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RESUMO

A terapia por fotobiomodulacdo (PBMT) tem sido indicada para a cicatrizacdo de
feridas por poduzir aumento na atividade mitotica, nimero de fibroblastos, sintese de
coldgeno e neovascularizacdo, no entanto em condicdo desfavoravel tal como a
desnutricdo proteica a fotobiomodulacdo ainda ndo foi completamente estudada.
Diante do exposto este estudo teve como objetivo verificar os efeitos da PBMT na
cicatrizacdo na fase de proliferacdo em ratos submetidos a dieta hipoproteica. Para
tanto, foram utilizados 40 ratos, machos com 12 semanas, foram 20 submetidos a
dieta normoproteica a 25% e 20 submetidos a dieta hipoproteica a 8%. Os animais
foram distribuidos em quatro grupos experimentais (n=10), e submetidos a ferida
cutdnea por meio de punch de 8 mm. Um grupo normoproteico e um grupo
hipoproteico foram tratados por fotobiomodulacdo por laser de baixa intensidade
(660nm, 50 mW , 1.07 W/cm? , 0.028 cm2 , 72 J/ cm?, 2 J ), enquanto os outros dois
grupos nao passaram por este procedimento. Foram realizadas as seguintes analises
aos 7 e aos 14 dias do processo de reparacado tecidual: andlise histopatolégica semi-
quantitativa; diferenciacdo do porcentual de colageno tipo | e lll por polarizacdo das
laminas histolégicas coradas por picrosirus red e marcagado por imunohistoquimica de
MMP-3, MMP-9 fibronectina e VEGF; e teste de resisténcia mecanica em maquina
universal de ensaio. Os resultados mostraram que houveram diferencas significativas
entre 0s grupos normoproteico tratados e néo tratados p<0.05, bem como em relagéo
aos grupos hipoproteicos tratados e néo tratados p< 0.001 na analise histopatolégica
semi-quantitativa e a imunohistoquimica para as metaloproteinases 3 e 9 demostrou
gue a PBMT foi capaz de diminuir a imunomarcagdo com diferenca estatistica de
p<0.01. Houve também diminuicdo do processo de deposicdo do colageno com
diferenca estatistica de p<0.05 tanto para coladgeno do tipo | como Ill. Podemos
concluir que a terapia fotobiomodulacdo por laser de baixa intensidade se mostrou
eficaz no tratamento de feridas cutaneas em animais submetidos a dieta hipoproteica ,
em diferentes fases do processo de reparacdo tecidual, porém estas alteracdes se
mostraram mais marcantes na fase de proliferacdo com aumento da formacdo de
vasos sanguineos e tecido de granulacdo, além de diminuicdo das metaloproteinases
proporcionando melhor resisténcia mecanica da é&rea lesionada na fase de

remodelamento com intensificagdo do colageno tipo .

Palavras-Chave: Cicatrizagdo de feridas; terapia por fotobiomodulacéo;

metaloproteinases; resisténcia mecanica; colageno; desnutricdo proteica.



ABSTRACT

Photobiomodulation therapy (PBMT) has been indicated for wound healing
through increased mitotic activity, number of fibroblasts, collagen synthesis and
neovascularization; however, in unfavorable conditions such as protein
malnutrition, photobiomodulation has not yet been fully studied. In view of the
above, this study aimed to verify the effects of PBMT on healing in the
proliferation phase in rats submitted to a hypoproteic diet. For this purpose 40
male rats (12 weeks) were used, of which 20 were normoproteic (25%) and 20
were submitted to 8% hypoproteic diet. The animals were divided into four
experimental groups (n = 10) and submitted to cutaneous wound by means of 8
mm punch and treated by low intensity laser photobiomodulation (660 nm, 50
mwW, 1.07 W / cm2, 0.028 cm2, 72 J / cm2, 2 J). The following analyzes were
performed at the 7 and 14 days of the tissue repair process: semi-quantitative
histopathological analysis (H&E), differentiation of the type | and Il collagen |
percentage by polarization of histological laminae stained with picrosirus red
and labeling by immunohistochemistry of MMP- 3, MMP- 9 fibronectin and
VEGF and test of mechanical resistance in machine universal test. . The results
showed that there were significant differences between the normoproteic
groups with lesion and their respective groups treated p <0.05, as well as for
the treated and untreated hypoproteic groups p <0.001 in the semi-quantitative
histopathological analysis and immunohistochemistry for the metalloproteinases
3 and 9 demonstrated that PBMT was able to decrease the immunostaining
marking with statistical difference of p <0.01. There was also a decrease in the
collagen deposition process with a statistical difference of p <0.05 for both types
[l collagen and I. We can conclude that low intensity laser photobiomodulation
was effective in the treatment of cutaneous wounds in animals submitted to a
hypoproteic diet, at different stages of the tissue repair process, but these
alterations were more marked in the proliferation phase with increased
formation of blood vessels and granulation tissue, as well as decreased
metalloproteinases, providing better mechanical resistance of the injured area in

the remodeling phase with type | collagen intest.

Keywords: Wound healing; photobiomodulation therapy metalloproteinases,

mechanical resistance, collagen, protein malnutrition.
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1 INTRODUCAO

A cicatrizacdo consiste na reconstituicdo tecidual que envolve uma
série de eventos integrados e divididos em fases distintas e sequenciais, Elas
sdo: fase inflamatoria; fase proliferativa com formacgéo de tecido de granulacao
e a composicdo da matriz extracelular depositando colageno, elastina e fibras
reticulares; e por Ultimo a fase de remodelamento (M

Na fase inflamatoria ocorre a hemostasia no local da ferida com a
migracao de leucdcitos, neutréfilos e a infiltracdo de mondcitos que irdo se
diferenciar em macrofagos, que além de eliminar tecido morto e bactérias
presentes no leito da lesdo, serdo responsaveis por produzirem diversos
fatores de crescimento tais como, fator de crescimento dos fibroblastos e fator
de crescimento endotelial vascular @ .

A fase proliferativa é caracterizada pela migracéo de fibroblastos
deposicdo de colageno @ e a formacdo de novos vasos, sendo a angiogénese
o fendmeno mais evidenciado nesta fase ©).

A Ultima e terceira fase do processo de cicatrizacdo é o
remodelamento constituida da mudanca do tipo de colageno que passarédo a
serem dispostos em linhas para se contrairem e fortalecerem o tecido epitelial
4

Este processo cicatricial descrito refere-se ao reparo de uma leséao
onde as etapas relativamente n&o sofrem interferéncia de algum processo
cronico para o cumprimento da quimiotaxia celular até seu remodelamento, ou
seja, ocorre em um prazo de aproximadamente 21 dias, porém quando o
organismo acometido por fatores como doencas cardiovasculares, diabetes,
desnutricdo e envelhecimento, este processo apresenta dificuldades em
reestabelecer o tecido perdido, tornando-o mais complexo e longo © .

As complicagcbes decorrentes no processo de cicatrizacdo podem
ser determinadas por varios fatores, tanto intracorp6reos quanto
extracorporeos e acarretam em retardo no processo quimiotaxico das etapas
do reparo teciduais, sendo entdo comprometida desde a defesa na fase
inflamatéria com a producgéo de leucocitos, neutrofilos e macrofacos até a fase

do remodelamento com a reducédo da producéo de colageno ©®).



Por consequéncia a estas mudancas ocorre a diminuicdo da
microcirculacdo local e da resposta imunitaria, aumentando o risco de danos as
estruturas adjacentes, pois o fornecimento de nutrientes para a pele fica
diminuido reduzindo também a permeabilidade transdérmica .

A desnutricio € um dos aspectos que contribuem para 0
agravamento do processo de cicatriza¢do, pois nutrientes tais como vitamina D,
calcio, potassio, ferro apresentam-se em concentracdes diminuidas agravando
0 aporte necessario nas células da cascata de cicatrizacéo ©).

Deficiéncias dietéticas prejudicam o processo de cicatrizacdo de
feridas tais como: a vitamina C que sao necessarias na sintese de colageno e
na producdo de N-acetil galactosamina, um componente de matriz e tecido de
granulacdo; diminuicAo do magnésio que é necessario na sintese de
proteinas; deficiéncia em zinco que compromete a funcdo das
metalaproteinases imprescindiveis na fase de remoldelamento com a
deposicéo de colageno tipo | ©,

Apesar das deficiéncias nutricionais ndo serem o Unico parametro
para avaliar o retardo no processo de reparo tecidual, estudos demonstram que
quando esta deficiéncia é suprida hd uma melhora considerada neste
processo, porém muitas vezes as intervencfes para sua corre¢do ndo sao
possiveis ou ndo apresentam os efeitos necessarios (19,

As novas tecnologias podem oferecer uma alternativa para melhorar
0 processo de cura de lesdes em organismo desnutrido e dentre elas destaca-
se a utilizacdo da irradiacdo de luz, através de um mecanismo conhecido
fotobiomodulacédo, anteriormente representada na literatura pelo termo
laserterapia em baixa intensidade 9,

Os efeitos bioldégicos da fotobiomodulacdo sobre os tecidos
apresentam reagfes estimulantes e inibitdrias que podem ser explicadas pela
interacdo do tecido bioldégico com determinado comprimento de onda que €&
absorvido pela célula através de cromoforos celulares especificos que séo
transformados em energia e utilizados no metabolismo celular @2,

Estudos demonstram que a fotobimodulag&o produz um aumento na
proliferacdo celular 3, aumento da producdo mitética celular onde a irradiacéo

proporciona elevacdo nos ions de célcio no citoplasma celular acelerando o



processo de divisdo, da sintese de proteinas e citocinas e também melhorando
a circulacdo sanguinea (4 (15),

O aumento na producdo de colageno, a diminuicdo do stress
oxidativo, sugere que o tratamento com a fotobiomodulagdo poderé oferecer
uma alternativa na cicatrizacdo de feridas 6 (7) aumentando também a
inducdo da atividade da catalase, gerando maior quantidade de espécies
reativas de oxigénio e niveis de queratinécitos 7).

