proteinas de ligacao, fibronectina, laminina e os colagenos tipo 1l e IV. . Fazem
parte desta familia a MMP-3 (estromelisina 1) e MMP-9 (estromelisina 2), que tem
especificidade de substrato semelhante, no entanto a MMP-3 apresenta maior eficacia
proteolitica e também tem a capacidade de ativar outras MMPs que se ainda se encontram
inativas (NAGASE, VISSE, MURPHY, 2006).

As matrilisinas que envolvem a MMP-7 e MMP-26 degradam versican, elastina,
fibronectina, colageno tipo IV entre outros. A MMP-7 é expressa em células epiteliais
glandulares, mondcitos e células da parede vascular, ja a MMP-26 é sintetizada durante
a diferenciacdo do macrofago (VISSE; NASSAGE, 2003).

As MMPs de membrana estdo envolvidas na degradacao de coladgenos do tipo I,
Il e 111, e s&o capazes de ativar algumas outras MMPs da matriz. Pertencem a este grupo
as MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-24 e MMP-25 sendo expressas em
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células do cerebelo, leucdcitos do sangue periférico e células tumorais. Estas MMPs ndo
tem acdo na parede vascular (NAGASE, VISSE, MURPHY, 2006).
A tabela 1 apresenta as atividades da MMP-3 e da MMP-9 ja estudadas, seus

respectivos efeitos biologicos e o substrato que clivam.

Tabela 1: Atividades bioldgicas mediadas pela MMP-3 e MMP-9.

MMPs Efeitos biol6gicos Substrato clivado
MMP-3 Migracao celular Fibronectina
MMP-3 Geragéo de fragmento de angiostatina Plasminogénio
MMP-9 Plasminogénio
MMP-3 e 9 Afinidade aumentada de colageno BM-40
MMP-3 Liberacdo de FGF-p Perlecan
MMP-3 Aumento da bioaviabilidade de IGF1 e IGBP-3
proliferacdo celular
MMP-9 Migracéo de células epiteliais Laminina cadeia 5y2
MMP-3 e 9 Pro-inflamatdrias IL-1p a partir do precursor
MMP-9 Resisténcia das células tumorais ICAM-I
MMP-3 Antiinflamatorio Mondcitos quioatratentes
proteina-3
MMP-3 Aumento da bioviabilidade de TGF-B Decorin
MMP-3 Agredacéo de células rompidas e aumento  E-calderin
da invaséo celular
MMP-9 Reducéo da resposta da IL-2 IL-2Ra
MMP-9 Bioviabilidade de TGFf Precursor de TGFf

Tabela adaptada de Nagase, Visse e Murphy (2006);

Nos tecidos normais e saudaveis, as MMPs ndo sdo expressadas em niveis
detectaveis, no entanto, em qualquer tecido inflamado, elas sdo sintetizadas conforme a
necessidade, considerando que todo tecido possui matriz extracelular e necessita das
MMPs frente ao processo de remodelacdo tecidual, seja ele fisiologico ou patolégico
(BORKAKOTI, 2000).

As MMPs podem ser ativadas por componentes nao proteoliticos, proteinas
serinas, e também podem ser induzidas ou inibidas por uma série de citocinas e fatores
de crescimento como 0 TNF-a, IL-1, TGF-B, entre outros (BROOKS; OLLIVIER, 2004).

A atividade das MMPs parece ser controlada em trés niveis basicos. O primeiro é
o nivel génico de controle transcricional, sendo que este processo é mediado por citocinas,
como as interleucinas e fatores de crescimento. O segundo é a nivel molecular, exigindo
elementos para converter a forma pré-enzima na forma ativa, nesse caso, a presenca da
proteinase suscetivel serve como isca na regido do peptideo e permite que as proteinases

plasmaticas ou proteases bacterianas oportunistas ativem as pro-MMPs; a clivagem da
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regido da “isca” remove apenas uma parte do pro-peptideo e a remocdo completa é
realizada em paralelo pela acdo de MMP intermediaria ou por outra MMP ativa. O
terceiro nivel € através de inibidores enddgenos, envolvendo as a2-macroglobulina e os
inibidores naturais das metaloproteinases (TIMPs), que se ligam a MMP e formam
complexos estaveis, biologicamente menos ativos que as MMPs, atuam também sobre as
MMPs inativas retardando o processo de ativacdo, sendo o TIMP o inibidor mais
especificos das MMPs (RA; PARKS, 2007).

Os inibidores das MMPs, os TIMPs, desempenham um papel importante na
remodelacdo fisiologica do tecido, contribuindo para a manutencdo do equilibrio
metabdlico e estrutural da MEC, ja que a alteracdo na homeostasia entre MMPs e TIMPs
podem levar a alteracGes no processo de remodelacdo do tecido, podendo levar a
cronicidade (NAGASE; WOESSNER, 1999)

Os TIMPs séo encontrados no meio extracelular e possuem capacidade de
inativarem as MMPs, ligando-se ao sitio ativo destas; além de apresentarem um papel
importante no crescimento de diferentes tipos celulares, mudancas na morfologia das
células e apoptose (SIVAK; FINI, 2002; VISSE; NASSAGE, 2003).

VariagGes nos niveis de TIMPs sdo considerados importantes porque afetam
diretamente o nivel da atividade de MMPs, tendo sua expressdo regulada por varios
fatores como as IL-1B, IL-6, o fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de
crescimento basico de fibroblastos (BFGF), fator de crescimento derivado de plaguetas
(PDGF), fator de necrose tumoral-o, TGF-B, retindides, ésteres de forbol e
glicocorticoides. A fungdo do TIMP é controlada por hormonios e pelos sistemas
citocinas, sendo o TIMP-1 aumentado por retindides, glucocorticoides, IL-1, EGF, TGF-
B e TNF-0, enquanto que o TIMP-2 é diminuido pelo TGF-B (VISSE; NAGASE, 2003).

A familia dos TIMPs é composta por quatro proteinas multifuncionais
denominados TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4. Os TIMPs inibem todas as MMPs,
porém o TIMP-1 é um fraco inibidor para as MMP-2, MMP-14, MMP-16, MMP-24 ¢
MMP-19, enquanto que o TIMP-2 é um fraco inibidor da MMP-9, além de possuir
capacidade de inibir a proliferacdo de células endoteliais induzidas pelo fator de
crescimento bésico fibroblastico e tomar parte na ativagdo de MMP-2; o TIMP-3 possui
acao pro-apoptdtica, enquanto que os TIMP-1 e -2 séo anti-apoptoticos (VISSE;
NAGASE, 2003; NAGASE; VISSE; MURPHY, 2006; YOSHIBA et al., 2003).
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1.5 Papel das metaloproteinases na cicatrizacdo de feridas

Na cicatrizacdo normal, as MMPs desempenham papéis essenciais em todos as
fases do processo cicatricial, degradando todos os componentes da MEC e apresentam
habilidade para sintetizar colageno e outros membros da MEC (ARAUJO et al., 2011).

Na fase inflamatdria da cicatrizacdo, poucas horas ap6s a injuria ocorre o
recrutamento de neutrofilos e logo em seguida chegam os linfdcitos e macrofagos que
possuem em seus granulos a MMP-9 e com isso essa metaloproteinase € liberada no local
da lesdo (DIEGELMANN; EVANS, 2004).

As MMPs nessa fase, decompdem a MEC danificada que ocorre no leito da lesdo,
permitindo que os novos componentes da MEC como o colageno, a fibronectina e os
proteoglicanos que sdo sintetizados pelas células das feridas se integrem de maneira
adequada aos componentes intactos da MEC nos rebordos das feridas. Ainda nesta fase,
as bactérias produzidas na ferida, produzem uma matriz gelatinosa que protege 0s
micrdbios do sistema imunitario, contudo as MMPs secretadas pelas células inflamatorias
digerem essa matriz gelatinosa, auxiliando na remocdo desta (McCAW; EWALD;
WERB, 2007; PARKS, 1999). No entanto, quando as feridas agudas séo colonizadas por
bactérias que em questdo de dias se transformam em bactérias de biofilme persistente,
prolongando a fase inflamatdria, ha ativacdo de células inflamatérias que segregam
MMPs na tentativa de destruir as bactérias, porém elas podem destruir também fatores
pré-cicatrizacdo e componentes da MEC no leito da ferida, alterando o processo
cicatricial (GIBSON et al., 2009)

Uma vez que o local da ferida foi limpo pelos macrofagos e linfocitos, ocorre
também um aumento na angiogénese e ha migracdo de fibroblastos para iniciar a fase
proliferativa e para a deposicdo de colageno para uma nova MEC, formando, assim, o
tecido de granulacéo.

Na fase de proliferagdo as MMPs degradam a membrana basal ao redor dos
capilares, permitindo que as células endoteliais capilares migrem de capilares proximos
a ferida e reconstituam novos vasos sanguineos no leito da ferida, ainda, as MMPs
estimulam a migracdo de células epiteliais, fibroblastos e células vasculares endoteliais
passando pela ou atraves da MEC (PARKS, 1999). Nesta fase ha uma superexpressédo de
MMP-1, 3 e 9 na borda da ferida (ARAUJO et al., 2011).

Na fase de remodelacdo as MMPs tem papel na contragéo e remodelacdo da MEC

cicatricial. As MMPs secretadas por miofibroblastos sdo necessarias para a contragdo
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cicatricial da nova MEC sintetizada, e mesmo em niveis baixos muito tempo depois da
cicatriz inicial estar formada, elas removem lentamente a MEC desorganizada, que
gradualmente € substituida por uma MEC mais normal e altamente organizada (McCAW;
EWALD; WERB, 2007; PARKS, 1999; ULRICH et al., 2009).

De acordo com Gibson et al., (2009), apesar das MMPs apresentarem grande
importancia na degradacao das proteinas para que novos tecidos se formem, quando elas
sd0 superexpressadas por muito tempo e em locais errados, comecam a degradar
proteinas, que ndo o seu substrato normal, resultando na destruicdo de proteinas que sdo
essenciais para a cicatrizagdo, acabando por comprometer o processo cicatricial, levando
ao atraso ou formacdo de cicatriz anormal. As MMPs em niveis elevados nas feridas
podem induzir indiretamente a elevacdo de niveis de elastase, 0 que ird degradar a
elastina, um constituinte principal das fibras de tecido elastico e, elevacdo dos niveis de
plasmina, que digere a fibrina, uma proteina encontrada nos codgulos sanguineos.

A superexpressdo das MMPs pode ser ocasionadas por diversos fatores, dentre
eles a diminuicdo dos niveis de seus inibidores, os TIMPs, o que pode levar a cronicidade
das feridas, e pelo excesso de citocinas como o TNF, IL-1 e IL-6. Essas citocinas sdo
liberadas por células inflamatdrias ativadas no local da ferida, que, quando em excesso
contribuem ainda mais para o processo inflamatério, pois estimulam a producgéo de niveis
elevados anormais de proteases, incluindo as MMPs e de radicais livres, que provocam
danos tissulares (LADWIG et al. 2002).

As MMPs em niveis elevados podem também degradar os fatores de crescimento,
como o PDGF, EGF, VEGF, e consequentemente ha diminuicdo ou auséncia da
proliferacdo de células imprescindiveis para a substituicdo tecidual, dentre elas os
fibroblastos, células endoteliais e queratindcitos (BUCALO; EAGLSTEIN; FALANGA,
1993)

A MMP-9 é uma metaloproteinase, secretada predominantemente por leucécitos,
e um elemento essencial na inflamacéo e reparacao de tecidos e tem fungéo de clivar os
colagenos tipo 1V, V, VIl e X, elastina, membrana basal e colageno desnaturado. Tem
seu pico entre 2 e 4 dias apds o inicio da lesdo, sendo expressada principalmente na fase
inflamatdria, contudo os niveis de MMP-9 persistem mesmo depois do fechamento da
ferida, sugerindo que esta metaloproteinase provavelmente desempenha um papel
importante na remodelacdo da matriz e possivelmente cicatriz (SALO et al., 1994,
ARUMUGAM et al., 1999).
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Niveis elevados de MMP-9 diminuem a velocidade do fechamento da ferida,
contribuindo para o atraso da cicatrizagdo (LADWIG et al., 2002) e para Bellayr et al.,
(2009), a diminuicéo da atividade da MMP-9 pode contribuir para o acimulo excessivo
de constituintes da matriz extracelular, podendo assim, desenvolver fibrose.

Aschcroft et al., (1997) verificaram que a MMP-9 esté presente em niveis muito
elevados em Ulceras, 0 que pode contribuir para a natureza corrosiva do ambiente da
ferida cronica.

Para Sivak e Fini (2002) a MMP-9 também estad envolvida no processo de
neovascularizagéo. Isto pode ser explicado pela importéncia e interatividade com o fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF) na formacdo de novos vasos sanguineos
(EBRAHEN et al., 2010).

A MMP-3 ou estromelisina-1 é produzida na parede do vaso por fibroblastos,
células musculares lisas e macrofagos. Podem degradar uma ampla gama de proteinas de
matriz extracelular e ativar outras MMPs, 0 que a torna ter um papel chave na degradacao
da matriz extracelular e remodelacdo (NAGASSE, 1998).

Young e Grinnell (1994) verificaram que MMP-3 atinge seu nivel maximo apds
0 quarto dia, ja Arumugam et al., (1999) encontraram que a MMP-3 foi observada apenas
no dia 6, o que coincide com o inicio da contracdo da ferida.

Quando sdo superexpressadas podem contribuir para o desenvolvimento de
alteracdes estruturais na parede do vaso por meio da degradacao de proteinas da matriz
extracelular, como proteoglicanos, laminina, fibronectin e colagenos tipo 111, IV, V e IX
e também pode potencializar o efeito proteolitico da MMP-9 (BORGHAEI; SULLIVAN;
MOCHAN, 1999).

Em resumo, as MMPs sdo necessarias na quantidade e duragédo certa e no local
indicado para que uma ferida cicatrize, contudo, a sua superexpressao pode determinar a
cronicidade de uma ferida, além de terem seus niveis elevados em feridas cronicas, com
isso, tratamentos que reduzam a atividade das MMPs, podem promover a cicatrizagao de
feridas que ndo evoluem. Diante disso, o laser mostra-se ser uma proposta positiva no

reparo tecidual.

1.6 Angiogénese

A angiogénese é considerada uma etapa fundamental do processo de reparo, pois

novos vasos sanguineos sdo formados a partir de vasos preexistentes que ndao foram
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lesionados, para suprirem de nutrientes e oxigénio o tecido em crescimento. Ela ocorre
na matriz extracelular do leito da ferida com a migracéo e estimulacdo mitogénica das
células endoteliais (FOLKMAN; SHING, 1992).

O fator de crescimento de fibroblastos (FGF), o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) e o fator transformador de crescimento beta (TGF-f) sdo as principais
citocinas angiogénicas na angiogénese de feridas e tm como funcéo ativar as células
endoteliais, que iniciam a expressao do ativador de plasminogénio, o qual cliva o
plasminogénio sérico em plasmina e a prdé-colagenase em colagenase (MMPs) que
degrada colageno (KIERSZENBAUM; 2004).

O VEGEF, principal citocina angiogénica é uma proteina extremamente importante
na angiogénese e tem sua regulacdo mediada pela hipdxia tecidual, algumas citocinas
como o fator de necrose tumoral (TNFa), o fator de crescimento tumoral a e B (TGF-a ¢
B), fator de crescimento epidermal, interleucinas e fator de crescimento fibrobléstico
basico.

No inicio da cicatriza¢do, por volta de 1 dia apds a lesdo, 0os queratindcitos
presentes na borda da ferida expressam VEGF que atinge seu pico apds 2 a 3 dias,
mantendo méaxima expressdo entre 3 e 7 dias apds o ferimento, periodo em que a
diferenciacéo e o crescimento capilar estdo no maximo. Essa expresséo positiva promove
as fases iniciais da angionénese, incluindo a dilatacdo vascular, a permeabilidade, a
migracdo e a proliferacdo, no entanto a baixa expressdo do niveis de VEGF acarreta em
vascularizagdo insuficiente que provavelmente contribui para atrasos no processo de
reparacao tecidual (JOHNSON; WILGUS, 2014).

1.7 Laser e o reparo tecidual

A palavra laser € um acrénimo de Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation que significa uma radiacdo de luz por emissdo estimulada de radiacdo. Teve
seu principio descrito por Albert Einstein em 1916, quando postulou o fendmeno fisico
da emissdo estimulada de fétons de um meio ativo excitado.

Para Genovese (2000) a interacdo do laser com os tecidos biologicos depende do
comprimento de onda, da densidade de energia e da poténcia do laser. As energias
depositadas pelo féton nos tecidos biolégicos podem gerar processos vibracionais,
rotacionais e eletrdnicos que imediatamente se transforma em outro tipo de energia ou

efeito bioldgico que séo chamados de efeitos primarios da radiacéo.
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Quando a célula é submetida a irradiacdo laser observa-se um aumento na
producdo de ATP, maior atividade da enzima fosfatase alcalina, o que incrementa a
proliferacdo celular, e ainda maior expressao de citocinas (I1L-6). Assim, foi sugerido que
a irradiacao laser tem um efeito terapéutico adicional por estimular a producéo citocinas,
promovendo a comunicagdo intercelular, migragdo e proliferagdo, para auxiliar no
processo de cicatrizacdo tecidual (HAWKING-EVANS; ABRAHAMSE, 2006).

Os lasers vermelhos sdo mais adequados para o tratamento da pele, visando o
reparo tecidual, pois sua pouca profundidade de penetracdo no tecido, facilita a
concentracdo da luz nas células-alvo da LBP que estdo localizadas na epiderme (células
estaminais epidérmicas) e nas partes superiores da derme (fibroblastos, macréfagos e
células endoteliais).

A terapia com laser de baixa poténcia (LBP) pode modular a cicatrizacdo de
feridas através da inducdo de um aumento na atividade mitotica, nimero de fibroblastos,
sintese de colageno e neovascularizagdo (ROCHA JUNIOR et al., 2006; OLIVEIRA et
al., 2009, FIORIO et al., 2014), reduzindo o periodo de cicatrizacdo e melhora no tipo de
cicatrizacao (FIORIO et al., 2011, HAWKING-EVANS; ABRAHAMSE, 2006), levando
o individuo a um retorno mais rapido de suas atividades.

O laser, através de seu efeito biomodulador, afeta positivamente todas as fases do
processo de cicatrizacdo (ENWEMEKA et al. 2004; GONCALVES et al., 2010) como
aumento da proliferacdo e atividade celular, aumento da sintese de DNA, modulacdo da
producdo dos fatores de crescimento e redugdo na producdo de prostaglandinas, entre
outros.

Tacon et al. (2011) encontrou, na fase inflamatéria, diminuicdo do infiltrado de
polimorfonucleares e da hemorragia, além de aumento da angiogénese e da fibroplasia
em fases mais adiantadas da cicatrizac&o, utilizando um laser diodo Aluminio Gélio indio
Fésforo (AlGalnP), com comprimento de onda de 660 nm e densidades de energia de
3J/cm2 e 6J/cm?,

Rambo e colaboradores (2014), analisaram os efeitos do Laser de baixa poténcia
no processo de reparacgéo tecidual sobre a expresséo proteica das citocinas TNF-a, IL-13
e IL-10 e, expressdo génica das citocinas TNF-a e IL-1 em modelo de ferida cutdnea em
ratos jovens e adultos e verificaram que a laserterapia se mostrou eficaz no tratamento
das feridas cutaneas nos animais jovens e idosos, em diferentes fases do processo de

reparacao tecidual.
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De acordo com Hosaka et al., (2005), algumas IL, como a IL-1 e IL-6 e fatores de
crescimento estdo envolvidas na regulacdo das MMPs, sendo que o aumento dessas IL
induz o0 aumento das MMPs e com isso ha aumento do quadro inflamatorio. Com isso, a
diminuicdo dos niveis dessas interleucinas acarretard na diminuicdo da expresao das
MMPs.

As MMPs tém como funcdo a degradacdo do colageno e isso acontece em
conjunto com a sintese de colageno por outras células. Gavish, Perez e Gertz (2006),
estudando a atividade de MMPs ap0s utilizacdo da terapia laser encontraram uma
atividade modulada e expressdao de MMP2 e uma regulacdo na expressao de colagenase
(MMP-1) e de inibidores de MMPs (TIMP2) em parceria com 0 aumento na sintese
coléageno.

Gongcalves et al. (2010), obtiveram resultados significativos no fechamento da
ferida e concentracdo do colageno tipo | com o uso do laser arseneto de galio- aluminio
(GaAlAs) com densidade de energia de 4 J/cm?.

Busnardo e Simdes, (2010) utilizaram laser HeNe (632,8 nm) com energia de 4
Jlem? na cicatrizacdo de feridas e observaram aumento de colageno tipo 111, diminuicio
do infiltrado inflamatdrio e resolucdo precoce da fase inflamatéria das feridas.

Com o mesmo comprimento de onda, porém com dose de 5 J/cm2, Al-Wathan e
Andres (2001) obtiveram maior proliferacdo de mitocéndrias e fibroblastos, bem como
da microcirculacdo, com consequente aumento do metabolismo celular.

Utilizando Laser de HeNe com doses de 3 e 6 J/cm? em feridas de coelhos, Inoe
et al., (2008) observaram no 14° dia presenca de tecido de granulacdo maduro e no 21°
dia auséncia de hemorragia e exsudato.

Pode-se perceber que o laser influéncia positiva no processo de reparo tecidual,
seja modulando a fase inflamatoria ou acelerando a deposicdo de fibras colagenas e

elasticas, acelerando a cicatrizagdo de feridas.



2 OBJETIVOS:

2.1 Objetivo Geral

Este estudo tem como objetivo avaliar e comparar o efeito do laser de baixa

poténcia na cicatrizacdo de feridas cutaneas em ratos idosos.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos do LBP na expressdo proteica de colageno tipo I e tipo IlI;

Analisar os efeitos do LBP sobre a imuno expressdo das metaloproteinases
(MMP- 3 e MMP-9), TIMP 2 e VEGF.

Analisar os efeitos do LBP sobre a expressdo proteica de CINC-1 (homdlogo a

interleucina 8 - IL-8 em humanos)

Analisar os efeitos do LBP sobre a expressdo génica de interleucina 6 (IL-6).



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais de experimentacao

Foram utilizados 45 ratos (norvergicos albinus), de linhagem Wistar, machos, dos
quais 15 jovens (x 30 dias) com peso corporal variando de 130 a 150 gramas, e 30 idosos
(500 dias) com peso corporal variando de 400 a 450g, provenientes do Biotério da
Universidade Nove de Julho - UNINOVE, mantidos em condi¢bes controladas de
luminosidade e temperatura, com agua e alimentacdo ad libitum.

Todos os procedimentos experimentais foram submetidos a avaliacdo do Comité
de Etica da Universidade Nove de Julho e estdo de acordo com as normas do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal — COBEA e aos padrdes de experimentacao animal
do International Council for Laboratory Animal Scienc, sendo aprovado sob o Protocolo
n°® AN0028.2014

3.2 Grupos experimentais

Os animais (15 jovens e 30 idosos) foram distribuidos de forma aleat6ria em trés
grupos experimentais, sendo um namero de 05 animais por subgrupo de acordo com 0s
tempos experimentais 3, 7, 14 dias, respectivamente:

G1 controle idoso: Animais idosos submetidos apenas a lesdo cutanea;

« G1 (3dias): 05 animais
e G1 (7 dias): 05 animais
* G1 (14 dias): 05 animais

G2 tratado idoso: Animais idosos submetidos a leséo cutanea e ao tratamento com
Laser,
+ G2 (3dias): 05 animais
+ G2 (7 dias): 05 animais
+ (G2 (14 dias): 05 animais

G3 controle jovem: Animais jovens submetidos apenas a lesdo cutanea;
« G3 (3 dias): 05 animais
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* G3 (7 dias): 05 animais
* G3 (14 dias): 05 animais

A figura 2 representa a composicdo dos grupos experimentais.

Grupos
(n =45)
|
| | | | | |
G1: Idoso Controle G2: Idoso Tratado G3: Jovem Controle
(n=15) (n=15) (n=15)
| Gl3dias G2 3 dias G3 3 dias
(n=5) (n=5) (n=5)
| Gl7dias G2 7 dias G3 7 dias
(n=5) (n=5) (n=5)
|| Gl1l4dias G2 14 dias G3 14 dias
(n=5) (n=5) (n=5)

Figura 2. Composigdo dos grupos experimentais.

3.3 Procedimentos

3.3.1 Producao das feridas cutaneas

Apds a pesagem, os animais foram anestesiados antes de cada lesdo cutanea, com
uma solucdo de Ketamina 7% (Cetamin, Syntec, Cotia, SP) e Xilazina 0.3 % (Xilazin,
Syntec, Cotia, SP) numa proporcdo de 2:1 (0.2 ml a cada 100g do animal) por via
intraperitoneal. Uma vez anestesiados, os animais foram posicionados em decubito
ventral, para esterilizacdo com alcool-iodado e tricotomia na regido do dorso do animal.
Para realizar a ferida, foi utilizado um "punch" de 8 mm de didmetro permitindo a
remocao de uma area circular da pele. Foram realizadas duas feridas em cada animal, com
a localizacdo na porcdo meédia do plano sagital mediano. O modelo experimental seguiu
0 modelo de Rambo et al., (2013).

Apos a confeccdo das feridas os animais foram colocados em gaiolas limpas,

sendo cinco em cada uma, com agua e ragdo apropriada a vontade.
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Utilizou-se como medicamento analgésico a dipirona sddica por 2 dias apos a
confecc¢do das feridas cutaneas na dose de 0,1 ml/ animal, de 4/4 horas para evitar que 0s

animais sentissem dor.

Figura 3. Produgéo das Feridas cutaneas
Fonte: Autor

3.3.2 Aplicagéo do Laser

Foi utilizado o Laser da marca DMC® modelo Photon Laser 11l com poténcia de
30 mW (densidade de poténcia de 1,07 W/cm2), area do feixe de 0,028cm2, e
comprimento de onda de A 660nm, meio ativo de Fosfeto Indio-Galio-Aluminio
(InGaAlIP). A aplicacdo no experimento em vivo deu-se sob forma de um Unico ponto
pelo método transcutaneo; com energia total de 2 joules por ferida, densidade de energia
de 72 J/cm2, tempo de 1min e 07 segundos (Tabela 2). Foi utilizada uma cartolina preta
com uma abertura central posicionada na regido da ferida para impedir a incidéncia da
luz nas regides circunvizinhas e certificar que a luz fosse depositada sobre a ferida (Figura
4). A aplicacdo iniciou apds a confecgdo das lesdes cuténeas e em dias alternados no
grupo experimental 2 até o dia da eutanasia de cada grupo. Os grupos 1 e 3 ndo receberam
tratamento e foram adotados como grupos-controle comparativo para a analise histolégica

e imunoistoquimica.
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Todos os procedimentos metodoldgicos referentes a execucdo dos experimentos

foram realizados por um mesmo executor.