O tratamento com esta tecnologia podera auxiliar na quimiotaxicia
celular oferecendo um suporte a seus componentes nas respectivas fases
aguda e proliferativa do reparo tecidual, podendo equilibrar o processo de
cicatrizacao deste tecido que se encontra com camadas epiteliais estreitadas e
vascularizacéo reduzida.

Como observado, na literatura inumeros trabalhos apresentam
resultados que favorecem o processo cicatricial, porém h& poucas analises
observando o tratamento com a fotobiomodulacdo de lesdo em tecido
desnutrido.

A proposta deste estudo consiste em avaliar o resultado no
tratamento em organismo desnutrido através da fotobiomodula¢éo, tendo em
vista a importdncia em oferecer a estes individuos a possibilidade de
tratamento com uma tecnologia que podera melhorar 0os processos cicatriciais,

podendo até mesmo reduzir o tempo de cura de uma leséo.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Desnutricéo

A desnutricdo é uma condicao patoldgica do desequilibrio nutricional
devido a ingestao insuficiente de calorias, proteinas, vitaminas, sais minerais e
nutrientes gerais. A falta de ingestdo de proteinas afeta o crescimento e a
regeneracdo das células 8. Em criancas, a desnutricdo protéica retarda o
crescimento fisico e o desenvolvimento metabdlico, o que persiste mesmo apos
o retorno ao estado nutricional saudavel ao longo da vida (9 (20),

A desnutricdo € desencadeada por deficiéncia na alimentacao e este
fator contribui para um atraso no processo de cicatrizacdo. O estado nutricional
aumenta o risco de complicacbes em processos operatorios como fraturas
Osseas, apresentando um retardo na cicatrizacdo, sendo necessaria maior
intervencgao de cuidados para diminuir o risco em desenvolver complicagdes ©.

O numero de pessoas subnutridas no mundo é extremamente alto e
atingiu quase 1 bilhdo de pessoas em 2010. A desnutricAo nos paises em
desenvolvimento tem sido atribuida principalmente a uma dieta com baixa
proteina 19 1Y) ou baixa qualidade dos alimentos consumidos @9,

No reino unido quando avaliado os parametros nutricionais de 290
pacientes institucionalizados concluiu-se que 37% dos pacientes com mais de
65 anos de idade estavam em estado de desnutricdo onde foram encontradas
diferenca significativa nos niveis de hemoglobina, de baixa densidade
lipoproteina (LDL), na lipoproteina de alta densidade, no niveis de colesterol,
triglicérides, albumina e proteina, peso e indice de massa corporal (IMC); e de
outros 31% dos pacientes estavam em risco de desnutricdo havendo diferencga
significativa nos niveis de LDL, do colesterol, de albumina, das proteinas, do
peso e do IMC chegando-se a conclusado de que o risco de desnutricdo para
pacientes internados € alta, necessitando de uma rigorosa triagem nutricional
na prestacdo de cuidados aos pacientes institucionalizados em reabilitacéo (2.

Segundo as Nacgdes Unidas, nos paises sub-desenvolvidos,
aproximadamente um terco das pessoas possui algum tipo de deficiéncia em

vitaminica ou mineral®3®, e um quarto das criancas em idade pré escolar (27%)



sofre de desnutricdo, o que equivale a mais de 143 milhoesmilhdes de pessoas
(24).

No entanto, hd um contraste com os efeitos sobre a desnutricdo no
sistema imunoldgico, onde as pessoas desnutridas parecem ser muito mais
susceptiveis aos efeitos deletérios das doencas infecciosas.

A resposta a um grau menos severo de restricdo alimentar também
pode ser vista como uma série de processos adaptativos com as mesmas
prioridades, ou seja, manter o fornecimento de glicose ao cérebro e minimizar
a perda de tecido magro. Quando isto ocorre, a taxa metabdlica basal diminui
para minimizar o balango energético negativo. Isto ocorre em parte pela perda
de tecido metabolicamente ativo, mas ha também algumas evidéncias de que
a eficiéncia do metabolismo energético aumenta, levando a uma diminuicéo
no gasto de energia por unidade de massa celular 9,

Segundo estudo este balanco na taxa metabdlica pode ocorrer para
que haja um aumento da eficiéncia do acoplamento da producdo de ATP
evitando o vazamento de protons mitocondriais. Também pode haver alguma
reducdo na rotatividade de proteinas e na atividade da ATPase de sbdio e
potassio, que sdo 0s processos que respondem pela maioria do gasto
energético basal 9,

A longo prazo, no entanto, o principal mecanismo pelo qual o gasto
energético € minimizado é pela perda progressiva de tecido metabolicamente
ativo. Assim, por exemplo, como em um experimento realizado na
universidade de Minnesota %), apds 168 dias, a taxa metabdlica havia
diminuido em 37% quando expressa em kcal/dia, mas em apenas 15%
guando expressa em kcal /dia por unidade de massa de tecido ativa.

Ha evidéncias que a adaptacdo do metabolismo energético em
pessoas que vivem suas vidas com ingestdo de alimentos inadequados pode
ser um pouco diferente da resposta de individuos previamente bem nutridos
em um periodo de subalimentacdo. A principal resposta em populagcfes
cronicamente desnutridas é a baixa taxa de crescimento, a maturidade tardia
e a pequena estatura adulta. A pequena estatura pode ser vista como uma
adaptacdo bem-sucedida a ingestdo de baixa energia, porque a taxa

metabdlica basal geral serd baixa. No entanto, quando a taxa metabdlica é



ajustada para massa livre de gordura, ndo ha diferenca significativa entre
aqueles que sdo mais desnutridos e aqueles que sdo bem nutridos @7,

A razao para isso é que o principal déficit na massa de tecido
magro esta nos muasculos, que tém uma taxa metabolica relativamente baixa,
enquanto o tamanho dos 0Orgdos viscerais, que sao muito mais
metabolicamente ativos, € muito menos afetado ®. Portanto, essas
mudancas na composicado corporal podem anular qualquer aumento na
eficiéncia do metabolismo celular.

Quanto a producdo proteica a desnutricio pode alterar a
caracteristica e a quantidade das fibras de colageno 9. Até agora, foram
descobertos 28 tipos de colageno, dos quais o tipo | representa 90% do total de
colageno no corpo humano e € o principal componente da parte organica dos
0ssos. Uma proteina de colageno tipo 1 normal consiste nas chamadas
cadeias de colageno alfa-1 tipo | e cadeias de colageno alfa-2 tipo 1 que
formam uma molécula de pr6-coldgeno tipo |. Extracelularmente, essas
moléculas séo processadas e organizadas em fibrilas finas com a capacidade
de reticulacao entre si, resultando em fibras de colageno maduras. Essas fibras
de colageno maduras exibem tridimensionalmente uma estrutura tripla
helicoidal, que impede a decomposicdo do colageno pelas enzimas,
contribuindo para a adesividade das células e a formacéo da matriz extracelular
(30),

A formacdo de fibras colagenas anormais e irregulares pode ser o
resultado de uma deficiéncia de vitamina C.

Com este processo desencadeado pela desnutricdo, a presenca de

fibras irregulares resultard em uma cicatrizagdo demorada. G-

2.2 Cicatrizacao

A cicatrizagdo é o processo pelo qual o organismo procura reparar
uma lesédo ou perda de tecidos. Este processo se inicia imediatamente apds a
perda de tecidos com a finalidade de substitui-los.

O processo de cicatrizagdo ocorre em trés fases: inflamacao,

formacao de tecido de granulacdo e remodelamento. Os eventos celulares e



tissulares de cada uma dessas fases envolvem mediadores quimicos que estéo
justapostos e correlacionados entre si 32 @) (Figura 1.)

ApoOs danos tissulares inicia-se imediatamente uma série de eventos
desencadeados por estimulos fisicos e quimicos provenientes de mediadores
das células rompidas, sendo estes provocados por fragmentos de elementos
inertes aos tecidos, proteinas séricas que extravasam dos vasos rompidos por
acado dos mediadores inflamatérios. Essas moléculas se ligam a receptores
localizados na superficie da membrana de células adjacentes induzindo
modificacbes em seu metabolismo que, em resposta ativam os mediadores
lipidicos, os eicosanoides, e o0s peptidicos, as citocinas, os fatores de
crescimento e 0s neuropeptideos, ocorrendo ainda a saida de proteinas de
adesdo para leucécitos da superficie da membrana 4 (3),

As células locais, ativadas, serdo as protagonistas da fibroplasia e
da deposicdo da matriz extracelular, da angiogénese, da cicatrizacdo e da
reepitelizacdo da regido da ferida G4,

O reparo completo ocorre ap0s eventos alternados de sucessivas
reacoes, tendo os leucocitos como um de seus mais importantes protagonistas.
Essas células, conhecidas por suas atividades imuneoldgicas estdo envolvidas
com as reacles catabdlicas de degradacdo de tecidos pela producédo de
proteases e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e também com as
reacdes anabdlicas de formacdo de tecidos e pela producdo de fatores de

crescimento ®,
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Figura 1. Time course do processo de cicatrizagcdo normal e suas 3 fases:
inflamatéria, proliferacdo e remodelamento. Adaptado: Phases Of Wound Heal
https://www.clinimed.co.uk/wound-care/wound-essentials/phases-of-wound-
healing.