Tabela 2. Parametros do Laser

Laser da marca DMC® modelo Photon Laser 111
Meio ativo (InGaAlP)

Comprimento de onda: nm1 660
Frequéncia Continuo
Densidade de Poténcia: W/cm? 1,07
Poténcia de Saida: mW 30

Area do feixe: cm? 0,028
Densidade de Energia: J/cm? 72
Energia Total Entregue: Joules 2

Tempo de irradiacdo por tratamento: segundos 67

A figura 4 ilustra a aplicag&o do laser com utilizagdo da cartolina.

N | nij'-_. -

Figura 4. Cartolina preta com uma abertura central, posicionada na regido da ferida
para impedir a incidéncia da luz nas regides circunvizinhas e aplicagdo do Laser.
Fonte: Autor

3.3.3 Eutanasia

No final de cada periodo experimental 3, 7 e 14 dias, os animais foram
identificados, pesados e posteriormente eutanasiados com o uso de Tiopental Sodico
(Cristalia Itapira — SP, Brasil) numa dose de 0.05 ml/100g, por via intraperitoneal.

Apbs a eutanasia, seguindo os tempos indicados, as areas incisadas foram
cirurgicamente removidas com margem de 1lcm de pele em torno da lesdo com

profundidade até a fascia.
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As amostras resultantes (duas de cada animal) foram congeladas em nitrogénio
liguido e armazenadas a -80°C e distribuidas, sendo uma para a realizacdo dos
procedimentos histoldgicos e a outra para a analise da expressdo proteica por meio do

Elisa e expressdo génica por meio do RT-PCR.

3.3.4 Procedimentos Histoldgicos

As amostras congeladas em nitrogénio liquido foram incluidas em OCT (Tissue
Teck® Compound-Sakura® Finetechnical Co) e preparados cortes de 4 um de espessura
em criostato (Leica Modelo CM 1850) e preparadas em laminas silanizadas para

imunoistoquimica.

3.3.5 Imunoistoquimica

As seccOes congeladas foram lavadas em solucdo salina tamponada com fosfato
(PBS) e a atividade da peroxidase enddgena foi bloqueada com 0,3% de H202 em
metanol durante 30 min. As seccdes foram lavadas em PBS (6 lavagens de 5 min) e
montado com 1% de soro normal de cabra em PBS durante 30 min. Posteriormente, as
laminas foram incubadas na presenca do anticorpo primario aplicado durante toda a noite
a4°C.

Os anticorpos primérios utilizados foram and-secendaryrespeetively: VEGF:
mouse anti-rat VEGF antibody (VG-1; Abcam, Tokyo, Japan)-and-anti-rat, TIMP-2: goat
anti-TIMP-2 antibody (sc6835, Santa Cruz Biotechnology, Inc)-and-anti-geat, MMP-3:
rabbit anti-MMP-3 antibody (ab-53015, Abcam, Tokyo, Japan)-and-anti-rabbit, MMP-9:
goat anti-MMP-9 antibody (sc-6840, Santa Cruz Biotechnology, Inc.)—and-anti-geat,
Collagen I: mouse Antibody (Col-1) (sc-59772, Santa Cruz Biotechnology, Inc.)-and-anti-
mouse, Collagen IlI: rabbit Antibody (S-17)-R (sc-8780 R, Santa Cruz Biotechnology,

for-30-min. Apos lavagem em PBS (6 vezes, 5 min), foram incubadas com anticorpo

secundario, de acordo com o anticorpo primario utilizado por 30 minutos.
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Ao término do periodo de incubag&o, as laminas foram lavadas com tamp&o PBS
por 10 minutos e incubadas com anticorpo de ligagdo conjugado a peroxidase HRP do
Kit DakoCytomation LSAB plus System HRP (Dako Corporation, CA, USA) por 30 min.
Em seguida foi realizada a detec¢do com solu¢do cromogena, contendo 0,03% de 3-31-
diaminobenzidina em tampé&o Tris-Hcl 0,05M, pH 7,4 com perdxido de hidrogénio a 0,3%
(DAB, Dako). Apos a revelacdo, realizou-se a contra-coloracdo das laminas com solugédo
de hematoxilina de Mayer, durante 10 minutos, seguida de lavagem em agua corrente por

10 minutos e passagem em agua destilada.

3.3.6 Quantificagdo da expressao génica da IL-6

O RNA total foi extraido a partir de amostras de pele da ferida e os ensaios de RT-
PCR foram realizados para quantificar a expresséo de mRNA, como descrito a seguir. Os
tecidos descongeladas foram homogeneizados em Trizol (1 mL) (Gibco BRL,
Gaithersburg, MD) e o RNA total foi isolado de acordo com as instrucdes do fabricante.
O RNA total (1 pg) foi utilizado para a sintese de DNA complementar e RT-PCR . O
DNA contaminante foi inicialmente removido por incubacdo da amostra durante 15 min
a 37°C, usando DNAase I (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) em 1U/ug
RNA em 20 mM Tris-HCI, pH 8.4 contendo 2 mM de MgCly, seguido por uma incubacao
a 95°C durante 5 minutos para inativar a enzima. Em seguida, a transcri¢do reversa (RT)
foi realizada num volume de reagédo de 200 pL na presenca de 50 mM de Tris-HCI (pH
8.3) contendo 3 mM MgCl, 10 mM de ditiotreitol, 0.5 mM de desoxinuclettidos, e 50
ng de primers aleatérios com 200 unidades do Moloney murine leukemia virus reverse
transcriptase (Invitrogen, CA, USA). As condicBes de reacao foram de 20°C durante 10
min, 42°C durante 45 min e 95°C durante 5 min.

O produto da reagéo foi amplificado com o RT-PCR, utilizando o 7500 Sequence
Detection System (ABI Prism® Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) e 0 SYBR
Green Core Reaction Kit (Applied Biosystems). As condic¢des de ciclos térmicos foram:
50°C durante 2 min, depois 95°C durante 10 min, seguido por 40 ciclos a 95°C durante
15 s e 60°C durante 1 min. Os experimentos foram realizados em triplicata para cada
ponto de tempo. A abundéancia do mRNA do gene alvo foi quantificado como um valor
relativo em comparacdo com uma referéncia interna, gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase (GAPDH), cuja abundéancia ndo mudou com as condi¢des experimentais

variadas. O primer utilizado para o0 RT -PCR esta descrito na tabela 3.
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Tabela 3. Primer utilizado no RT- PCR em tempo real (QRT- PCR)

IL-6: GenBank® accession number E02522, (forward primer: 5'-
TCCTACCCCAACTTCCAATGCTC-3 reverse primer: 5'-
TTGGATGGTCTTGGTCCTTAGCC-3’

3.3.7 Avaliacéo dos niveis do mediador inflamatério CINC-1

A dosagem de CINC-1 das amostras foi realizada pelo teste imunoenzimatico
(ELISA), seguindo instrucdes do kit comercial (R&D Systems, Minneapolis, Minnesota,
USA). Para tanto, placas de 96 pocos foram sensibilizados com 100 pl de anticorpo
monoclonal para a citocina: anti-CNC-1 diluidos em tampéo carbonato de sédio (0,1 M,
pH 9.6). As placas foram incubadas a 4°C por 18h. Para o bloqueio, as placas foram
lavadas com PBST (Sigma - St Louis MO USA) - solugdo PBS contendo 0.05% de
Tween® 20 por 4 vezes e depois preenchidas com 300 pL/poco de solugdo de bloqueio
(3% gelatinaem PBST, Sigma) a 37°C por 3 horas e submetidas a novo ciclo de lavagens.
A seguir, 100uL/pogo das amostras devidamente diluidas ou do padrdo da citocina
recombinante foram adicionados a placa e deixados por 18 h em temperatura de 4°C.
Apos lavagem, 100ul dos respectivos anticorpos biotinilados especificos de detec¢do para
a citocina foram acrescentados e deixados por 1 h em temperatura ambiente. Apds
lavagem das placas, 0 volume de 100ul de estreptavidina—peroxidase foi adicionado e
deixado por 1 h em temperatura ambiente (22°C) seguida de novas lavagens. A reacao foi
revelada pela adigdo de 100 pulL/pogo da solugao de 3.3°5.5’-tetrametilbenzidina (TMB) e
interrompida pela adigdo de 50 puL/poco de &cido sulfurico (2 N). A leitura foi realizada
em espectrofotdmetro SpectraMax® Plus 384 (Sunnyvale, CA, EUA) em comprimento
de onda de 450 nm com corre¢do a 570 nm. As concentragdes da citocina nas amostras
foram calculadas a partir das curvas padrdo obtidas a partir das citocinas recombinantes
(MAFRA DE LIMA et al., 2010).

3.3.8 Analise das areas marcadas pela imunoistoquimica
Cada amostra foi observada em microscopio (Nikon E200) e as imagens foram

capturadas por microcomputador equipado com o software IC Capture 2.2.
Para a quantificacéo das areas representativas das fibras colagenas, da MMP-3, da
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MMP-9, do TIMP-2 e VEGF, foram digitalizados quatro campos com objetiva de 10x
acoplado a uma camara para captura de imagem, conectada ao microcomputador
equipado com placa de video.

Antes do processo de quantificacdo, todas as imagens foram digitalizadas
padronizando-se a intensidade de luz do microscépio e a altura do condensador.

Para cada imagem quantificada, utilizou-se o mesmo intervalo de cor, para
separar a area a ser quantificada. O intervalo de cor padronizado foi definido de forma
empirica, no momento inicial do experimento. Através de tentativa e erro, uma faixa de
cor foi ajustada até separar as areas representativas na imagem.

Uma vez capturadas, a analise das laminas foi realizada através da digitalizacdo
de imagens, por meio de um microcomputador com programa especifico de

processamento e analise de imagem “Image - Pro Plus ® 4.5” (Figura 5).
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Figura 5: Representacéo da analise das areas imunomarcadas através do programa Image
- Pro Plus ® 4.5.

Fonte: Autor

3.4 Analise estatistica

Os dados obtidos foram tabulados em Software Microsoft Excel 2007 e
inicialmente avaliados quanto a sua normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. Concluindo
como resultado a distribui¢do normal, foi aplicado o teste de analise de varidncia ANOVA
e “post hoc test” o teste de Tukey para comparagado entre os grupos experimentais. Todos
os dados foram expressos em valores de média e desvio padrdo. Foi utilizado o software
Prism® 5 (GraphPad, CA, USA). Diferengas entre a hipdtese nula foram consideradas
significativas quando p < 0,05.



4 RESULTADOS

4.1 Artigo

FIORIO FB, RAMBO CSM, DALBOSCO CG, SANTOS AJ, MELO BL, ALBERTINI,
R, LEAL-JUNIOR ECP, CARVALHO PTC. Low level laser therapy in wound-repair
process in aged rats” Submetido a Wound Repair and Regeneration. ISSN 1067-1927.

Os resultados deste estudo sugerem que o laser de baixa poténcia é eficaz na modulagédo
de mediadores inflamatorios IL-6, CINC-1, VEGF, MMP-3, MMP-9, e 0 TIMP-2, bem
como no aumento da producdo de colageno em animais idosos durante as diferentes fases

do processo de regeneracao do tecido.
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Abstract

Previous studies have discussed an inverse correlation between age and wound healing,
because it relates to the association of aging with a gradual decrease in healing capacity.
Treatment with low level laser therapy (LLLT) has-been-indicated-te-improve wound
healing by inducing increases in mitotic activity, numbers of fibroblasts, collagen
synthesis, and neovascularization. Therefore, this study aimed to evaluate and-compare
the effects of LLLT in cutaneous wound healing-between-young in and-aged rats. A punch
biopsy of 8 mm in diameterwa was performed to produce a skin wound-by—+emeving-a
eirelararea-of skin-8-mm-in-diameter. The study included 6645 male rats, of which 3615
were young (30 days) and 30 were elderly (500 days). The 6845 animals were distributed

into 43 experimental groups, which were subjected to skin wounds and laged group
received LLLTand/erLLT, with a 30 mW laser beam (power density of 1.07 W/cm?),
beam area of 0.028 cm?, and A660nm produced through active phosphide Gallium-

Aluminum-Indio (InGaAlIP). The LLLT application took the form of a single-point
transcutaneous method, with a total energy of 2 joules per wound site, energy density of
72 J/cm?, and time of 1 minute and 7 seconds. Analysis was performed to verify the effect

of LLLT on the quantity of collagen_I and IlI, metalloproteinase 3 and 9 (MMP-3 and

MMP-9), tissue inhibitor of metalloproteinase-2 (T1IMP-2) and of vascular endothelial
growth factor (VEGF) at the wound site by immunohistochemistry,—and—ef-vaseular

endethehal-grewth-factor-(VEGHF), cytokine-induced neutrophil chemoattractant (CINC)-

1, by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and interleukin (IL)-6 by real time-

polymerase chain reaction (RT-PCR). We conclude LLLT is effective in the modulation
of inflammatory mediators IL-6, CINC-1,-and- VEGF, MMP-3, MMP-9 and TIMP-2 -as

well as increased collagen production in yeung-and-aged animals during different phases

of the tissue regeneration process. However, the effects of LLLT oObtained in the aged
animals (aged LLLT group) suggest that new dosimetries should be tested to achieve
better results.

1. Introduction




requires function of many cellular and molecular events that are coordinated to result in

tissue repair or regeneration. Disturbances in any of these functions result in impaired

wound healing. Wound repair can be thought of as the culmination of 3 major overlapping

phases: inflammation, proliferation, and remodeling [1, 2].