2.2.1 Fase Inflamatoéria

A fase inflamatéria tem inicio imediatamente apdés o trauma. Os
eventos que ocorrem nesta fase tém por objetivos principais, a remocao de
tecidos desvitalizados, a ativacdo dos mecanismos de defesa locais e a
regulacéo de sinais adequados para a continuidade das fases subsequentes
(35),

Apls o trauma e 0 consequente extravasamento de sangue dos
vasos locais, inicia-se a deposicdo de plaquetas que posteriormente recrutam
novas plaquetas com a finalidade homeostatica, formando um trombo que
temporariamente proporciona o tamponamento destas lesdes endoteliais (36 (35),
Esta agregacdo de plaquetas e seu entrelacamento apresentam uma rede de
fibrina que é consequénciaconsequéncia da acgdo da trombina sobre o
fibrinogénio circulante e que além da fungdo homeostéatica ira promover uma
matriz extra celular onde se deslocardo e se fixardo células inflamatérias,

fibroblastos e fatores de crescimento ® (35,


http://www.clinimed.co.uk/wound-care/wound-essentials/phases-of-wound-

As plaquetas sdo ativadas por um grande numero de substancias
agonistas como coldgeno subendotelial exposto na ruptura dos vasos, a
trombina gerada pelo processo de coagulacdo ©% e pelo ADP liberado da
hemacias Willebrand @8 37, Quando ativadas, as plaquetas liberam fatores de
crescimento como o TGF- e o PDGF, quimiocinas como o CTAPIIl e também
outras proteinas como fibrinogénio, fibronectina e tromboplastina que sé&o
encontradas em seus granulos. A interacdo destas proteinas dos granulos com
as proteinas presentes na matriz extra celular juntamente com a massa de
corpos palquetarios formam a matriz provisoéria, que ir4 orientar a migracao das
células envolvidas com a resposta inflamatoria ©8).

As primeiras células inflamatérias a adentrar a lesdo sdo os
neutréfilos que exercem a acdo de limpeza do local, com remoc¢édo de tecido
lesado, particulas exdgenas e bactérias; e a liberacdo de mediadores,
principalmente interleucinas e o fator de necrose tumoral (TNF) para amplificar
0 processo e atrair mais células inflamatorias ©8).

Uma vez que os neutrofilos sdo as células mais abundantes no
sangue eles migram para a superficie da ferida para formar uma barreira contra
a invasdo de microorganismos e promover o recrutamento ativo de mais
neutréfilos a partir dos vasos adjacentes ndo lesados @9 40, Ag final de um dia
apos a lesao eles constituirdo 50% das células migradas para o local da lesao
(40)_

No Interior das células a concentracdo de mediadores liberados sédo
ativados e passam a secretar outros mediadores como GRO-alfa que
promoverao o processo de diapedese ou regulacdo da producao de neutrdfilos
(41),

As células que em seguida comparecem sao o0s macréfagos
derivados de neutrdfilos que se diferenciaram. Eles s&o atraidos por trombina,
sistema complemento, PDGF e TGF alfa e TGF beta e além de sua funcao
fagocitaria e manutencdo do processo inflamatério local, desempenham papel
importante no processo de cicatrizagdo ao produzirem diversas citocinas e
fatores de crescimento que estimulam a angiogénese, a producédo de colageno,
a reepitelizacéo 33 ©),

Com a presenca do macréfago, a migracdo de fibroblastos é

intensificada e inicia um processo de multiplicacao de fibroblastos que migra



das margens para o centro da lesdo. Neste momento a matriz celular provisoria

comeca a ser substituida por um tecido conjuntivo @9, (Figura 2.)

2.2.2 Fase proliferativa

Nesta etapa conhecida como proliferativa a presenca de macrofagos
derivados de mondcitos intensifica a migracao e ativacdo de fibroblastos que
sdo os principais componentes do tecido de granulacdo. Com o aumento do
namero de fibroblastos ativados aumenta a producdo de colageno no local e
como consequéncia a matriz extracelular comeca a ser substituida por um
tecido conjuntivo mais forte e mais elastico, processo este conhecido como
fibroplasia. Para que ocorra esta fibroplasia em paralelo deve acontecer a
formacdo de novos vasos sanguineos 2, formando entdo o tecido de
granulacdo por volta do quinto dia 2. Este tecido é edematoso, composto por
macrofagos, fibroblastos e vasos neoformados, caracterizado pela presenca de
tecidos imaturos com muitos espacgos vazios e que sangram com facilidade “3).

Estes tecidos imaturos nada mais sdo do que extremidades rombas
de vasos neoformados e para serem fortalecidos inicia-se entdo a
neovascularizacdo “3, onde os vasos intactos presentes nas margens da ferida
passam a secretar colagenase e ativador de plasminogénio promovendo
aberturas na membrana basal e permitindo a migracao de células endoteliais.
As células endoteliais migratérias uma vez no exterior dos vasos formam um
broto capilar que se ligam ao capilar de onde originaram restabelecendo a
ligacdo do tecido e o fluxo sanguineo @4,

Apesar dos espagos anteriormente vazios estarem sendo
preenchidos por tecido de granulagéo, ocorre neste momento a diferenciacao
de alguns fibroblastos em miofiblobastos, que apresentam uma caracteristica
de contracdo movendo-se uma em dire¢cdo a outra borda, em um fendémeno
invisivel de atracdo @2, (Figura2.)

Os fibroblastos entdo passam a depositar grandes quantidades de
fibronectina que auxiliam na fixagdo da célula. Os fibroblastos neste momento
deixam de ter a caracteristica de células imaturas e adquirem um fenétipo de
células engajadas na sintese protéica, tendo entdo seu citoplasma volumoso

apresentando um reticulo endoplasmatico rugoso abundante que secreta



bastante colageno que aos poucos vao substituindo os proteoglicanos e a
fibronectina “4),

Ao final desta etapa o tecido de granulacédo preencheu totalmente o
leito da ferida e a circulagéo foi restabelecida pela neovascularizagcdo e mais
fibras de colageno que comparecem neste momento passam a dar ao tecido a

aparéncia de cicatriz 2. (Figura 2.)

2.2.3 Fase de Remodelamento

Apbs o preenchimento do leito da ferida pelo tecido de granulagéo
(14) inicia-se a fase de remodelamento que envolve sucessivas etapas de
producdo, digestdo e orientacdo das fibras de colageno 2,

O principal agente desse remodelamento é o fibroblasto produzido
na fase proriferativa proliferativa que além do papel como produtor de
coldgeno, glicosaminoglicanos e proteoglicanos € produtor também de
metaloproteinases “® % enzimas responsaveis pela degradacdo da
guantidade excessiva de colageno presente no leito da lesdo para que a
cicatrizacdo e a repitelizacdo ocorra de forma equilibrada (% (3),

O colageno tipo lll € o mais abundante e ele vai sendo degradado
enquanto o colageno tipo | tem sua producdo aumentada estimulado pelos
fibroblastos, ocorrendo juntamente com este fendbmeno uma mudanca nas
fibras de colageno e em seu entrelacamento que passardo a serem dispostos
em linhas para se contrairem e fortalecerem o tecido epitelial ®. (Figura2.)

Nesta etapa, 0 processo de cicatrizacdo é responsavel pelo aumento
da resisténcia do leito reestabelecido. Ao final da primeira semana apés o
surgimento da ferida, ocorre restauracao de 3% da resisténcia da pele integra;

da terceira semana, 30%, e de trés meses, 80% ©,



Fase Inflamatodria

A inflamagdo comega com hemostasia e
quimiotaxia. Tanto os globulos brancos
quanto os trombdcitos aceleram o processo
inflamatdrio, liberando mais mediadores e
citocinas.  Células inflamatdrias, como
neutrofilos, mondcitos e células endoteliais,
aderem a uma estrutura de fibrina que é
formada pela ativacdo plaquetaria. Os
neutrofilos permitem a fagocitose de restos
celulares e bactérias. O fator de crescimento
derivado de plaquetas atrai fibroblastos e,
juntamente com o fator de crescimento
transformador, aumenta a divisdio e
multiplicagdo de fibroblastos.

Fase Proliferativa

A fase proliferativa ou de granulagdo ocorre
nos dias 5 a 7 apos a lesdo e os fibroblastos
comegaram a depositar novo colagénio e
glicosaminoglicanos que, por sua vez,
depositam componentes extracelulares que
servirdo como suporte. A neovascularizagdo
ocorre tanto pela angiogénese, que é a
formacdo de novos vasos sangiiineos a partir
dos vasos  existentes, como pela
vasculogénese, que é a formagdo de novos
vasos a partir de células progenitoras
endoteliais. A ferida também comega a se
contrair e ¢é facilitada pela deposigdo
continua de fibroblastos e miofibroblastos.

Fase de Remodelagdo

A fase de maturagdo ou remodelagdo
comega por volta da semana 3 e pode durar
até 12 meses. O excesso de colageno se
degrada e a contragdo da ferida também
comecga a atingir o pico em torno da terceira
semana. A contragdao da ferida ocorre em
uma extensdo muito maior na cura
secundaria do que na cura primaria. A
resisténcia a tracdo maxima da incisdo da
ferida ocorre apds cerca de 11 a 14 semanas.
A cicatriz final resultante nunca tera 100% da
resisténcia original da ferida e apresentaram
apenas cerca de 80% da resisténcia a tracdo
de uma pele integra.

Figura 2. llustracdo demostrando as fase do processo de cicatrizacao de
feridas cutaneas. Adaptado de The 3 Stages Of Wound Healing
http://podiatryhg.com.au/wound-healing/.

2.3 Cicatrizacdo em desnutridos

Na maioria dos casos, 0 corpo tem armazenamento de proteina e
energia suficientes para curar a ferida, mas o estado hipometabdlico
normalmente apresentado em idosos necessita entdo de mais tempo para o
processo dessa cura, e devido a inflamacéo provocada por uma lesdo pode-se
esgotar as defesas imunitarias do corpo e prejudicar da cicatrizacdo. Quando o
suporte nutricional ndo é suficiente, a alimentacéo é utilizada para estimular a
sintese de proteinas que é necessario para a cura e para reabastecer as
reservas de proteina e energia, evitando o catabolismo prolongado que € um
fator de risco para a imunossupressao continua e perda fatal de proteina
endbgena “9).,

Acredita-se comumente que a desnutricdo tem um efeito deletério
no processo de cicatrizacdo de feridas, e que iSso representa um mecanismo
importante pelo qual os pacientes desnutridos sdo propensos a desenvolver

complicacdes e pior desfecho apds a cirurgia. 7).
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Estudos experimentais sugerem que a cicatrizacdo de feridas so é
prejudicada apOs restricdo alimentar prolongada, resultando em deplecao
grave (“8),

No tratamento de Ulcera por pressdo pacientes em estado de
desnutricdo apresentam estagnacdo no processo cicatricial 49,

NOs investigamos a base metabdlica da relacdo entre estado
nutricional e cicatrizagdo de feridas, medindo as mudancas na taxa de sintese
de proteinas dentro da ferida cicatricial. Anteriormente, mostramos que a taxa
de sintese protéica mais que dobra durante a cicatrizacdo de feridas no
musculo, e supomos que esse pode ser um dos mecanismos pelos quais 0
estado nutricional afeta a cicatrizacao, ja que se sabe que a desnutricdo
reduz a taxa de sintese proteica e pode assim impedir a deposicao de nova
proteina para curar a ferida 0,

Nossos estudos se concentraram na cicatrizagdo do musculo
abdominal apoés cirurgia abdominal. No primeiro experimento, os ratos foram
desnutridos, restringindo a ingestdo de alimentos a 50% do normal por 7
dias. Isso resultou em um déficit de 14% no peso corporal. Eles foram entéo
submetidos a uma laparotomia e mantidos na dieta restrita por mais 2 dias,
apos o que a sintese de proteinas foi medida in vivo usando a técnica de
dose de inundagéo V.

Embora esse tratamento dietético tenha causado uma reducao
significativa na taxa de sintese protéica em outros musculos, ndo impediu o
aumento da sintese protéicaproteica no muasculo lesionado. Repetimos o
experimento com outro grupo de ratos desnutridos e descobrimos que a
sintese proteica na cicatrizacao da ferida abdominal ainda estava intacta sete
dias apds a cirurgia. Esses ratos também ndo mostraram comprometimento
da deposicao de colageno ou resisténcia a tracao na ferida (52).

Subsequentemente, expandimos esses estudos impondo graus
mais severos de desnutricdo aos ratos, por exemplo, alimentando uma dieta
com baixo teor de proteina (2%) por duas semanas antes da cirurgia ou
privando os ratos por 48 horas ap6s a cirurgia. Em ambos os casos, o

aumento na sintese de proteinas na ferida de cicatrizacdo n&o foi prejudicado.
(52).



Esses resultados podem ser interpretados como indicando que a
cicatrizacdo de feridas tem uma alta prioridade biolégica e € preservada
mesmo quando outras funcbes sdo afetadas pela desnutricdo. O mesmo
parece se aplicar a atividade reprodutiva, ja que as mulheres desnutridas sdo
capazes de dar a luz bebés saudaveis e bem-desenvolvidos e produzir
quantidades adequadas de leite materno 3,

Um estudo transversal que investigou o status de micronutrientes
extracelulares analisando a porcentagem de varios micronutrientes como
retinol, acido ascorbico, 25-hidroxicolecalciferol, a-tocoferol, -caroteno, selénio
e zinco, das proteinas albumina, pré-aloumina e proteina C-reativa, e
marcadores antioxidantes da capacidade antioxidante, peréxidos e
malondialdeido, e encontrou correlagdes entre o0s micronutrientes
selecionados onde as concentracfes plasmaticas reduzidas aumentaram 0s
niveis de estresse oxidativo levando a um processo inflamatério aumentado
nas lesdes 4.

A relacdo entre a insuficiéncia de vitamina D pode ser fator
desencadeante para o desenvolvimento e retardo na cicatrizacdo de Ulceras,
pois esta vitamina pode ter relacdo direta em componentes do sistema imune
(10) (55),

Ha uma associacdo direta entre a avaliacdo nutricional tardia
incluindo o indice de massa corporal e niveis de albumina cérica com a
incidéncia de dispnéia, disfagia, odinofagia, diminuicdo na ingestdo de
alimentos com auséncia de a cicatrizacdo completa das lesbes cutaneas e
aumento do tempo de cura para lesées tendo ©.

A deficiéncia de albumina de soro, transtiretina, proteina C-reativa
da area da lesdo proporciona complicacbes da ferida como aumento na
incidéncia de infec¢des retardando ainda mais 0 processo cicatricial e
proporcionando uma cura longa com prognéstico de cura demorado, podendo o
tecido restabelecido apresentar caracteristicas frageis onde a reincidéncia de
lesdo podera ocorrer devido a esta fragilidade ©6).

O nivel de pré-albumina pré-operatorio em enxertia de pele pode ser
observado em um estudo e sinalizou um possivel retardo na cicatrizacédo
demonstrando que individuos que apresentam estes niveis diminuidos

requerem maior tempo para o fechamento da lesdo 7,



A albumina sérica e contagem de células brancas do sangue baixas,
diminuida concentracdo de proteinas, incidéncia de constante nutricdo
parenteral total, e cirurgias recorrentes nos idosos desnutridos foram
associados com a morte juntamente com o longo tempo de operacado devido ao
sangramento operatério, ambos os indicadores de complexidade cirirgica pois
a inflamacgdo cronica. Desnutricdo e insuficiéncia hepatica levam a uma
capacidade de cicatrizacdo prejudicada sendo importantes razdes também
para o fracasso de um processo cicatricial pds operatério sugerindo um melhor

aporte nutricional e um planejamento cuidadoso na avaliagdo pré operatéria 8,

2.4 Terapia por Photobiomodulacéo

A palavra LASER é um acronimo de Light Amplification by
Stimulated Emission of Radiation que significa radiacdo de luz por emissao
estimulada de radiacédo eletromagnética, tendo seu principio descrito por Albert
Einstein em 1916 9,

O LASER é um tipo de radiacdo eletromagnética ndo ionizante,
monocromatica e unidirecional sendo que estas caracteristicas permitem a
obtencdo de alta densidade de energia concentrada em pequenos pontos,
poporcionando assim variados tratamentos na sua forma em alta ou baixa em
poténcia, sendo que a interacdo com o tecido biolégico depende do
comprimento de onda, da densidade de energia e da poténcia do laser ©9.

O termo fotobiomodulagdo refere-se ao uso de fétons em uma
irradiancia ndo térmica para acelerar a atividade biolégica. As principais
aplicacbes médicas da PBMT sdo a reducdo da dor e da inflamacéo, a
diminuicdo no tempo do reparo tecidual, a promocdo da regeneracdo de
diferentes tecidos e nervos, a prevencao de danos nos tecidos, apresentando
diminuicdo do nivel de TNF-a e NF-kB, e regulacéo dos niveis de proteina, de
VEGF, FGFR-1, HIF-1a e de metaloproteinases de matriz-2 e 9 em
comparagdo com 0s controles como demonstrou um estudo realizado em
lesdes por queimaduras em ratos tratados com LASER de Ga-As 904 nm com
poténcia de saida média de 0,7 mW,; 0,4 mW / cm2 de irradiancia média; 0,2 J /
cm2? de fluéncia total onde as fotomicrografias mostraram n&o haver

inflamacéo e apresentou aumento na deposicdo de colageno 9,



O mecanismo associado a fotobioestimulagéo celular apresenta uma
ampla gama de efeitos nos niveis molecular, celular e tecidual. Acredita-se que
0 mecanismo biolédgico basico por tras dos efeitos da PBMT seja a absorcao da
luz vermelha pelos cromdéforos mitocondriais, em particular a citocromo c
oxidase (CCO), contida na cadeia respiratoria localizada dentro das
mitocéndrias 61

Os espectros de absorcéo obtidos para CCO em diferentes estados
de oxidacdo foram registrados e encontrados como muito similares aos
espectros de acdo para respostas biologicas a luz. Hipotetiza-se que essa
absorcdo de energia luminosa possa causar fotodissociagdo do Oxido
nitrico 2 levando ao aumento da atividade enzimatica, do transporte de
elétrons, da respiracdo mitocondrial e da producao de trifosfato de adenosina
(62),

Por sua vez, a PBMT altera o estado redox celular, que induz a
ativacdo de inumeras vias de sinalizacao intracelular, e altera a afinidade dos
fatores de transcricao relacionados a proliferacdo celular, sobrevivéncia, reparo
e regeneracao tecidual 63).

O sucesso da PBMT e seus respectivos efeitos sdo dependentes do
comprimento de onda, da energia aplicada, da dose utilizada e do tempo de
aplicacdo, sendo estes parametros responsaveis pelos resultados encontrados
nos mais variados estudos apresentados na literatura, tais como aumento na
proliferacéo celular, na produgdo mitética, na sintese de proteinas ¢4 aumento
na producéo de colageno e diminuicdo do stress oxidativo aumentando (16,

Ha uma janela Optica entre cerca de 650 nanometros (nm) a 1200
nm em que o processo de penetracdo da luz nos tecidos biolégicos sao
maximizados, para tanto a utizacdo da fotobiomodulacédo utiliza vermelho e
infravermelho préximos aos 600-1100 nm ©2),

De acordo com a Primeira Lei de Fotoquimica, os fétons de luz
devem ser absorvidos por cromoéforos que séo fotoreceptores moleculares para
ocorrer a reacao fotoquimica 9.

Através de fétons e a energia depositados nos tecidos ocorre um
efeito biologico estimulando a producdo de ATP gerada pela célula atuando

diretamente na mobilidade idnica, dessa forma potencializando a bomba de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4126803/#R9

sodio e potassio, mantendo com maior eficacia a diferenca de potencial de
acao intracelular e extracelular (66)

Quando a célula é submetida a fotobioestimulacdo, observa-se um
aumento na producédo de ATP, maior atividade da enzima fosfatase alcalina, o
que incrementa a proliferagdo celular, e ainda maior expressao de citocinas
como IL-6, sugerindo que a irradiacéo a laser tem efeito terapéutico adicional
por estimular a producédo de citocinas, promovendo a comunicacgao intercelular,
sua migracdo e sua proliferacdo para auxiliar no processo de cicatrizacao
tecidual 7).