Delayed wound healing in the aged is associated with impaired inflammatory

responses with alterations in chemokine production, reduced macrophage phagocvtic

capacity, enhanced proteolysis and degradation of matrix constituents due to excessive

leukocytes and inflammation, delayed re-epithelialization and neovascularization and

impaired fibroblast migration are other characteristics of wound healing in elderly

subjects [3, 4].

Overall, there are global differences in wound healing between young and aged

individuals [4]. It has long been thought that pro-inflammatory cytokines, including

interleukins (IL) 1o and 1B, IL-6, and tumor necrosis factor (TNF)-a. play an important

role in wound repair. They likely influence various processes at the wound site, including

stimulation of keratinocyte and fibroblast proliferation, synthesis and breakdown of

extracellular matrix proteins, fibroblast chemotaxis, and requlation of the immune

response [5, 6].




Chemokines, among which IL-8 are active participants in the healing process

because it stimulates the migration of various cell types into the wound site; particularly

inflammatory cells. IL-8 expression is increased in acute wounds and play a role in re-

epithelialization by the increase in migration and proliferation of keratinocytes. It also

induces the expression of matrix metalloproteinases (MMPSs) by leukocytes, and it is a

strong chemoattractant for neutrophils, participating thus the inflammatory response.

However, IL-8 at high levels decreases the proliferation of keratinocytes and the

contraction of the collagen by fibroblasts structure [7].
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vessels {INAGASSE 1998} MMPs play an important role in all stages of wound healing
by degrading all components of the extracellular matrix (ECM) and have the capacity to

synthesize collagen type Il and IV (MMP-3), collagen type 1V, V, VII, X, denatured

collagen (MMP-9) and other MEC members who contribute to the remodeling of the
wound [8]._MMPs have them_release controlled by TIMPs. [9]. Many MMPs can also

reqgulate the activity of chemokines and are also involved in neovascularization process

due to interaction with vascular endothelial growth factor (VEGF) in the formation of

new blood vessels [10].

Angiogenesis is another complex process that could play a role in wound healing.

The aging-induced decrease in tissue perfusion and impairment of angiogenesis are

known to affect wound healing-

factors on angiogenesis are yet to be clarified [4].

Various treatments to reduce the delay of repair and problems in healing that occur
with age have been studied both under normal conditions and under conditions involving
altered wound healing_-such-as-diabetes-melitus-[7,11]-and-malputrition {1112}, LLLT
has been shown to be able to change the delay time and normalize ether-wound healing
parameters—related—to—the—above—cenditions, mainly involving the modulation of
inflammatory cytokines [12,13] and enhanced production of collagens type I and 111 [14,
15].

We propose, therefore, that LLLT can positively influence the healing process of
cutaneous wounds during aging and can also positively modulate mediators of this

process, such as vascular endothelial growth factor (VEGF), MMPs, TIMP, collagen, and

the pro-inflammatory cytokines IL-6 and CINC-1 (a homolog of human IL-8).

2. Materials and methods

2.1. Animals

The study animals consisted of 6245 male Wistar rats (Rattus norvegicus albinos),
of which 3115 were young (30 days) with body weight ranging from 130-150 g and 3130
were aged (500 days) with body weight ranging from 400-450 g. The animals were
obtained from the animal housing facility of the Universidade Nove de Julho (Brazil) and
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kept under controlled conditions of light and temperature, with free access to water and
chow. All experimental procedures were approved by the Institutional Research Ethics
Committee (AN 001628/20114), and they were conducted according to the guidelines of
the Brazilian College for Animal Experimentation as well as the standards of the

International Council for Laboratory Animal Science.

2.2. Experimental groups

Animals (1530 young and 30 elderly) were randomly divided into a total of 43
groups each of 15 animals, which were further separated to 3 subgroups each containing
5 animals, according to the experimental time points of 3, 7, and 14 days. The majer
groups were split as follows: Greup-—1{G1)—“control aged”, elderly animals that only
underwent skin wounding; G2—“LLLT aged”, elderly animals that underwent skin

wounding and LLLT; and &3;-“control young”, young animals that only underwent skin

wounding.

The animals were anesthetized by an intramuscular injection of a 7% ketamine solution
(Cetamin, Syntec, Cotia, SP, Brazil) and a 0.3% xylene solution (Xilazin, Syntec, Cotia,
SP, Brazil) at a proportion of 2:1 and a total injection volume of 0.2 mL per 100 g body
weight. All possible care was taken to avoid any discomfort to the animals. Once
anesthetized, the animals were placed in the prone position; the site was sterilized with
alcohol-iodine, and the dorsum of the animal was shaved. Skin wounding was performed
using an 8 mm diameter ‘punch’ with a circular blade, allowing the removal of a circular
area of skin. Four wounds were inflicted on each animal, with the site of wounding located
in the middle portion of the median sagittal plane. After wounding, the injured animals
were placed in clean cages, 5 animals in each cage, and freely provided with water and
chow. The analgesic dipyrone was administered for 2 days after wounding at a dose of

0.1 mL/animal, 4 times daily, with a minimum of 4 hours between doses.

2.3. Laser application

We used the Photon Laser 111® (DMC Equipment’s LTDA, SP, Brazil) for LLLT,
with a A660nm laser beam produced through active phosphide Indio-Gallium-Aluminum
(InGaAIP) according to the following parameters: frequency continuous, power density

1.07W/cm?, power output 30 mW, spot size 0.028 cm?, energy density 72 J/cm? total
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energy delivered 2 Joules, irradiation time per treatment 67 seconds. The application of
LLLT was initiated immediately after skin wounding, and then on alternate days until the
day of euthanasia for each group. The control group underwent the same experimental

procedures, but did not receive LLLT.

2.4. Euthanasia

At the end of each period of 3, 7, and 14 days, the animals were weighed and then
euthanized via intracardiac injection with thiopental sodium (Cristalia Lab, SP, Brazil) at
the dose of 0.05 mL per 100 g body weight. After euthanasia, following the indicated
times, the wounded areas were surgically removed with a 1 cm margin of skin around the
lesion depth to the fascia. The resulting samples, which were taken from 2 animals per
time point, were frozen in liquid nitrogen and stored at -80 °C. Of the 2 samples per time
point, 1 sample was allocated for imunohistolegicalchemical procedures and the other

sample was allocated for the analysis of protein expression by enzyme-linked

immunosorbent assay (ELISA) and gene expression by RT-PCR.

2.5. Histological procedures and quantification of collagen

Samples frozen in liquid nitrogen were placed in OCT™ (Sakura, Finetechnical
Co. Ltd., Japan) and 4 mm sections were prepared using a cryostat (CM 1850, Leica,
Germany) and histological sections stained not willing to slides silanized for
immunohistochemistry.Feram-mentadas-em-laminas-sHanizadas

2.6. Immunohistochemistry

The frozen sections were washed in phosphate-buffered saline (PBS) and
endogenous peroxidase activity was blocked with 0.3% H20- in methanol for 30 min.
The sections were washed in PBS (6 x 5 min washes) and mounted with 1% normal goat
serum in PBS for 30 min. Subsequently, the slides were incubated in the presence of
primary antibody applied overnight at 4°C.-Afterwashingr-PBS(6-times5-min)they
woro-teubatodwith-seeondaryantibedyfor 30-min: Primary anesoesndary-antibodies
respeetively-used were: VEGF: mouse anti-rat VEGF antibody (VG-1; Abcam, Tokyo,
Japan)—and—anti-rat, TIMP-2: goat anti-TIMP-2 antibody (sc6835, Santa Cruz
Biotechnology, Inc)—and—anti-geat, MMP-3: rabbit anti-MMP-3 antibody (ab-53015,
Abcam, Tokyo, Japan)-and-anti-rabbit, MMP-9: goat anti-MMP-9 antibody (sc-6840,
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Santa Cruz Biotechnology, Inc.)-ardanti-goat, Collagen I: mouse Antibody (Col-1) (sc-
59772, Santa Cruz Biotechnology, Inc.)-and-anti-meuse, Collagen 1lI: rabbit Antibody

(S-17)-R (sc-8780 R, Santa Cruz Biotechnology, Inc.)-and-anti-rabbit—Subsequenthy;

N aa aala a a a a¥aVa AN aa a a) atala A alaliTaYa
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times, 5 min), they were incubated with secondary antibody, agreement with primary

antibody used, for 30 min. After washing in PBS (6 x 5 min washes), a coloring reaction

was carried out with diaminobenzidine (Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan)
and nuclei were counterstained with hematoxylin. Areas of positive staining for each of
the tags was observed under a light microscope (E200, Nikon, Japan), and images were
captured by a microcomputer equipped with IC Capture 2.2 software (The Imaging
Source, Germany). From each sample, 4 images were recorded of different fields of view,
including each part of the stained, using a 10x objective so that the length was captured.
Once captured, the images were analyzed using a software-based image analysis system
(Image-Pro Plus® 4.5, Media Cybernetics, MD, USA).

S \ari | |

2.7. Gene expression quantification

Total RNA was extracted from skin wound samples and RT-PCR assay was
performed for mRNA quantification. Thawed tissues were homogenized in 1 mL of
TRIzol® reagent (Gibco BRL, Gaithersburg, MD) and total RNA was isolated according
to the manufacturer’s instructions. One microgram of total RNA was used for cONA
synthesis and RT-PCR gene expression analysis. Initially, contaminant DNA was
removed using DNase | (Invitrogen) at a concentration of 1 unit/pg RNA in the presence
of 20 mM Tris-HCI, pH 8.4, containing 2 mM MgCl, for 15 min at 37 °C, followed by
incubation at 95 °C for 5 min for enzyme inactivation. Then, the reverse transcription
(RT) reaction was carried out in a 200 pL reaction volume in the presence of 50 mM Tris-
HCI, pH 8.3, 3 mM MgCl2, 10 mM dithiothreitol, 0.5 mM dNTPs, and 50 ng of random
primers with 200 units of Moloney murine leukemia virus-reverse transcriptase
(Invitrogen, CA, USA). The reaction conditions were 20 °C for 10 min, then 42 °C for 45



56

min, and finally 95 °C for 5 min.

The reaction product was amplified by real time PCR on the 7500 Sequence
Detection System (ABI Prism, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) using the
SYBR Green® core reaction kit (Applied Biosystems). The thermal cycling conditions
were: 50 °C for 2 min, then 95 °C for 10 min, followed by 40 cycles, each at 95 °C for 15
s and then 60 °C for 1 min. Experiments were performed in triplicates for each data point.
Target gene mRNA abundance was quantified as a relative value compared with an
internal reference, GAPDH, whose abundance was believed not to change between the
varying experimental conditions. Primers used for RT-PCR were: IL-6; GenBank
accession number E02522, forward primer 5'-TCCTACCCCAACTTCCAATGCTC-3'
and reverse primer 5'-TTGGATGGTCTTGGTCCTTAGCC-3". One microliter of RT

reaction mix was used for RT-PCR.

2.8. Evaluation of the inflammatory mediators CINC -1

The amount of CINC-1 in skin wounds was quantified by ELISA (R&D Systems,
USA) as per the manufacturer’s instructions. For this purpose, 96-well plates were coated
with 100 mL of monoclonal antibody for each cytokine: anti-CINC-
1 diluted in sodium carbonate buffer (0.1 M, pH 9.6). The plates were incubated at 4 °C
for 18 h. For blocking, the plates were washed 4 times with PBST (PBS containing 0.05%
Tween®-20) and then filled with 300 pL/well of blocking solution (3% gelatin in PBST,
Sigma) at 37 °C for 3 h before being subjected to a new cycle of washes. Next, 100
pL/well of diluted samples or recombinant cytokine standards were added to the plate and
incubated for 18 h at 4 °C. After washing, 100 pL/well of the respective biotinylated
antibody specific for the detection of each cytokine was added and left for 1 h at room
temperature (RT). After washing the plates, 100 uL/well of streptavidin—peroxidase was
added and incubated for 1 h at room temperature (22 °C) followed by further washes. The
reaction was visualized by adding 100 uL/well of 3,3'5,5'-tetramethylbenzidine solution
and stopped by adding 50 pL/well of sulfuric acid (2 N). The absorbance of each well
was read using a SpectraMax® Plus 384 spectrophotometer (Sunnyvale, CA, USA) at a
wavelength of 450 nm with correction at 570 nm. The sample concentrations were
calculated from standard curves obtained with recombinant cytokines-{19).

2.9. Statistical analysis
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The data were tabulated using Excel 2007 software (Microsoft Corporation, WA,
USA) and initially assessed for normality using the Shapiro—Wilk test. Since a normal
distribution was observed, ANOVA with Tukey's post hoc test was used for comparisons
between experimental groups. All of the data were expressed as mean and standard
deviation values. Prism® 5 software (GraphPad, CA, USA) was used. Differences from

the null hypothesis were considered to be significant when p < 0.05.

3. Results

3.1. Effect of LLLT on IL-6 mRNA expression in wound healing

Figure 13-iHustrates-the-effect of LLET-on-H-6-mRNA-expression-in-young-and

aged-rats—3,—/and-14-days-after-infury— shows that-a statistically significant increase
H-6-expressionof IL-6 mMRNA expression between aged control group and control young

group {p<0-01)in 3, 7 and 14 days after injury. When compared the LLLT aged and
control young groups, also occurred a significant increase-{p-<9-04)} on day 3 and-{p—<

0.05) on days 7 and 14. Although the aged groups showed higher expression compared

the control young group, LLLT promoted a significant decrease expression in LLLT aged
group on days 3, 7 and 14-{p<0.01) and-days-7{p<0.05).

HEl Control - Young

&5 Control - Aged

[ LLLT - Aged

Time Course Days
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Figure 1. Comparisons of the mean and standard deviation levels of CINC-1 (a homolog
of human IL-8) in skin wound tissue over 3, 7 and 14 days after preparation of the wound
healing. *p<0.05, **p<0.001—using Tukey’s test with comparisons against the control

young group; #p<0.05—using Tukey’s test with comparisons against the control aged

group.

3.2 Effect of LLLT on CINC -1 protein expression

at-37-and-14-days-after-infury—The control young group showed a significant decrease
in the concentration CINC-1 compared with the control aged greup{p-<0-0D-and LLLT

aged groups{p-<0-05} at 3 and 7 days post-wounding. At 14 days showed a statisticatly
significant decrease-{p-<-6-001) compared to aged (control and LLLT) groups, however,
LLLT administration led to a statisticalhy-significant decrease {p-<8-85}-in expression of
IL-8(CINC-1} protein when comparing the aged (control and LLLT) groups, in 3, 7 and

14 days after injury (Figure 2).
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Figure 2. Comparisons of the mean and standard deviation levels of IL-6 in skin wound

tissue over 3, 7 and 14 days after preparation of the wound healing. *p<0.05,
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**p<0.001—using Tukey’s test with comparisons against the control young group;

#p<0.05—using Tukey’s test with comparisons against the control age group.

3.3. Effect of LLLT on metalloproteinase 3 (MMP-3)

At 3 and 7 days post-wounding afterrjury-the control young group showed a
significant lower percentage of MMP-3 compared the control aged-eentrel-group {p<6-01)
and LLLT aged groups—{p<6-65}, However the LLLT aged group showed a significant
decrease {p-<-8-85)-compared the control aged group. At 14 days the aged (control and

LLLT) groups showed a significantly higher percentage {p-<-0-05}than the control young

group, however LLLT aged group showed significantly lower percentage {p-<98-05)than

the control aged group (Figure 3)
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Figure 3: Panels A (control-young) and B (LLLT-aged) represent concentrations of
MMP-3 in wounds 3 days after injury; panels C (control-young) and D (LLLT-aged)
represent concentrations in wounds 7 days after injury; and panels E (control-young) and
F (LLLT-aged) represent concentrations in wounds 14 days after injury. G shows the
comparisons of the mean and standard deviation concentrations of MMP-3 over 3, 7 and
14 days after preparation of the wound healing. *p<0.05, **p<0.001—using Tukey’s test
with comparisons against the control young group; #p<0.05—using Tukey’s test with
comparisons against the control age group. The sections were viewed with ax10

objective. Scale bar, 0,01 mm.

3.4. Effect of LLLT on metalloproteinase 9 (MMP-9)
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The percentage of MMP-9 in control young group showed to be significantly
lower that the control aged-greup{p-<6-04) and LLLT aged groups {p-<8-85)}at 3 and 7
days post-wounding, however LLLT reduced significantly {p-<8-65)-the percentage of
the LLLT aged group compared with control aged group. At 14 days, the control young
group showed a significant decrease percentage {p-<-8-85)-compared aged (control and
LLLT) groups and LLLT aged group showed significant decrease {p-<-8-85)-compared
control aged group, proving the LLLT biomodulatory effects (Figure 4).-
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Figure 4: Panels A (control-young) and B (LLLT-aged) represent concentrations of
MMP-9 in wounds 3 days after injury; panels C (control-young) and D (LLLT-aged)
represent concentrations in wounds 7 days after injury; and panels E (control-young) and



62

F (LLLT-aged) represent concentrations in wounds 14 days after injury. G shows the
comparisons of the mean and standard deviation concentrations of MMP-9 over 3, 7 and
14 days after preparation of the wound healing. *p<0.05, **p<0.001—using Tukey’s test
with comparisons against the control young group; #p<0.05—using Tukey’s test with
comparisons against the control age group. The sections were viewed with ax10

objective. Scale bar, 0,01 mm.

3.5. Effect of LLLT on TIMP-2

At 3 days post-wounding, the control young group showed significantly higher
expression {p-<-0-05}-0of TIMP-2 than aged (control and LLLT) groups and LLLT aged
group showed higher expression {p-<0-85)}than the control aged group. At 7 and 14 days,

control young group had significantly higher expression than the control aged-greup{p-<
6-64)and the LLLT aged groups{p-<8-05). However, despite the aged groups have lower
expression than the control young group, the LLLT aged group showed significantly
higher expression of TIMP-2 {p-<0.65) than the control aged group (Figure 5).
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Figure 5: Panels A (control-young) and B (LLLT-aged) represent concentrations of
TIMP-2 in wounds 3 days after injury; panels C (control-young) and D (LLLT-aged)
represent concentrations in wounds 7 days after injury; and panels E (control-young) and
F (LLLT-aged) represent concentrations in wounds 14 days after injury. G shows the
comparisons of the mean and standard deviation concentrations of TIMP-2 over 3, 7 and
14 days after preparation of the wound healing. *p<0.05, **p<0.001—using Tukey’s test
with comparisons against the control young group; #p<0.05—using Tukey’s test with
comparisons against the control age group. The sections were viewed with ax10
objective. Scale bar, 0,01 mm.

3.6 Quantification of collagen_I
Significant differences in the percentage of collagen | deposition at the wound site

were observed among groups at 3 days post-wounding-{anahysis-ef-variance ANOVAp
DB e Tufae oo e poeel e copaee e el e bene sl chieseed There
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was a significant difference{p—<-6-051} in the means of the percentage of collagen
deposition at the wound site between the control young (19-96-+-1.89}-and eentrol-aged
(22-19=32control and LLLT) groups. At 7 days, groups had similar behavior at 3 days,

with significant differences-{p—<-0-05} between groups. At 14 days, the control young

group showed significantly higher expression-{p-<-0-05)} that the control aged and LLLT
aged groups. There was also a statisticalhy-significant difference {p-<0-05) between the

control aged and LLLT aged groups, showing the biomodulatory effect of laser in

deposition of collagen type I (Figure 6).
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Figure 6: Panels A (control-young) and B (LLLT-aged) represent concentrations of
collagen type | in wounds 3 days after injury; panels C (control-young) and D (LLLT-
aged) represent concentrations in wounds 7 days after injury; and panels E (control-



65

young) and F (LLLT-aged) represent concentrations in wounds 14 days after injury. G
shows the comparisons of the mean and standard deviation concentrations of collagen
type I over 3, 7 and 14 days after preparation of the wound healing. *p<0.05, **p<0.001—
using Tukey’s test with comparisons against the control young group; #p<0.05—using
Tukey’s test with comparisons against the control age group. The sections were viewed

with ax10 objective. Scale bar, 0,01 mm.

3.7 Quantification of collagen 111

At 3 days post-wounding was found significant significanthy—lower {p—<0-01)
percentage of collagen Il deposition at the wound site in the aged (control and LLLT)

groups compared with control young group, however the LLLT aged group had
significanthy-higher percentage{p-<-6-05} than the control aged group. At 7 days aged
(control and LLLT) groups also had percentage of collagen Il sigrificantly-lower {p-<
0-05)-than the control young group and the LLLT aged group obtained significantly
higher percentage {p-<8-085}than the control aged group. However, at 14 days the control
young group had signrificanthy-lower amount of collagen than the control aged greup{p-<
0-04yand that LLL T aged groups{p-<0-65}, and the LLLT aged group had a significantly
lower percentage {p-<-8-05)than the control aged group (Figure 7).
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Figure 7: Panels A (control-young) and B (LLLT-aged) represent concentrations of
collagen type 111 in wounds 3 days after injury; panels C (control-young) and D (LLLT-
aged) represent concentrations in wounds 7 days after injury; and panels E (control-
young) and F (LLLT-aged) represent concentrations in wounds 14 days after injury. G
shows the comparisons of the mean and standard deviation concentrations of collagen
type Il over 3, 7 and 14 days after preparation of the wound healing. *p<0.05,
**p<0.001—using Tukey’s test with comparisons against the control young group;
#p<0.05—using Tukey’s test with comparisons against the control age group. The

sections were viewed with ax10 objective. Scale bar, 0,01 mm.

3.8 Effect of LLLT on Vascular endothelial growth factor (VEGF)
The control young group showed a significantly higher percentage of VEGF{p-<

0:01) compared with control aged group in 3 and 7 days, and at 14 days showed

significantly lower percentage-{p-<0-01) compared with the same group. When compared
with LLLT aged group showed significant increase-{p<0-05} in 3 and 7 days, and at 14

days showed no statistical difference. The LLLT aged group showed a significant increase

in the percentage of VEGF{p<0-05) at 3 and 7 days compared with control aged group,

and at 14 days showed a significant decrease {p—<-0-05)-compared with same group,

getting approximate values to the control young group (Figure 8).
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Figure 6: Panels A (control-young) and B (LLLT-aged) represent concentrations of
VEGF in wounds 7 days after injury. C shows the comparisons of the mean and standard
deviation concentrations of VEGF over 3, 7 and 14 days after preparation of the wound
healing. *p<0.05, **p<0.001—using Tukey’s test with comparisons against the control
young group; #p<0.05—using Tukey’s test with comparisons against the control age

group. The sections were viewed with ax10 objective. Scale bar, 0,01 mm.




4. Discussion

The present study was designed to seek possible explanations as to whether the
behavior of the healing process in elderly animals may be similar to that of the young
animals already studied in previous work by our research group [16]. We observed that
the response to LLLT was different in aged rats compared with young rats. The present
study was conducted to analyze the gene expressions of pro-inflammatory cytokine (IL-
6) protein expression and a cytokine-induced neutrophil chemoattractant (CINC-1), a
chemokine that belongs to the interleukin 8 family, asweH-as-analysis-efthe-tetalcollagen
depesited-during-weund-healing-and immunohistochemical expression of VEGF, MMP-
3, MMP-9, TIMP-2, collagen type | and Ill.-Fhe-experiments-wereperformed-at-3-time

The main results of this study included the following: the behavior of the repair

process occurred differently between young and aged rats, with an obvious delay in the

aged groups, as was verified by analysis of collagen and the expression of inflammatory

mediators. The aged group treated with LLLT showed an increased rate of wound repair

process, compared with their respective control group; however, the LLLT aged group

still showed a lag in repair compared with the control young group, mainly regarding the

inflammatory phase and proliferation, angiogenesis, and fibrogenesis.

The early response to wounding also results in the release of chemokines by

keratinocytes, which act as chemoattractants for the migration of immune cells to the site
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of injury. Neutrophils arrive at the wound within minutes of wounding and become the
predominant cells in the wound site for the first 2 days after the injury occurs. Neutrophils
and platelets entrapped and aggregated in the blood clot release a wide variety of factors
that amplify the aggregation response, initiate the coagulation cascade, and/or act as
chemoattractants for cells involved in the inflammatory phase. Among other
proinflammatory cytokines, IL-6 is produced by neutrophils and has been shown to be
important in initiating the healing response; IL-6 has mitogenic and proliferative effects
on keratinocytes and, at the same time, acts as a chemoattractant for neutrophils [18].

CINC-1 (a homolog of human IL8) expression increased the migration and proliferation

of keratinocytes, induces the expression of MMPs and it is a strong chemoattractant for

neutrophils [7].

According to Ershler and Keller (2000) [21], IL-6 is normally expressed at low

levels except during infection, trauma or other stress factors. Among the many factors
that regulate the expression of the IL-6 gene are estrogen and testosterone. After
menopause or andropause, levels of IL-6 are elevated in the absence of infection, trauma
or stress.

After tissue injury, IL-6 expression increases in the 15 to 20 minutes of injury,

with peak levels in 24-48 hours, gradually reducing in 7 days [18]. CINC-1 shows

increased expression in the first hour after injury, down to 24 hours of follow-up, when it

starts an increase up to 48 hours and from 7 days ago decreased expression [19]. The three

groups of our study showed higher expression of IL-6 and H--8CINC-1 in the initial phase

of the repair process, decrease over time, however, the aged groups showed high values

of IL-6 and CINC-1 and that LLLT was effective in decreasing the expression of these

inflammatory mediators, throughout the experimental period. However, it is observed that

although LLLT have attenuated the levels of IL-6 and CINC-1, the expression was higher

than in the greup-control young group. This finding suggests a new proposal for LLLT

dosimetry, which may be used in aged animals to achieve better results. This finding

reinforces the results achieved by Rambo et al. [16] similar to ours in that compared the

levels of pro inflammatory cytokines (IL-1 and TNF) in young and old animals, and these

suqggest a differentiated dosimetry of LLLT for treatment of young and aged.




The presence of elevated levels of IL-6 and IL-8 in the older age groups was also

found by Sansoni et al. [20]_showing a chronic inflammatory state.

The potential of LLLT in modulating inflammatory cytokines among them the IL-

6 and CINC -1 {a-homeleg-of-humanH-8)-is clear in the study. Alves et al. [21] found
that LLLT reduces IL-6 expression in joint inflammation in rats. On human cell cultures,

the red laser increased the migration and proliferation of keratinocytes and the granulation
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tissue, by modulating IL-8 expression promoting more rapid re-epithelialization [22].
Lima et al [23] reported that LLLT (GaAlAs, continuous, 9 mW, 670 nm, 0.031 W /cm2)

significantly decreased IL-6 levels-at6-and-12-hoursaftersurgery, strongly suggesting an
inflammatory biomodulation of LLLT.