As mitocondrias desempenham um papel importante na geracéo de
energia e metabolismo, e por componentes da cadeia respiratéria celular na
membrana plasmatica, sendo que ambas estdo envolvidas no mecanismo de
efeitos da fotobiomodulacdo, pois € onde acontecem a absorcdo de radiacao
visivel e sdo consideradas como os principais mecanismos de acao da luz a
nivel celular ©3),

Um estudo onde foi realizada a fotobioestimulacgdo em
mitocondrias isoladas, o0 resultado apresentou aumento do potencial
electroquimico de prétons e da sintese de adenosina trifosfato (ATP) (©8),
aumento da sintese de RNA e proteina, e um aumento do consumo de
oxigénio, do potencial de membrana mitocondrial, e da sintese de ATP e
NADH ©9),

O citocromo c oxidase (CCO) apresenta ser o principal
fotoreceptor a luz vermelha nas células, tendo semelhancas ao espectro de
absorcdo em diferentes estados de oxidacdo ©2. Na interacdo da
fotobiomodulacdo, este pode produzir uma mudanca no potencial redox
aumentando a producdo de espécies reativas de oxigénio e atividade redox
das células e estas respostas catabdlicas podem induzir mudancas em
fatores de transcricdo regulados por mudancas no estado redox celular
sendo o mais importante o fator nuclear kB (NF-kB) (63 (70),

A producédo ou a liberacdo, ou seja, a regulacdo de oxido nitrico
(NO) através da fotobiomodulacéo, pode ocorrer a partir da mitocondria por
dissociacdo a partir de armazenamentos intracelulares (Y, ou por

dissociacdo de NO a partir do CCO (72,



2.5 Cicatrizacao e Fotobiomodulacéo por Laser

Estudos envolvendo a utilizagcdo da PBMT apresentaram incremento
na cicatrizacado tecidual aumentando a producdo de radicais livres e de
perdxido lipidico quando irradiadas no comprimento de onda de 660 nm 3, em
tenddes de ratos andlises bioquimicas dos tenddes revelaram um aumento de
26% na concentracdo de colageno, com o uso de LASERS HeNe de 632.8 nm
HeNe diariamente a 1.0 J/ cm? (-2) por 14 dias em comparacdo com O0S
controles (/4

A PBMT em 904 nm poténcia de saida média de 0,7 mW de
irradiancia média; 0,2 J/cm2?de fluéncia total reduziu a resposta inflamatéria e
foi capaz de aumentar a proliferacdo celular, a deposicdo de colageno e
contracdo da ferida no processo de reparo de feridas de queimaduras,
diminuindo o nivel de TNF-a e NF-kB, e regulados os niveis de proteina de
VEGF, FGFR-1, HSP-60, HSP-90, o HIF-1a e metaloproteinases, reduzindo a

resposta inflamatéria e aumentando a proriferacéo celular 7).

O tratamento a laser com 50 mW em 808 nm e dos e fluéncia de
142,4 J | cm 2 foi mais eficiente que 100 mW na reducao da inflamagé&o celular
e diminuiu a expressado de IL-1B e IL-6. No entanto, o tratamento de 100 mW
levou a uma reducédo maior do TNFa em comparagdo com o tratamento de 50
mw (12),

O tempo de exposicao avaliado em 810 nm com 5 e 50 mW com
energia de 3 e 30 jlcm 2 respectivamente durante 5 dias demonstrou apo6s
analise no marcador inflamatorio prostaglandina sérica E2 (PGE2), que tempos
de iluminagdo mais longos foram mais eficazes do que os tempos curtos e é

altamente eficaz no tratamento inflamatéria reumatdide nestes parametros (/6).

Os grupos tratados com laser de baixa intensidade mostraram uma
reducdo estatisticamente significativa na ferida em lesGes cutaneas de rato
aumentando a repitelizacdo e a cicatrizacdo e tem um efeito imunomodulador
em TGF-beta expressdo em locais de cicatrizacao de feridas, nos parémetros

de 15 mW de poténcia, com uma dose de 3,8 J/ cm ( 2), por 15 segundos (/7).

Dois grupos laser de 660nm a uma fluéncia de 30 ou 40J / cm2 e

cirurgia de retalho cutaneo irradiada com laser de 780nm em uma fluéncia de



30 ou 40J / cm2?e em ambos a irradiacdo foi capaz de modular a secrecédo de
VEGF, a atividade de MMP-2 e a expressao de HIF-1a (78,

A angiogénese, 0 crescimento de novos vasos sanguineos a partir
de vasos pré-existentes, representa um excelente alvo terapéutico para o
tratamento de cicatrizacdo de feridas e doenca cardiovascular, e a
fotobiomodulacdo aumenta a expressdo de VEGF e proliferacdo de células
endoteliais vasculares através da ativacdo de ERK / Spl via, sendo importante
aspecto no processo de reparo tecidual 9.

As vantagens da fotobiomodulacdo foram observadas em tratamento
de estenose de traquéia reduzindo a gravidade do processo inflamatério
biomodulando a quantidade de tecido de granulagdo e melhorando o
tratamento da cicatrizacdo da estenose traqueal €9,

Na odontologia os tratamentos com as irradiacdes em tratamentos
peiodontais de periodontites utilizando um laser de diodo com um comprimento
de onda de 808 nm com densidade de energia de 4 J / cm? (2), irradiados no
primeiro, segundo e sétimo dia de tratamento, mostraram significativa melhora
no indice de sangramento do sulco, na dor e edemama apesar de nao ter
apresentado melhora nos indices de cura apés a fotobiomodulagdo ©b.

Ainda na odontologia, resultados na melhora de tratamentos orais
foram observados apos procedimento de remocéo cirargica de pré molares
reduzindo o desconforto pés operatério relacionado a dor apesar de ndo haver
melhorado o processo de cicatrizacdo quando tratados com 5,1 J (60 J / cm2?)
de densidade de energia de um laser diodo de galio-aluminio-arseneto
(GaAlAs) com comprimento de onda, 830 nm; poténcia de saida, 0,1 W) em
trés pontos diferentes intraoralmente, 1 cm do tecido-alvo imediatamente e as
48 e 72 h apés o procedimento cirtrgico 2,

Em uma tentativa de diminuir a incidéncia de deiscéncia poés-
operatdrias ap0s a reparacao cirargica a irradiagdo a laser no comprimento de
onda 685 nm com 25 mW de poténcia e energia de 0,19 J foi realizada
imediatamente ap0s a incisdo cirargica corretiva em 23 neonatos com
mielomeningocele e revelou um declinio significativo na deiscéncia da ferida
operatoria, evitando morbidades, bem como a reducdo do periodo de

internacao ).



Em deicéncia de safecnotomia o tratamento com a fotobiomodulag&o
revelaram aumento do tecido de granulacéo, reduziu a inflamacéo e houve
alivio da dor a partir da primeira aplicagéo realizada 30 dias de pGs operatorio
(84),

Em Ulceras diabéticas crbnicas que ndo responderam a outros
tratamentos a PBMT promoveu uma granulacdo rapida concluindo que a
técnica pode encurtar o periodo de tempo necessario para alcancar
completa cicatrizacdo com 685 nm, densidade de energia 10 J/cm2? por 20
semanas. ©%),

Tratamento com PBMT no comprimento de onda de 632,8
nm, 30 mW de poténcia parece ser um método eficiente e viavel, indolor e
de baixo custo relativos as Ulceras de reparacao de tecidos em lesdo em pé de
diabético tipo I, reduzindo de maneira significativa o tamanho da ferida (9.

Os efeitos da PBMT em fibroblastos da pele humana cultivados em
uma alta concentracédo de glicose mostraram maior viabilidade e proliferacao
celular sugerindo que a irradiacdo teve efeito estimulatorio sobre a taxa de
proliferacdo em densidades de energia de 0,5, 1 e 2 J/ cm2213),

Em queimados diabéticos a taxa de faléncia do enxerto e amputacéo
€ alta devido a perfusao tecidual prejudicada e o tratamento utilizando de 650
nm , 2 J/cm2 para o leito da ulcera e um infravermelho de 810 nm laser de luz 6
J/icm (2) para as margens proporcionou completa cura em oito semanas de
tratamento mostrando ser este um tratamento promissor para vitimas de

queimaduras, especialmente diabéticos €7,

2.6 Colageno e Propriedades Mecéanicas da Pele

LesBes na pele, induzidas por traumas, procedimentos cirdrgicos,
queimaduras ou infec¢bes, estimulam a liberacdo de varias substancias
quimicas que participam do processo inflamatério agudo, provocando
alteracdes no tecido como migracéo celular, proliferacdo de células estromais,
sintese de matriz extracelular, direcionando para a remodelacdo do tecido

lesionado. Estas lesdes podem acometer varias estruturas levando a uma



descontinuidade da integridade e alteracdo de propriedades especificas do
tecido (88) (89)

As alteracOes das propriedades mecanicas da pele apds um processo
lesivo ou tratamento cirdrgico comecaram a serem descritas a varios anos
atrds, quando foi demonstrado a importancia do coladgeno na melhora da
resisténcia do pele ©® ©1) O colageno sintetizado pelas células tem uma
importéancia fundamental na constituicdo da matriz extracelular no tecido
conjuntivo, sendo responsavel por suas propriedades fisicas. O colageno pode
formar fibras com organizacdes especificas dependendo do tecido bioldgico e
esta organizacao pode sofrer perturbacdes importantes apds o processo lesivo
(92),

Estas alteracBes quantitativas e qualitativas do colageno interferem
diretamente nas propriedades mecanicas do tecido bioldgico 3. Desta forma,
nao apenas sua concentracdo como também a proporcédo do tipo de colageno,
bem como a organizacdo destas fibras podem alterar a resisténcia do tecido ©4
(95).