Ambrosch, et al. [24]_found that the reduction of inflammation, reduces IL-6

concentration, followed by decreased levels of MMPs and TIMP increased. MMPs

expression is requlated by interleukins, TIMPs and other factors and play essential roles

in all phases of the healing process. They degrade all components of the extracellular

matrix, stimulate migration of epithelial cells, fibroblasts, vascular endothelial cells and

synthesize collagen and other members of the ECM [8,10].

MMP-3 has anti-inflammatory effect, increases cell migration into the damaged

tissue as well as degrading proteoglycan, fibronectin, collagen type Il and 1V [10] and

can also enhance the proteolytic effect of MMP-9, which acts on the type IV collagen,

elastin and collagen denatured [25].

In our study the MMP-3 and MMP-9 expression was higher in aged groups

(control and LLLT) in all phases of repair compared to the control young group, however

the aged group treated with LLLT showed expression below its old control showing

LLLT capacity of reducing MMP-3 and MMP 9 expression. MMPs prolonged

overexpression degrades essential proteins for the healing process, leading to delay the

healing process or abnormal scar formation [26]. Thus, MMPs modulation is essential in

the process of repair and LLLT is effective in this modulation.

High levels of MMPs can also degrade the growth factors such as PDGF, EGF,

VEGF, and consequently there is a decrease or absence of proliferation essential cells for

tissue replacement, such as fibroblasts which has function of synthesize collagen [27].
TIMPs function modulates_the activity of MMPs and especially TIMP-2 has
strong attraction to MMP-3 [10, 28].

In our study, we observed that in the control young group, TIMP-2 expression was

increased in relation to aged groups (control and LLLT), and against MMP-3 and MMP-

9 was decreased in all phases of repair. This proves that the TIMP modulates MMP

expression. However, it is observed that although the expression was lower in the control
younger group, the LLLT induced a higher TIMP-2 expression in the LLLT elderly-aged
treated—group compared to the elderlycontrol aged group received—ho—intervention
showing the effect of LLLT in biomodulatoryérie TIMP and MMPs expression-and
BARARS,
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Studies show that IL-6 [29], IL-8 [30]_and MMP-9 [31] are involved in
angiogenesis due to their interaction with the endothelial growth factor (VEGF) in the

formation of new blood vessels.

The angiogenesis is a critical and complex event in the wound-healing process. It

depends on both angiogenic growth factors present and ECM components participating

in granulation tissue and in microvascular vessels. The cooperative requlation of the

activities of growth factors and the production of ECM components is essential for wound

repair. Vascular endothelial growth factor (VEGF or VEGFA), which exerts its biological

activity predominantly on endothelial cells, is a key mediator of angiogenesis [32].
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In our study, the results of an analysis of VEGF immunohistochemistry

demonstrated that, although the control young group had a higher VEGF expression than

older groups at all stages of repair, LLLT increased expression in the elderly group treated

at 3 and 7 days. Another factor observed at 14 days following injury the elderly control

group reached levels of VEGF higher than other groups, leading us to believe in the

process of these aged animals delay.

Our results for the effects of LLLT on VEGF are similar to those obtained by Colombo

et al. [33], who investigated angiogenesis in the dorsal cutaneous wounds of 24-yeung
adult-male-Wistarratss- H-that-previous-study—one-excisional-wound-was-created-on-the

treated with laser (A660 nm, 16 mW, 10 J/cm?). Each-group-was-subdivided—into—3




Ven-Willebrand-facter—They concluded that laser treatment (A660 nm) contributed to

increased angiogenesis.

Szymanska et al [34] evaluated the laser effects on the vascular endothelial

proliferation in vitro and VEGF secretion, and they concluded that LLLT with

wavelength 635 nm increases endothelial cell proliferation. Significant increase in

endothelial cell proliferation and corresponding decrease in VEGF concentration may

suggest the role for VEGF in the healing process. In addition, Galiano et al. [35] assert

that therapeutic restoration of VEGF has been shown to improve significantly repair

outcomes, and LLLT proves efficient in modulating VEGF.

Angiogenesis restores the level of both oxygen and nutrients for the newly

forming tissue, supplying the high metabolic demand, favoring protein synthesis as well

as cell proliferation and migration, such as fibroblasts, which is one of the functions

synthesize collagen [33].

We observed that in the control young group, the collagen | and Il showed a

normal course in the repair process, with greater deposition of collagen Il and

consequently less deposition of collagen | at the early phase, and increased deposition of

collagen | and lower collagen 1l in the late phase of the process. In aged groups, we found

that there was a delay in the deposition of collagen type | and Il when compared to the

control young group, however LLLT was able to reduce this delay in the LLLT aged

group, especially in collagen 111 in the early stages of repair and collagen | at 14 days after
injury.
The less collagen deposition in aged groups may be related to the small number

of fibroblasts found in aged skin [36]. The improvement in collagen deposition in the

LLLT aged group can be explained by the fact that the laser helps the proliferation of

fibroblasts [16], so there will be more collagen deposition.

Increased collagen deposition at the beginning of the healing process with LLLT

was also found by Biondo-Sim&es and Busnardo [37], with increased deposition of

collagen 111 in the 3rd postoperative day and by Silva et al. [15] in wounds of diabetic rats

with an increase in the total percentage of type 111 collagen.

Other studies have found increased collagen deposition with laser use. Fiorio et al

[38]_found increase collagen deposition in third-degree burns in rats. Carvalho et al. [39]

demonstrated that the application of low intensity He-Ne laser (A632.8 nm) promoted




76

increase in the percentage of collagen in skin of diabetic rats wounds by increasing the

amount of collagen fibers similar to process observed in animals non-diabetic efficacy,

indicating of LLLT effects in the healing process.

The healing process involves the coordinated efforts of several cell types such as

cytokines, chemokines, metalloproteinases and their inhibitors, growth factors and

fibroblast, that will deposit collagen in the wound. According to the results of this study,

we conclude that even in aged tissue there is delayed healing, this tissue satisfactorily
responded to LLLT with modulation of inflammatory mediators IL-6, CINC-1, MMP-3,

MMP-9, TIMP-1 and VEGF as well as increased collagen production in aged animals

during different phases of the tissue regeneration process.
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5. DISCUSSAO

A cicatrizacdo de feridas € um processo dindmico e complexo que envolve a
restauracdo da integridade celular. Obedecendo esse processo, todas as feridas precisam
progredir por certas fases bioldgicas, que incluem a hemostasia e inflamacéo, proliferacdo
e maturacao, e remodelacdo, as quais sdo definidas e reguladas por populagdes celulares
e atividades bioquimicas especificas, como as citocinas, quimiocinas, fatores de
crescimento e enzimas (SOYBIR, et al. 2011).

O atraso na cicatrizacdo de feridas como consequéncia das mudancas estruturais
e funcionais na pele, relacionadas com a idade, é caracterizado por excessiva resposta
inflamatdria, proliferacdo celular de fibroblastos, queratindcitos e macréfagos diminuida
e consequente perda dos componentes da matriz extracelular (ASHCROFT; MILLS;
2002; SGONC, GRUBER, 2013).

A reparacdo tecidual pode ser beneficiada quando se intervém nos principais
eventos que a compde, principalmente quando utilizado desde a fase inicial da
cicatrizacdo, pois o controle da inflamacéo e da proliferacdo celular, facilitam e aceleram
0 restante do processo de reparacéo tecidual.

O LBP tem sido utilizado como coadjuvante na cicatrizacdo, pois seus efeitos
biomoduladores, como diminuicdo do processo inflamatorio através da inibicdo de
mediadores quimicos da inflamacdo (FIORIO, et al, 2014; WOODRUFF, et al. 2004),
estimulo a microcirculacdo e formacao de novos vasos (PEREIRA, 2005) e aumento da
proliferacdo de fibroblastos (MEDRADO, et al. 2003), com maior deposicdo total de
colageno (FIORIO, et al. 2014), aceleram o processo de reparo tecidual.

Diante das evidéncias encontradas na literatura de que o processo de cicatrizacéo
no individuo idoso é diferente do jovem, neste estudo buscamos analisar a influéncia do
laser na cicatrizacdo observando a participacdo de citocinas como a interleucina 6 (I1L-6),
Quimioatraente-1 de neutréfilos indutor de citocina (CINC-1) (um homélogo da IL-8 em
humanos) e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), das metaloproteinases
(MMPs), especificamente a MMP-3 e MMP-9, do inibidor tecidual de metaloproteinase
2 (TIMP-2) e a deposicao de colageno.

Observamos no presente estudo alteragéo da expressao de todos os marcadores
analisados nos trés tempos experimentais (3, 7 e 14 dias), mostrando um evidente atraso

no processo de cicatrizagdo de feridas dos ratos idosos.
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O inicio do processo de reparacdo tecidual é marcado pela infiltracdo de
neutréfilos, que tem como funcdo principal a destruicdo de microorganismos e o
debridamento do tecido desvitalizado. Para a realizacdo dessas tarefas, os neutrofilos
liberam uma grande quantidade de substancias antimicrobianas para controlar a
inflamac&o, além de produzirem uma série de citocinas, que induzem a expresséo de
outras citocinas, quimiocinas e enzimas, como a IL-6, IL-8, VEGF e MMPs, que
amplificam e regulam os sinais proliferativos da ferida (HENG, 2011). As citocinas estdo
envolvidas em diversas atividades biolégicas pré-inflamatorias, tais como febre,
estimulagdo da migracdo de neutrdfilos para os tecidos, inducdo de moléculas de adeséo
vascular e estimulacdo da sintese de proteinas de fase aguda (ENGELHARDT et al.,
1998).

Os trés grupos do nosso estudo mostraram uma maior expressao de IL-6 e CINC-1
(homdloga a IL-8 em humanos) na fase inicial da cicatrizagdo, diminuindo com o tempo.
Contudo a expressdo estava significativamente maior nos grupos idosos (tratado e
controle) comparados ao grupo jovem. O aumento dos niveis séricos de citocinas pro-
inflamatdrias, incluindo a IL-6 e IL-8, em individuos idosos também foi encontrado por
Sarkar et al. (2006), indicando que o envelhecimento esta relacionado a um estado
inflamat6rio cronico. Este estado inflamatorio cronico, segundo Ashcroft e Mills (2002),
pode ser desencadeado pela diminuicdo dos niveis de horménios sexuais masculinos e
femininos, os quais em baixas concentracGes parecem ter efeitos deletérios na
cicatrizacdo de feridas, pois aumentam a resposta inflamatoria e reduzem a deposicao da
matriz.

Apesar da expressdo da IL-6 e CINC-1 estar aumentada nos grupos idosos em
comparagdo ao grupo jovem, observa-se que o grupo idoso tratado com LBP teve
expressao significativamente menor que o grupo idoso controle. Isso demonstra que o
laser foi efetivo na diminuicdo da expressao desses mediadores inflamatérios.

Este efeito biomodulatério do LBP sobre as citocinas também foi encontrado por
outros autores. Alves et al. (2013) avaliaram o efeito do LBP na inflamacdo articular
induzida por papaina em ratos e verificaram que o tratamento laser, reduziu a inflamacao
celular e diminuiu a expressdo de IL-1b e IL-6. Yu et al. (1996) irradiaram culturas de
células humanas com o laser vermelho e verificaram aumento da migracéo e proliferagéo
de queratindcitos, através da diminuigdo da expressdo de IL-8, o que favorece uma

reepitelizacdo mais répida.
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A IL-6 é produzida por neutrdfilos e é importante na iniciagdo da resposta de cura;
ou seja, a IL-6 tém efeitos mitogénicos e proliferativos em queratindcitos e, a0 mesmo
tempo, atua como quimioatraente para os neutréfilos (ENGELHARDT et al., 1998). De
acordo com Grellner (2002), ap6s uma injdria tecidual, a expressdo de IL-6 aumenta ja
15 a 20 minutos apés a lesdo, atingindo seu pico em 24-48 horas, reduzindo
gradativamente em 7 dias.

Verificamos que 0s grupos idosos apresentaram uma superexpressao de IL-6
durante todos os periodos experimentais e mesmo apés 14 dias da lesdo sua expressao
estava significativamente maior comparada ao 0 grupo jovem no inicio da fase do reparo,
ou seja, 0s grupos idosos ndo chegaram a ter expressao de IL-6 proximas aos niveis do
grupo jovem em nenhum tempo experimental.

Um fato curioso observado no estudo é que, embora o laser tenha diminuido
significativamente a expressdo de 1L-6 no grupo tratado comparado ao grupo idoso néo
tratado, a reducdo foi mais significativa no tempo experimental de 14 dias, onde os niveis
de IL-6, cairam para quase a metade dos niveis do grupo nao tratado. A expressdo
aumentada de IL-6 nos grupos idosos e principalmente no grupo ndo tratado pode estar
relacionado ao estado pro-inflamatdrio cronico inerente ao processo de envelhecimento,
que de acordo com Sansoni et al. (2008) os niveis de IL-6 podem alcancar niveis dez
vezes maiores no envelhecimento.

Com isso, a modulacao precoce dessa citocina pré-inflamatoria € essencial, pois sua
superexpressdo pode atrasar 0 processo de reparo. Neste sentido o laser favorece a
modulacgéo precoce e isso foi encontrado por Lima et al. (2014) os quais relataram que 0
LBP (GaAlAs, continuo, 9 mW, 670 nm, 0.031 W/cm?) diminui significantemente a

expressao de IL-6 ja em 6 e 12 horas ap0s a lesdo induzida.

Do mesmo modo, a modulacdo de CINC-1 (homologo a IL-8 em humanos) é
importante para o reparo tecidual.