Atualmente, o coldgeno € bastante estudado em associagdo com
biomateriais na engenharia de tecidos, apresentando resultados promissores
como bio-substitutos de diversos tecidos, entre eles ossos, tenddes, vasos e
pele ©8 ©7) No entanto o colageno pode sofrer acdo de enzimas especificas
que promovem sua biodegradacdo, reduzindo de forma significativa suas
propriedades mecanicas 8. Porém, apesar de ser conhecida a importancia do
colageno nas propriedades mecéanicas do tecido, alguns fatores como sua

proporc¢ao, distribuicdo e organizagéo ainda néo foram totalmente esclarecidos.



3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a acao da fotobiomodulacdo na fase de proliferagdo no
reparo de feridas cutaneas induzidas em ratos desnutridos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Analisar a acdo da terapia por fotobiomodulacdo na
imunomarcacédo de MMP3 e MMP9.

2- Analisar a acdo da terapia por fotobiomodulacdo no colageno
total, colageno tipo | e colageno Ill, analisado por microscoscopia por luz
polarizada.

3- Analisar a acdo da fotobiomodulagdo no comportamento das
propriedades mecanicas do tecido cicatricial por meio de maquina universal de

ensaio.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostra

A amostra foi composta por 40 Rattus novergicus da linhagem
Wistar machos adultos com 12 semanas, provenientes do biotério central da
Universidade Nove de Julho, mantidos em condicbes controladas de
luminosidade e temperatura, com agua ad libitum, 20 animais receberam
alimentacado hipoprotéica a 8% a ser descrita no protocolo do quando 4.3, e

20 animais controle receberam dieta normoproteica comercial Nuvilab a 25 %.

4.2 Aspectos Eticos

Todos o0s procedimentos experimentais foram submetidos a
avaliacdo do Comité de Etica da Universidade Nove de Julho e aprovados sob
protocolo (AN 0031.2014), e estdo de acordo com as normas do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal — COBEA e aos padrbes de

experimentacdo animal do International Council for Laboratory Animal Science.

4.3 Dieta

Foram empregados dois padrdoes de dieta semi purificadas para o
experimento: dieta normoproteica (comercial NUVILAB) contendo 25% de
proteina (caseina de alto valor bioldgico) e dieta hipoprotéica, contendo 8% de
proteina (caseina, sendo a diferenc¢a substituida por amido), conforme descrito

no quadro 1.



4.4 Protocolo de desnutricao

O protocolo de desnutrigdo 9 (100) foj iniciado ao desmame, quando
0S animais passaram a receber uma racao especial com baixo teor de proteina
(8,40%) (caseina, sendo a diferenca substituida por amido), e dieta
normoproteica contendo 25% de proteina (caseina de alto valor bioldgico) e

dieta hipoprotéica, conforme descrito no quadrol.

Quadro 1. Composicéo da racao hipoproteica utilizada no protocolo de
desnutricdo

Perfil Cal6rico % % Kcal
Proteina 8,40 9,05
Carboidrato 69,09 74,42
Gordura 6,82 16,53
Kcal/g 3,7 -

4.5 Grupos experimentais

Para compor 0s grupos experimentais do projeto foi realizado um
calculo amostral com base nos estudos de Rambo et al., (2014), com poder de
teste de 80 e nivel alfa de 0,05, resultando em uma amostra minima de 05
animais, por grupo, totalizando 40 animais (19,

Foram utilizados 40 ratos. Vinte (20) ratos receberam dieta
hipoprotéica, vinte (20) ratos receberam dieta normoprotéica. Estes animais
foram distribuidos em 2 subgrupos conforme o tempo experimental de 7 e 14

dias apds a confecgéo das lesbes, conforme a Figura 3.



Figura 3. Distribuicdo dos grupos e sub grupos experimentais.
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4.6 Confeccéo das lesbes cutaneas experimentais

Apds a pesagem, os animais foram anestesiados, com uma mistura
87 mg/Kg, Dopalen® e xilazina 13 mg/Kg, Anesadan® e Vetbrands por via intra
peritonial.

Uma vez anestesiados, 0os animais foram posicionados em decubito
ventral, o local foi desinfectado com o alcool-iodado, e foi realizada a tricotomia
na regido do dorso do animal.

Para realizagdo de cada uma das 4 feridas, foi utilizado um "punch”
de 8mm de diametro permitindo a remocéo de uma area circular da pele.

Foram realizadas 4 feridas em cada animal, com localizacdo a
porcdo média / lateral do plano sagital mediano.

Ap6s a confeccdo das feridas os animais foram colocados em
gaiolas limpas, sendo 01 em cada uma, com agua e racdo apropriada de
acordo com o grupo experimental.

Foi utilizado como medicamento analgésico Tramadol (TRAMAL -
Teuto®) por 3 dias apds a confeccéo das lesbes cutaneas na dose de 5 mg/kg,

de 4/4 horas, via intra-muscular, para evitar que os animais tivessem dor.



4.7 Terapia por fotobiomodulacéao

A fotobiomudulacdo foi aplicada utilizado um laser de baixa
intensidade, modelo Thera Laser da marca DMC operando no comprimento de
onda 660 nm, densidade de energia de 72 J/cm? com a poténcia de 50 mW,
sendo a area do feixe de 0,028 cm?, energia entregue de 2 Joules, area total de
energia de 08 Joules, com um tempo de irradiacdo de 40 segundos por ponto.

A aplicacdo da irradiacao foi iniciada apds a confeccdo das lesdes
cutaneas, e em dias alternados, nos grupos experimentais normoproteico
tratados e hipoproteico tratados até o dia da eutanasia de cada grupo. Os

normoproteicos e hipotpoteicos néo tratados nao receberam tratamento.

Tabela 1 — Parametros da terapia por fotobiomodulacéo.

Densidade de Energia 72J3/cm?
Comprimento de onda 660 nm
Poténcia 50W

Area do feixe 0,028 cm?
Tempo de Aplicacéo 40 segundos
Técnica contato
Energia 2]
Densidade de Poténcia 1,78 J/lcm?
Energia Total 8J

4.8 Eutanésia

Os animais foram identificados, pesados e posteriormente

eutanasiados administrando-se, Tiopental (THIOPENTAX - Cristalia) dose de



100mg/kg (DL) por via intraperitoneal associado a lidocaina 10mg/ml
(Xylestesin - Cristalia).

As amostras obtidas foram distribuidas da seguinte maneira:
amostras congeladas e armazenadas em freezer -80 graus para teste de
resisténcia mecanica; amostras fixadas em formol a 10% para procedimentos

histoldgicos e de imunohistoquimica..

4.9 Procedimentos histolégicos e quantificacao

As amostras foram fixadas com formol e submetidas a técnica
histol6gica classica para inclusdo em parafina, composta pela seguinte
sequéncia: desidratacdo em concentracdes crescentes de alcool; diafanizacéo
com xilol que permitiu a penetracdo de parafina na peca; impregnacdo em
banhos de parafina e inclusdo em moldes; cortes transversais com uma
espessura de 4 (um) micrometros e montagem em bélsamo sintético. As

seccOes obtidas foram coradas em Picrosirus red.

A observacao das fibras de colageno coradas por picrosirius red foi
realizada por meio de luz polarizada, uma vez que este método permite a
diferenciacdo do colageno tipo | (birrefringéncia laranja-amarelo a laranja e
vermelho) e tipo Il (birrefringéncia verde ou amarelo-verde). De cada lamina,
cinco (5) campos histologicos foram capturados com camera digital (5,0 mm)
as fotomicrografias foram realizadas com aumento de 40x. As imagens foram
analisadas com auxilio do software Image-Pro Plus 4.5, (Media Cybernetics,
MD, EUA), obtendo-se o percentual de colageno de cada tipo | e Il de acordo

com a selecdo e medigéo de areas com base na cor. (Figura 4 e 5)
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4.10 Teste de propriedades mecanicas da pele

O ensaio de tracdo foi realizado em equipamento do tipo
Tensibmetro Maquina Universal de Teste, 200N que possui interface com
microcomputador e os dados do ensaio foram processados e expostos através
do software Tesc. A amostra de pele (ferida cutanea) foi fixada a maquina
universal de teste, utilizando uma garra (acessorio) que contém ranhuras em
sua superficie (para auxiliar na fixacdo da pele) mediante compresséo
realizada pelo ajuste de um parafuso, evitando o escorregamento do tecido
cutaneo durante o ensaio (Figura 6). Apos a fixacdo da amostra, foi aplicada
pré-carga de 200 gramas (2 N) durante 30 segundos, com intuito de promover
acomodacdo do sistema, evitando-se possiveis folgas no conjunto maquina,
acessorio e amostra. Apds a pré-carga 0 ensaio prosseguiu, com velocidade
pré-estabelecida de 5 mm/min. A carga aplicada foi registrada pelo software em
intervalos regulares de alongamento até o momento de ruptura do tecido
cutaneo. A partir dos graficos (carga “versus” alongamento) de cada ensaio,
foram obtidas e analisadas as seguintes propriedades mecanicas: elasticidade

e tensdo maxima (Figura 7).
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Figura 7. llustrac@o da execucéo do teste de resisténcia mecanica das feridas
cutaneas realizadas na maquina universal de ensaio.



4.11 Propriedades Mecanicas da Pele

Os animais foram eutanasiados apos 7 ou 14 dias do inicio do
tratamento. Dois retalhos da pele da regido dorsal de cada animal, onde foram
realizadas as lesdes cutaneas, foram removidos para posteriores analises.

As dimensdes dos retalhos cutaneos (largura, espessura) foram
registradas para normalizacdo das amostras e em seguida foram fixadas em
grampos (pincas) especificas, ha maquina de ensaio mecanico (Intermetric
200). Foi mantida a distancia de 5 cm entre os fixadores. (Figura 8).