A IL-8 apresenta propriedades quimioatraentes para neutréfilos, participando da
resposta inflamatdria, estimula diretamente a migracao e proliferagdo de queratinocitos
contribuindo para a reepitelizacdo, induz a expresséo de metaloproteinases (MMPs) pelos
leucdcitos (BARRIENTOS et al., 2008), e também apresenta propriedades angiogénicas
(ENGELHARDT et al., 1998).

Usando modelo de reparo em pele de humanos adultos, Engelhardt et al,. (1998)
investigaram o papel desempenhado pelas quimiocinas na infiltragdo de leucocitos

durante a cicatrizacdo de feridas. No dia 1 apds a lesdo verificaram que a IL-8 esta
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maximamente expressada na ferida, estando associada a ativacdo e infiltracdo de
neutrdfilos e, posteriormente diminui sua expressdo apés o fechamento da ferida no 4°
dia.

Os mesmos autores relatam que o time course da forte expressdo de IL-8
correlaciona-se também com um aumento no nimero de vasos na area da ferida que
ocorre entre os dias 1 e 4, sustentando a importancia da IL-8 como mediadora em
diferentes etapas da cascata de citocinas durante a cicatrizacdo de feridas em humanaos.

Em nosso estudo a CINC-1 apresentou expressdo anormalmente alta nos animais
idosos, comparada a dos animais jovens em todos 0s tempos experimentais e, somente a
partir do dia 7 os niveis de CINC-1 nos animais idosos tratados comecaram a ficar mais
préximos dos niveis apresentados pelos animais jovens no 3° dia, demonstrando um atraso
na modulacdo dos niveis dessa citocina nos animais idosos.

Embora o laser tenha diminuido a expressdo de IL-6 e CINC-1, os niveis dessas
citocinas ainda estavam significativamente maiores em todos 0s tempos experimentais
nos ratos idosos, comparado aos ratos jovens, levando ao prolongamento da fase
inflamatdria. Esse achado reforca os resultados obtidos por Rambo et al., (2014), que
compararam o0s niveis de citocinas pré-inflamatorias (IL-1 e TNF) em animais jovens e
idosos que foram submetidos a leséo tecidual e tratamento com laser e estas apresentaram
niveis significativamente maiores nos animais idosos e do mesmo modo nos faz pensar
que ajustes nos parametros da terapia com laser podem refletir em uma melhor modulagéo
dessas citocinas no processo de cicatrizacdo de idosos.

As metaloproteinases (MMPs) também desempenham um importante papel
durante todas as fases da cicatrizacdo, pois, ao mesmo tempo que degradam constituintes
da matriz extracelular (MEC) danificada, apresentam habilidade para sintetizar colageno
e outros membros da MEC (ARAUJO et al., 2011; NAGASE; VISSE; MURPHY, 2006;
RANDALL; HALL, 2004).

Em nosso estudo, tanto a MMP-3 quanto a MMP-9 tiveram expressdo
significativamente maior nos grupos idosos comparados ao grupo jovem em todas as fases

de reparacdo.

De acordo com Ambrosch, et al. (2013), a expressao das MMPs é regulada por
interleucinas, TIMPs e outros fatores. Como em nosso estudo verificamos que nos
animais idosos ha uma maior expressdo dos niveis de CINC-1, isso pode explicar a
superexpressdo da MMP-3 e MMP-9, ja que a IL-8, homélogo humano da CINC-1 induz

a expressdo de MMPs.



85

Uma das func¢des das MMPs é degradar componentes da MEC. A MMP-3 degrada
proteoglicanos, fibronectina, colageno tipo Il e IV (NAGASE; VISSE; MURPHY;
2006), enquanto que a MMP-9 atua sobre o colageno tipo IV, elastina e colageno
desnaturado (SALO et al., 1994). A expressao aumentada dessas MMPs pode destruir
fatores pro-cicatrizacdo e componentes da MEC no leito da ferida, alterando o processo
cicatricial (GIBSON et al., 2009). Altos niveis de MMPs podem também degradar fatores

de crescimento como o PDGF, EGF, VEGF, e consequentemente havera diminuicdo ou

auséncia da proliferacdo de células essenciais para a substituicdo tecidual como o0s
fibroblastos que tem funcdo de sintetizar coladgeno_ (BUCALO; EAGLSTEIN;
FALANGA, 1993).

De acordo com Ladwig et al., (2002), niveis elevados de MMP-9 diminuem a
velocidade do fechamento da ferida, enquanto MMP-3 em excesso pode alterar a estrutura
da parede do vaso por meio da degradacdo de proteinas da matriz extracelular,
influenciando na angiogénese (BORGHAEI; SULLIVAN; MOCHAN, 1999).

Com isso, a modulacdo das MMPs é essencial para o processo de reparacao e a
terapia com laser de baixa poténcia mostra-se eficaz nesta modulacéo.

Observamos em nosso estudo que, embora 0S animais idosos apresentaram
expressao de MMP-3 e MMP-9 maior que 0s animais jovens, 0s animais idosos que foram
tratados com laser apresentaram expressao significativamente menor que 0s idosos ndo
tratados, mostrando a capacidade do laser em diminuir a expressdo dessas MMPs.

Embora escassos 0s estudos que avaliam os efeitos do laser sobre as MMPs e
cicatrizacdo de idosos, ha diversos estudos que apontam o efeito biomodulatorio do laser
sobre as MMPs.

Alves et al., (2014) investigaram os efeitos do LBP na producdo de MMP-2 e
MMP-9 em leséo articular induzida por papaina ao longo de 7, 14 e 21 dias e verificaram
que a laserterapia a 50 mW reduziu a expressao de MMP-9.

Gigo-Benato et al., (2004) analisaram os efeitos do laser na reparagdo nervosa e
verificaram que o laser (660 nm; 10, 60 e 120 J/cm?) foi eficaz em aumentar a atividade
da MMP-2 nos nervos lesados, podendo facilitar o crescimento axonal, além de diminuir
a atividade de MMP-9 nestes nervos,que provavelmente contribuiu para atenuar o
processo inflamatorio.

Aparecida da Silva; et al. (2013) utilizaram laser (50 mW, 660 nm, de 4 J/cm?),
80 s) na cicatrizacdo de feridas em ratos diabéticos e verificaram que houve redugdo

significativa da expressdo de MMP-2 e MMP-9 nos animais tratados.
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Ao passo que o laser foi capaz de diminuir a expressdo das MMPs nos animais
idosos tratados, verificamos que o laser aumentou significativamente a expressao de
TIMP-2 nesses animais, comparando com 0s animais nao tratados. Como o TIMP-2, tem
funcdo de modular a expressdo das MMPs, especialmente da MMP-3, a inducdo de uma
maior expressdo do TIMP-2 pelo laser refletiu na diminuicéo dos niveis de MMPSs nos
animais idosos tratados.

Variagdes nos niveis de TIMPs sdo considerados importantes porque afetam
diretamente o nivel da atividade de MMPs. Os TIMPs tém sua expressdo regulada por
varios fatores como as IL-1p, IL-6 e alguns fatores de crescimento (VISSE; NAGASE,
2003), com isso a alteracdo dos niveis dessas citocinas afetara a expressdo dos TIMPs,
em especial o TIMP-2 no presente estudo. De acordo com Ladwig et al., (2002), 0 excesso
de IL-6 também leva a uma superexpressdo das MMPs. Portanto, com a modulacao dos
niveis de IL-6 pelo laser nos animais idosos, houve modulagdo da expressao do TIMP-2,
e também das MMPs, sendo esta interleucina importante na modulagcéo da expressdo dos
niveis de TIMP-2 e MMPs, bem como a modulacdo do TIMP-2 é importante para a
regulacdo das MMPs. Observa-se com isso que esses biomarcadores formam uma
orquestra organizada no processo de reparacao tecidual.

A angiogénese € outro processo complexo que tem um papel fundamental na
cicatrizacao de feridas; € um processo fisioldgico que envolve a formacgdo de novos vasos
a partir de vasos pré-existentes. A angiogénese na cicatrizacdo de feridas envolve varios
passos, incluindo a vasodilatacdo, degradacdo da membrana basal e migracdo e
proliferacdo de células endoteliais; em seguida ocorre a formacao do tubo capilar, seguida
de anastomose paralela de brotos capilares formando uma malha, e, finalmente, a
formacdo de membrana basal nova (BAO et al., 2009).

Das varias substancias pro-angiogénicas a que mais se destaca é o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF). Ele induz a liberagdo de fatores pro-coagulantes
que medeiam a adesdo e agregacao plaquetéria, estimula a expressdo de MMP-1, MMP-
3 e MMP-9, que terdo papel na degradacdo da matriz extracelular e induz a migracao de
células endoteliais através da quimiotaxia e aumento da permeabilidade vascular mediada
por NO e prostaciclina, onde o vazamento da fibrinogénio do plasma e a sua subsequente
conversao em um gel de fibrina no espaco extracelular estimula a migracdo endotelial e
a germinacdo de novos vasos (YOSHIDA; ANAND-APTE; ZETTER, 1996; BAO et al.,
2009).
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Diante das propriedades do VEGF, observa-se que ele desempenha um importante
papel regulador no desenvolvimento vascular fisioldgico, sendo que tanto a diminuicao
Nos Seus niveis ou sua auséncia, quanto 0 aumento provocam danos na formacéo vascular
(FATIMA; PAPA, 2010).

No envelhecimento, a diminuicdo da perfusdo tecidual induzida pela idade
compromete a angiogénese e consequentemente afeta a cicatrizacao de feridas (SOYBIR
etal., 2012).

O VEGF é expressado por queratindcitos ja no primeiro dia da lesdo. A expressao
de VEGF ao longo do tempo fornece insights sobre a progressdo da cicatrizagédo de
feridas. A atividade méaxima, onde o crescimento e diferenciagdo capilar estdo no
méaximo, ocorre durante o periodo de aproximadamente 3 a 7 dias ap0s a leséo, o que
coincide com a fase de proliferacdo. Uma vez que a ferida é granulada, a angiogénese
diminui & medida que as células endoteliais sofrem apoptose (BAO et al., 2009).

Em nosso estudo observamos que os niveis de VEGF estavam significativamente
diminuidos nos animais idosos em relacdo aos animais jovens no 3° e 7° dia apds a leséo,
comprometendo a angiogénese, embora o laser minimizou esta diminui¢do nos animais
tratados.

No grupo idoso ndo tratado, observa-se que os niveis de VEGF no 14° dia
aumentaram em comparacdo ao 3° e 7° dia, curso inverso do processo fisiologico, onde
os niveis de VEGF estdo aumentados nas fases inicias da cicatrizacdo, com diminuicédo
ao longo do processo cicatricial. 1sso nos leva a acreditar no atraso do processo de
cicatrizacdo destes animais, ja que o VEGF é um fator determinante para a diferenciacao
de células endoteliais e para o desenvolvimento de vascularizacdo na area ferida. Hayashi
e seus colegas (2004) mostraram que uma taxa positiva de VEGF > 50%, possivelmente
indica uma idade ferida perto de 21 dias, ou seja, quanto maiores os niveis de VEGF ao
longo do tempo, maior € o atraso na cicatrizagdo das feridas.

Os resultados do nosso estudo mostram que o laser aumentou a expressédo do VEGF
nos animais idosos, fazendo com que o curso dessa expressdo se aproximasse ao curso da
expressdo nos animais jovens nos dias 3 e 7 e no dia 14 a expressdo nos dois grupos (idoso
tratado e jovem) se equiparou, ndo mostrando alteracdo significativa.

Nossos resultados sdo similares aos obtidos por Colombo e colaboradores (2013),
que investigaram a angiogénese em feridas cutdneas de ratos adultos jovens. Eles

irradiaram as feridas com laser (A660 nm, 16 mW, 10 J/cm?) imediatamente apds a
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inducgéo das feridas e repetiram durante 6 dias, concluindo que o tratamento com laser
contribuiu para 0 aumento da angiogénese.

Curyetal., (2013) irradiaram feridas com laser em dois comprimentos de onda, 660
e 780 nm, utilizando doses de 30 e 40 J/cm?, durante 4 dias consecutivos apos a cirurgia,
e investigaram os efeitos da LLLT na expressao génica de VEGF. Verificaram que ambos
0s comprimentos de onda utilizados foram capazes de alterar a expressédo génica de
VEGF, que culminou com um aumento na quantidade de novos vasos sanguineos.

Szymanska et al., (2013) avaliaram a influéncia do laser (A635 nm) na proliferacéo
de células endoteliais vasculares in vitro e na secre¢cdo de VEGF e concluiram que a
terapia com laser aumenta a proliferacdo de células endoteliais. O aumento significativo
na proliferacdo de células endoteliais e correspondente diminuicdo da concentracao de
VEGF pode sugerir o papel de VEGF no processo de cura em feridas de dificil
cicatrizagdo.

Diante disso, observa-se a importancia de modular a expressédo de VEGF durante o
processo cicatricial, pois, de acordo com Fatima e Papa (2010), niveis reduzidos de VEGF
podem contribuir para a presenca de feridas cronicas de dificil cicatrizacdo, enquanto
niveis aumentados de VEGF podem contribuir para o desenvolvimento de uma cicatriz
hipertréfica, com nimero de vasos aumentados e consequente edema tissular.

A maior importancia da angiogénese no processo cicatricial esta relacionada a
restauracdo dos niveis oxigénio e nutrientes para o tecido formado, favorecendo a sintese
de proteinas, bem como a proliferacdo e migracdo celular, tais como fibroblastos, que tem
como funcéo sintetizar colageno (COLOMBO et al., 2013).