Imediatamente apds a fixacdo dos retalhos cutaneos, foi realizado o
ensaio ciclico de tracao vertical, utilizando velocidade de carga e descarga de
10 mm/min, e aumento de 1 mm por carga até o momento da ruptura. (Figura
7).

Vérios testes de carregamento e descarregamento de forcas foram
realizados até o momento da ruptura do tecido cutaneo. Neste momento, o
teste de tracdo mecanico foi interrompido automaticamente. Os valores de
Forca méxima e Deformacdo até o momento da ruptura foram registrados
(Figura 8)..
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Figura 8: Gréfico do ensaio de Tracdo: Curva tipica de registro durante a
aplicacao das forcas de carregamento e descarregamento.

4.12 Imuno-histoquimica

As seccles obtidas e reservadas para o procedimento de imuno-

histoquimica foram lavadas em solucéo salina tamponada com fosfato (PBS) e



a atividade de peroxidase endogena foi bloqueada com H202 a 0,3% em
metanol durante 30 min. As secc¢des foram lavadas em PBS (6 x 5 min
lavagens) e montadas com soro de cabra normal a 1% em PBS durante 30
min. Subsequentemente, as laminas foram incubadas na presenca de anticorpo
primario aplicado durante a noite a 4° C. Os anticorpos primarios utilizados
foram: SOi (1:1000) ; MMP-3: anticorpo de coelho anti-MMP-3 (1:500), (ab-
53015, Abcam, Toquio, Japdo), MMP-9: anticorpo anti-MMP-9 (1:500), (sc-
6840, Santa Cruz Biotechnology, Inc.), uma reacdo de coloracéo foi realizada
com diaminobenzidina (Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japdo) e o0s
ndcleos foram contra corados com hematoxilina. As areas de coloracdo positiva
para cada uma das marcas foram observadas sob um microscopio de luz
(E200, Nikon, Japéo) e as imagens foram capturadas por um microcomputador
equipado com o software IC Capture 2.2 (The Imaging Source, Alemanha). De
cada amostra, 4 imagens foram gravadas de diferentes campos de visao,
incluindo cada parte do corado, usando uma objetiva de 10x para que o
comprimento fosse capturado. Uma vez capturadas, as imagens foram
analisadas usando um sistema de analise de imagens baseado em software

(Image-Pro Plus® 4.5, Media Cybernetics, MD, EUA).(Figura 9)
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Figura 9. Imagem ilustrativa da quantificacdo das &reas imuno marcadas apos
o procedimento de imuno-histoquimica utilizando o programa Image-Pro plus
4.5.

4.13 Andlise 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 distribuicdo normal, foi aplicado o teste de analise
de variancia ANOVA one way e “post hoc test”, o teste de Bonferroni foi usado
para comparacdes entre grupos experimentais. Todos os dados foram
expressos como valores de média e desvio padrdo. Utilizou-se o software
Prism® 5 (GraphPad, CA, EUA). Diferencas da hipétese nula foram

consideradas significativas quando p <0,05.



5 RESULTADOS

5.1 Picrosirius Red - Colageno tipo |

O colageno tipo | foi identificado por luz polarizada e quantificado em
porcentagem por area analisada (mm?). Aos 7 dias apdés a realizacdo das
lesBes, 0 grupo controle apresentou area média marcada para colageno tipo |
(62,80 £ 5,14), que foi comparada estatisticamente com 0s seguintes grupos:
lesdo normoproteica (42,87 = 5,62), lesdo hiperproteica (32,59 + 3,04) e
hiperproteico PBMT (39,01 + 4,27), observou-se diferenca estatistica (p
<0,001), e em compara¢do com o grupo normoproteico PBMT (54,87 + 3,62) a
diferenca encontrada foi (p <0,01). Na comparacao entre lesdo normoprotéica e
os demais grupos obteve-se diferenca estatistica para o grupo das lesdes
hiperproteicas, (p <0,01), os grupos normoproteico PBMT e hipoproteico PBMT
ndo apresentaram diferenca estatistica quando comparados. No entanto, na
comparacao entre o grupo com leséo hipoproteica e o PBMT normoproteico,
observou-se diferenca estatistica (P <0,001). Quando a comparacao foi entre
0s grupos tratados com PBMT (PBMT normoproteico x PBMT hipoproteico),
observou-se diferenca estatistica com valor (P <0,001). (Figura 10. e 11)

Aos 14 dias, o grupo controle (62,80 £ 5,14) comparado com 0 grupo
com lesdo normoproteica (51,01 + 8,24) apresentou diferenca estatistica (p
<0,05) em comparacdo com o grupo com lesao hipoproteica (40,80 = 5,39) (p
<0,001), mas quando comparados com 0s grupos que receberam tratamento, a
PBMT normoproteica (61.047 = 9.07) e a PBMT hipoproteica (55.23 + 7.3) nao
apresentaram diferenca estatistica. No entanto, a comparacdo do grupo com

lesdo normoproteico com os demais grupos nao apresentou diferenca



estatistica (p> 0,05). J& na comparacao do grupo com lesdo hipoprotéica houve
diferenca estatistica (p <0,01) apenas em comparacdo com O grupo
normoproteico PBMT. Os grupos comparados tratados com PBMT
normoproteico e PBMT hipoproteico ndo apresentaram diferenca estatistica (p>

0,05). (Figura 10 e 12)

5.2 Picrosirius Red - Colageno tipo lll

Na andlise também identificada por luz polarizada e quantificada em
porcentagem pela area analisada do colageno tipo Il (mm?), observou-se que
em 7 dias o grupo controle apresentou uma area média marcada para colageno
tipo Il (70,87 + 5,62) que quando comparado aos grupos: lesdo normoproteica
(32,87 + 6,2), obtivemos diferenca estatistica (P <0,01). Na comparacdo com a
les&o do grupo hiperproteico (28,59 + 3,06) houve diferenca estatistica (p
<0,001). Nos grupos que receberam PBMT, foi encontrada uma diferenca
estatistica com o grupo hiperproteico PBMT (32,01 £ 4,91) com (p <0,05) e nédo
houve diferenca em comparacdo com o0 grupo normoproteico PBMT (47,87 *
8,67). (Figuras 10 e 13)

Ao comparar 0 grupo normoproteico com os demais grupos, houve
diferenca estatistica apenas com o grupo normoproteico PBMT (p <0,05). Em
comparacdo com 0O grupo hipoprotéico, houve diferenca com 0 grupo
normoproteico PBMT (p <0,001). Na comparacéo entre 0os grupos tratados com
PBMT (PBMT normoproteico x PBMT hipoproteico), encontramos diferenca
entre os grupos com valor de (p <0,01). (Figura 12. e 15).

Aos 14 dias, observou-se diferenca estatisticamente significante (p

<0,001) entre os grupos controle (70,87 + 5,62) e normoproteico (41,20 + 6,72),



lesdo hipoprotéica (35,90 = 6,72), PBMT hipoproteica (40,18 + 6,04); em
comparacdo com o grupo normoproteico PBMT (55,70 £ 8,91) ndo houve
diferenca (p> 0,05). Na comparacao entre 0 grupo normoproteico e os demais
grupos, nao foi observada diferenca estatistica (p> 0,05), com nenhum dos
grupos comparados (lesdo hipoproteica, PBMT hipoproteico, PBMT
normoprotéico). Quando realizamos a comparacdo do grupo com leséo
hipoprotéica, observamos diferenca apenas para o grupo normoproteico PBMT
(P <0,01). Na comparacdo entre os grupos tratados com PBMT (PBMT
normoproteico e PBMT hipoproteico) a diferenca estatistica apresentada para a

porcentagem de colageno tipo Il foi (p <0,05). (Figura 10 e 14).

Lesdo
Normoproteico

Normoproteico PBMT

Lesdo
Hipoproteico

Hipoproteico PBMT

7 dias 14 dias

Figura 10. Imagens representativa obtidas por meio de cortes histologicos
corados com picrosirus red e visulados em microscopio com luz polarizada o
que permitiu a contagem do porcentual de de colageno tipo Ill e I, bem como
0 entrelacamento aos 7 e 14 dias apo0s a lesdo experimental nos grupos
normoproteico, hipoproteica, normoproteico PBMT, hipoproteico PBMT. x 40.
Barra de escala = 20 uym.
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Figura 11. Representacdo da andlise do percetual de colageno tipo | aos 7 dias
apos a confecdo das lesdo cutaneas, comparando dos grupos: grupo de
normoproteico; grupo de hipotroteico; grupo normoproteica PBMT; grupo
hipotroteica PBMT. Os valores estdo representados em média e desvios
padrao (DP). ** P <0,001 para compara¢gdo com normoproteico; ## P <0.01 e
### P <0.001 para comparagdo com o grupo hipoproteico ; ® P <0,05, ® ® P
<0,01, ® ® ® P na comparagdo entre os grupos normoproteico PBMT e
hipoproteico PBMT. Foi utilizado o teste post-hoc de Bonferroni para
comparagoes.
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Figura 12. Representacdo da andlise do percetual de colageno tipo | aos 14
dias apos a confecédo das lesdo cutaneas, comparando dos grupos: grupo de
normoproteica; Grupo hipotroteico; Grupo normoproteica PBMT; Grupo
hipotroteica PBMT. Os valores estdo representados em meédia e desvios
padrao (DP). ** P <0,001 para compara¢cdo com normoproteico; ## P <0.01 e
### P <0.001 para comparacdo com o grupo hipoproteico ; ® P <0,05, ® ® P
<0,01, ® ® ® P, na comparagcdo entre os grupos normoproteico PBMT e



hipoproteico PBMT . Foi utilizado o teste post-hoc de Bonferroni para
comparacoes.
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Figura 13. Representacado da andlise do percetual de coladgeno tipo Ill aos 7
dias apos a confecdo das lesdo cutaneas, comparando dos grupos: Grupo
normoproteica; grupo hipotroteico; grupo normoproteico PBMT; gupo
hipotroteico PBMT. Os valores estdo representados em média e desvios
padrao (DP). ** P <0,001 para compara¢gdo com normoproteico; ## P <0.01 e
### P <0.001 para comparagdo com o grupo hipoproteico ; ® P <0,05, ® ® P
<0,01, ® & ® P na comparagdo entre os grupos normoproteico PBMT e
hipoproteico PBMT. Foi utilizado o teste post-hoc de Bonferroni para
comparacoes.
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Figura 14. Representacdo da analise do percetual de colageno tipo Ill aos 14
dias apdés a confecdo das lesdo cutaneas, comparando dos grupos grupo
normoproteico; hrupo hipotroteico; grupo normoproteica PBMT; grupo
hipotroteico PBMT. Os valores estdo representados em média e desvios
padrao (DP). ** P <0,001 para compara¢cdo com normoproteico; ## P <0.01 e
### P <0.001 para comparagcdo com o grupo hipoproteico ; ® P <0,05, ® ® P
<0,01, ® ® ® P na comparagdo entre os grupos normoproteico PBMT e



hipoproteico PBMT . Foi utilizado o teste post-hoc de Bonferroni para
comparacoes.