O colageno é uma proteina de grande importancia na arquitetura tecidual, pois
estd organizado de tal maneira que ao mesmo tempo que permite flexibilidade, apresenta
grande forca ténsil nos tecidos, protegendo-os das agressdes mecanicas que provocam
falta de continuidade ao tecido (VELASCO et al., 2004).

Existem diversos tipos de colageno, contudo, a proporcao do tipo de colageno
existente em um tecido depende da especificidade deste e o tamanho das fibrilas de
colageno é um fator importante para determinar a natureza fisica do tecido (HARRIS,
2005). Na matriz dérmica ha essencialmente dois tipos de colageno: tipo | e tipo IlI,
correspondendo respectivamente a cerca de 80-85% e 15-20% do total desta proteina. O
colageno do tipo | é o principal componente estrutural da MEC e responsavel pela

manutencdo da estrutura da derme (JUNG et al., 2007).
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Em uma les&o tecidual, a degradacdo do colageno se inicia precocemente, sendo
muito ativa durante o processo inflamatério. No inicio do reparo, a0 mesmo tempo em
que ocorre a degradacdo de coladgeno | (mais abundante na pele sd), ocorre também a
sintese de colageno Il sendo este processo estimulado pelo PDGF. Contudo,
concomitantemente, ocorre a secre¢do de TGF-B que induz maior secre¢do do colageno I
e sua menor degradacdo por aumento da expressdo de TIMPs e menor expressao de
MMPs, sendo a remodelagem e a contracdo da ferida parcialmente controladas pela
relacdo entre eles (JUNG et al., 2007; BROUGHTON, 2006).

Com o envelhecimento, a pele do idoso encontra-se com reducéo da proliferacéo
e motilidade dos fibroblastos, os quais sdo responsaveis por sintetizar coladgeno
(MAKRANTONAKY; ZOUBOULIS, 2008).

Observamos em nosso estudo que a expressdo de colageno nos grupos idosos,
tanto do tipo | quanto do tipo 11 apresentou um curso diferente da expressdo do colageno
nos animais jovens. Nos animais jovens houve maior expressdo de colageno Il e
consequentemente menor expressao de colageno | nas fases inicias da cicatrizacao, e nas
fases mais tardias houve aumento da expressdo de colageno | e diminuicdo do colageno
I11. Os grupos idosos apresentaram expressdo do colageno I significativamente maior que
0s animais jovens nos dias 3 e 7, e em 14 dias a expresséo estava significativamente menor
que a expressdo nos animais jovens. Em relacdo ao colageno Ill, os grupos idosos
apresentaram expressdo significativamente menor que o grupo jovem em 3 e 7 dias,
enquanto que em 14 dias apresentaram expressdo significativamente maior que 0s
animais jovens. Isso demonstra um atraso na deposicao dos coldgenos nos animais idosos.

Contudo o laser foi capaz de reduzir esse atraso nos animais idosos tratados,
especialmente na deposicéo do colageno Il nas fases iniciais de reparacdo e na deposicédo
do colageno | aos 14 dias apos a lesdo, fazendo com que a expressao de colageno no grupo
idoso tratado se comportasse de maneira mais semelhante aos animais jovens, embora
com significativa diferenca em relacéo a esses animais.

O aumento da deposicdo de colageno 111 no inicio do processo cicatricial com o
uso do LBP também foi encontrado por Biondo-Simdes e Busnardo (2010), com aumento
da deposicédo do colageno 111 no 3° dia pos-operatorio.

A menor deposigdo de colageno nos animais idosos pode estar relacionada a
diminuicdo do numero de fibroblastos e aumento do infiltrado inflamatorio encontrados
na pele envelhecida (WULF et al., 2004), pois, como os fibroblastos sintetizam colageno,

se eles se encontram em menor quantidade na pele do idoso, consequentemente havera
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menor de deposicdo de colageno durante a cicatrizagdo, contudo o LBP auxiliou na
deposicéao do colageno.

Isto pode er explicado pelo fato de que o laser auxilia na proliferacdo de
fibroblastos (RAMBO et al., 2014), sendo assim, havera maior deposi¢do do colageno.

A migracdo dos fibroblastos é estimulada pela secre¢cdo das MMPs, que
acontecem durante todas as fases da cicatrizagdo (PARKS, 1999). Baseando-se nessas
informacdes, observa-se que o comportamento das MMPs esta diretamente relacionado a
deposicédo de colageno.

Na fase inicial da cicatrizagdo, as MMPs decompdem a MEC danificada que
ocorre no leito da lesdo, permitindo que os novos componentes da MEC como o colageno,
a fibronectina e os proteoglicanos que séo sintetizados pelas células das feridas se
integrem de maneira adequada aos componentes intactos da MEC nos rebordos das
feridas (McCAW; EWALD; WERB, 2007). A superexpressdo de MMPs em todas as
fases do processo, verificada nos animais idosos do nosso estudo, podem explicar também
a alteracdo da deposicdo do colageno, pois quando superexpressadas podem degradar
componentes da MEC essenciais para a deposicdo do colageno. Contudo, a modulagédo
das MMPs pelo laser nos animais idosos, favoreceu a deposicdo desses colagenos nesses
animais.

Outros autores também encontraram melhor deposicdo de coldgeno com a
utilizacdo do laser.

Carvalho et al., (2003) realizaram analise do percentual das fibras colagenas, em
cicatrizes tratadas com laser HeNe com dosagem de 4 J/cm2 e constataram aumento
significativo no percentual de colageno do 3° ao 7° dia.

Carvalho et al., (2006) também demonstraram que a aplicacdo do laser HeNe de
baixa intensidade (632,8 nm) promovia um aumento na porcentagem de colageno em
feridas de pele de ratos diabéticos através do aumento da quantidade de fibras de
colageno, processo semelhante ao observado em animais ndo diabéticos, indicando
eficacia dos efeitos do laser no processo de cicatrizacao.

Aparecida da Silva et al., (2013) avaliaram os efeitos biomodulatérios da MMP-2
e MMP-9 e distribuicdo de colageno em feridas de ratos diabéticos e verificaram que o
LLLT foi capaz de alterar a expressdao de MMP-9, bem como acelerar a producéo de
colageno e aumentar a percentagem total de colageno de tipo Il em animais diabéticos.

De acordo com os resultados encontrados em nossa pesquisa, mesmo que 0S

processos fisiologicos estejam diminuidos na pele envelhecida, esta respondeu
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satisfatoriamente a terapia laser de baixa poténcia, apresentando uma cicatrizagdo mais

semelhante a cicatrizacéo da pele jovem.



92

6 CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo, observamos que embora, na pele envelhecida ha atraso no
processo de reparacao tecidual, uma vez que a expresséao de IL-6, CINC-1, VEGF, MMP-
3, MMP-9, TIMP-2 e colagenos | e Ill, se apresentou de forma diferente que nas peles
jovens, o laser mostrou-se eficaz na modulagéo desses mediadores do processo cicatricial.

Observamos que o laser diminuiu os niveis das citocinas inflamatorias IL-6 e IL-
8, melhorando a inflamagao; diminuiu os niveis de MMP-3 e MMP-9, com consequente
aumento dos niveis de TIMP-2; aumentou os niveis de VEGF na fase inicial do reparo,
favorecendo a angiogénese e modulando todos esses mediadores favoreceu a deposi¢édo
de colageno tipo | e tipo Ill, mostrando com isso os esforcos coordenados desses
mediadores para 0 processo de reparagéo.

Concluimos com esses resultados que o laser (A660 nm, 30 mW (densidade de

poténcia de 1,07 W/cm2, 2J) melhora o processo de cicatrizacdo de feridas de idosos.
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UNINOVE

L X K X
Universkdade Nove de Jutho

Protocolo de Pesquisa referente ao Projeto n® AND028.2014

Titulo do Projeto: Andlise comparativa da ac&o do laser de baixa poténcia sobre biomarcadores inflamatérios e colageng
durante o processo de reparacio de feridas cutaneas induzidas em raius jovens e idosos

Orientador: Paulo de Tarso Camilo de Carvalho

| Aluno: Franciane Barbieri Fidrio

gk ig‘f!ﬂi-

OBJETIVO GERAL
Awvaliar & comparar o efeito da Terapia Laser de Baixa Poténcia na cicatrizagdo jovemn e tardia em um modelo
experimental de feridas cutdneas em ratos jovens e idosos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar o efeito do Laser de Baixa Poténcia em quantificagfio e diferenciagiio de fibras colagenas do tipo | e tipo
;

Avaliar os efeitos do Laser de baixa poténcia na expressdo proteica de colageno tipo | e tipo ilI;
Analisar os efeitos do Laser de baixa poténcia sobre a expressio proteica das Metaloproteinases (MMP- 3 e MMP-8) TiMP
2

Método:

A ferida cutdnea sera produzida no dorso do animal utilizando um "punch” de Bmm de didmetro, permitindo a remogio de
uma area circular da pele. Serdo utilizados 60 ratos, machos, dos guais serdo 30 jovens (+ 30 dias) e 30 idosos (500 dias),
distribuidos em quatro grupos experimentais, que serdo submetidos a ferida cutanea, onde 2 grupos (1 jovem e 1 idoso)
recebera tmiamento com taser de baixa poténcia {poténcla de 30 mW, densidade de poténcia de 1,07 Wem2), drea do
feixe de 0,028cm’, e comptimento de onda de A 660nm, meio ativo de Fosfeto Indio-Galio-Aluminio {InGaAlP). A aplicacio
dar-se-a sob forma de um Gnico ponto pelo método transcutdneo; com energia total de 2 joules, densidade de energia de 72
Jlem2, tempo de 1min e 07 segundos. Serdo realizadas andlises para verificar os efeitos do LBP sobre a quantificacdo e
diferencia¢@o de fibras coldgenas do Tipo | e tipo 1Il; sobre a expressap proteica de coldgeno tipe | & Ill, Mataloproteinases
MMP-3 e MMP-9, TIMP 2

Animais (procedéncia, raga, linhagem, nimero de animais s6x0):
. Pesa Quantidade
E: e
spéci Linhagem Idade aprox. T F T oF
Wistar Jovem (30
130-15 30
Rato heterogénico - dias 0
Idosos (500
Wistar dins) 400-450g | 30

& TOTAL: | 60

Condicdes de alojamemn

a
o
Q

Alimentagio — a vontade

Fonte de agua — & vontade

Lotagdio - Nimero de animais/area — 5 animais por caixa apropriada (41x34x16cm) de polipropileno.

o Exaustdo do ar: sim

Ficaréo alocados no biotério de passagem da UNINOVE, antes de se iniciarem os experimentos os animais passardo por
fase de ambientag8o de uma semana, em um ciclo de claro e escuro de 12 horas, t&mperatura controlada, com
alimentacéo e dgua a vontade.

Medidas para evitar estresse e/ou dor nos animais:

Néo haverd estresse. A dor referente aos procedimentos experimentais ser tratada com medicamento analgésico
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Farmaco Ketamina

Dose (Ul ou ma/kg) 87 mglkg

Via de administragéo Intraperitoneal

Férmaco Xilasina

Dose (Ul ou mg/ka) 13

Via de administra¢do Infraperitoneal

Férmaco Tramal

Dose (Ul ou mgikg) Smgfkg

Via de administracdo Intraperitoneal .

Frequéncia Por 2 dias apds a inducio da contusdio, a cada 4 horas.

No final de cada periodo experimental (3, 7 e 14 dias) os animais serdo
idenfificados, pesados e posteriormente serfio eutanasiados adminisirando-se,
Descrigo Tiepental (THIOPENTAX - Cristalia) dose de 100mgikg (DL) por via
infrapleuraperitoneal associado a lidocaina 10mg/mi {Xylestesin - Cristalia).

Substancia, dose, via Tiopental 106 mgiKg associado a lidocaina 10mg/ml, via hfraperitbnaal.

Pertinéncia e valor cientifico do estudo proposto:

Tendo em vista os dados apresentados na justificativa, a importdncia da utifizagSo de teraplas ndo
medicamentosas representa um fator altamente relevante para o Sistema de Salde, especizlmente em paises
subdesenvolvidos, i

Com o aumento crescente da populag8o geridtrica acompanhado das doengas tipicas do processce de
envelhecimento como deengas cardiovasculares, diabetes, entre outras, e, a dificil recuperagio destes pacientes no que se
diz respeito ao processo de cicatrizac8o, a constante busca pela otimizag#io do tempo em processos de reparagfio tecidual
e sua qualidade estao sendo respaldadas pelo avango da tecnologia e a laserierapia de baixa poténcia, apresenta-se como
uma proposta positiva e eficaz para promover a reparacio de feridas cut@neas, objetivando reduzir o pericdo de
cicatrizagio e melhora no lipo de cicatrizaco, levando o individuo & um retorno mais rapido de suas atividades.

Data de inicio: 25/09/2014
Data de término: 05/12/2014

{X) Aprovado, sendo que este projeto deverd permanecer arquivado por 05 (cinco) anos nesta Secretaria.

() Com pendéncia (relacionar), devendo o Pesquisador encaminhar as modificages sugeridas, e iniciar a coleta de dados
somente apés & aprovacio do projeto por este Comité.

{ ) Nao-Aprovado

Comentario;

- Cabe ao pesquisador elaborar & apresentar ao CEUA-UNINOVE, o relatério final sobre a pesquisa (Lel Procedimentos
para o Uso Cientifico de Animais - Lei N° 11.784 -8 de outubro de 2008).

S&0 Paulo, 23 de setembro de 2014

Prof. Dra. Katia'De Angelis
Coordenadora do Comité de Etica no Uso de Animais
Universidade Nove de Julho