5.3 Propriedades Mecéanicas da Pele

5.3.1 Forga Méxima — Fmax

Os testes de propriedades mecanicas da pele foram conduzidos
(Fmax, Dmax, e espessura da pele). Aos 7 dias ap0s a realizacdo das lesdes, o
grupo normoproteico apresentou area para Fmax (N) (13,27 + 0,77), que foi
comparada estatisticamente com 0s seguintes grupos normoproteico PBMT
(12,84 * 0,45); hiperproteico (7,60 £0,28) e hiperproteico PBMT (12,11 £ 0,93),
observou-se diferenca estatistica (p <0,001), apenas na comparacdo com o
grupo hipoprotéico. Na comparagdo entre o grupo normoproteico PBMT e o
grupo hipoprotéico, também observou-se diferenca estatistica de (p <0,001).
Quando a comparacao foi entre os grupos tratados com PBMT (PBMT
normoproteico x PBMT hipoproteico), ndo foi observado diferenca estatistica
com valor (p <0,05). Ja na comparacdo entre 0os dois grupos hipoprotéico
(tratado com PBMT e néo tratado) foi verificada diferenca estatisticas de (p

<0,001) (Figura 15).
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Figural5. Comparacao da Forca maxima (Fmax) da pele na area da cicatriz
entre normoproteicos e hipoproteicos tratados e nao tratados com PBMT. Em
A- valores de forca maxima 7 dias ap0s a confeccdo das lesdes. Os valores
estdo representados em média e desvios padréo (DP). * P <0,05; *** P <0,001
para comparagdo0 com normoproteico; para comparagdo com O grupo
normoproteico PBMT ## P <0.01 e ### P <0.001; comparagdo com O grupo
hipoproteico; ® P <0,05, ® ® P <0,01, ® ® ® P<0.001; para comparagao entre
0S grupos normoproteico. Foi utilizado o teste post-hoc de Bonferroni para
comparagoes.

Aos 14 dias, os testes de propriedades mecéanicas da pele foram
conduzidos (Fmax, Dmax, e espessura da pele). Aos 14 dias apés a realizacéo
das lesbes, o grupo lesdo normoproteico apresentou média para Fmax (N)
(13,00 = 0,66), que foi comparada estatisticamente com 0s seguintes grupos
normoproteico PBMT (15,79 + 0,88); lesdo hiperproteica (9,03 0,34) e
hiperproteico PBMT (9,09 £ 0,94), observou-se diferenca estatistica (p <0,001),
na comparacdo com 0S grupos normoproteico PBMT , hipoprotéico,
hipoprotéico PBMT. Na comparacdo entre o grupo com lesdo normoproteica
PBMT e o grupo hipoprotéico, também se observou diferenca estatistica de (p

<0,001). Quando a comparacdao foi entre os grupos tratados com PBMT (PBMT

normoproteico x PBMT hipoproteico), ndo foi observado diferenca estatistica



com valor (p <0,05). Ja na comparacdo entre os dois grupos hipoprotéico
(tratado com PBMT e néo tratado) foi verificada diferenca estatisticas de (p

<0,001). (Figura 16)
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Figuralé. Comparacdo da Forca maxima (Fmax) da pele na area da cicatriz
entre normoproteicos e hipoproteicos tratados e nao tratados com PBMT. Em
A- valores de forca maxima 14 dias apos a confeccdo das lesdes. Os valores
estdo representados em média e desvios padréao (DP). * P <0,05; *** P <0,001
para comparagdo0 com normoproteico; para comparacdo com O grupo
normoproteico PBMT ## P <0.01 e ### P <0.001; comparagcdo com O grupo
hipoproteico; ® P <0,05, ® ® P <0,01, ® ® ® P<0.001; para comparagao entre
0S grupos normoproteico. Foi utilizado o teste post-hoc de Bonferroni para
comparagoes.

5.3.2 Deformacado Maxima — Dmax

Aos 7 dias apdés a realizacdo das lesbBes, o0 grupo leséo
normoproteica apresentou area para Dmax (N) (2,80 + 0,10), que foi
comparada estatisticamente com 0s seguintes grupos normoproteico PBMT
(2,45 £ 0,10); leséao hiperproteica (2,73 + 0,15) e hiperproteico PBMT (3,28 +

0,16), observou-se diferenca estatistica (p <0,05), em comparacdo com o grupo



hipoprotéico PBMT e também para a comparacdo com o grupo hipoprotéico
PBMT (p <0,01)) (Figura 17 e 19).

Na comparacédo entre o grupo com lesdo normoproteica PBMT e o
grupo hipoprotéico, também observou-se diferenca estatistica de (p <0,001).
Quando a comparacao foi entre os grupos tratados com PBMT (PBMT
normoproteico x PBMT hipoproteico), foi observado diferencga estatistica com
valor (p <0,001). J& na comparacao entre os dois grupos hipoprotéico (tratado
com PBMT e ndo tratado) foi verificada diferenca estatisticas de (p <0,001)

(Figura 17 e 19).
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Figura 17. Comparacdo da Deformacdo maxima (Dmax) da pele na area da
cicatriz entre normoproteicos e hipoproteicos tratados e nao tratados com
PBMT. Em A- valores de Dmax 7 dias ap0s a confeccéo das lesdes. Os valores
estdo representados em média e desvios padrédo (DP). * P <0,05; *** P <0,001
para comparagdo com normoproteico; para comparacado com O grupo
normoproteico PBMT ## P <0.01 e ### P <0.001; comparacdo com 0O grupo
hipoproteico; ® P <0,05, ® ® P <0,01, ® ® ® P<0.001; para comparagao entre
0S grupos normoproteico. Foi utilizado o teste post-hoc de Bonferroni para
comparacoes.

Aos 14 dias, os testes de propriedades mecanicas da pele foram
conduzidos (Fmax, Dmax, e espessura da pele). Aos 14 dias apos a realizacao

das lesdes, o grupo lesdo normoproteico apresentou media para Fmax (N)



(3,09 £ 0,08), que foi comparada estatisticamente com 0s seguintes grupos
normoproteico PBMT (2,47 £ 0,15); lesdo hiperproteica (2,69 + 0,36) e
hiperproteico PBMT (2,80 + 0,50), ndo foi observado diferenca estatistica com

no cruzamento estatistico entre os grupos tratados com PBMT . (Figura 18 e

20)
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Figura 18. Comparacdo da Deformacdo maxima (Dmax) da pele na area da
cicatriz entre normoproteicos e hipoproteicos tratados e ndo tratados com
PBMT. Valores de Dmax 14 dias apds a confeccdo das lesbes. Os valores
estdo representados em média e desvios padrao (DP). * P <0,05; *** P <0,001
para comparacdo com normoproteico; para comparacdo com O grupo
normoproteico PBMT ## P <0.01 e ### P <0.001; compara¢cdo com 0 grupo
hipoproteico; ® P <0,05, ® ® P <0,01, ® ® ® P<0.001; para comparagao entre
0S grupos normoproteico. Foi utilizado o teste post-hoc de Bonferroni para
comparacdes.
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Figura 19. Comparacéo da relacdo entre Forca maxima x Deformacdo maxima
(Dmax) da pele na area da cicatriz entre normoproteicos e hipoproteicos
tratados e nado tratados com PBMT. Valores de Fmax x Dmax 7 dias apos a
confeccdo das lesdes. Em B valores de Fmax x Dmax 14 dias apos a
confeccdo das lesbBes. Os valores estdo representados em média e desvios
padréao (DP).
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Figura 20. Comparacdo da relagdo entre Forgca maxima x Deformacdo méaxima
(Dmax) da pele na area da cicatriz entre normoproteicos e hipoproteicos
tratados e nédo tratados com PBMT. Valores de Fmax x Dmax 14 dias apos a
confeccdo das lesdes. Os valores estdo representados em meédia e desvios
padréao (DP).



5.3.3 Espessura da Pele

Com a finalidade de dar subsidio aos testes de propriedade
mecanica também foram realizadas medidas com a utilizacdo de um
paquimetro da espessura do tecido na area cicatricial. Foram observados os
seguintes valores: grupo normoproteico (3,19 mm + 0,19) e grupo hipoprotéico
(2,93 mm £ 0,07), ao serem comparados pelo teste t student e pela diferenca
das variancias teste F, obteve-se diferenca significativa entre os dois grupos de

(p=0,024). (Figura 21)
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Figura 21. Comparagdo da espessura da pele na area da cicatriz entre
normoproteicos e hipoproteicos. Dados apresentados em média e desvio
padrdo. Média das variancias Test F, *p,0,05.

5.4 Metaloproteinases de Matriz - 3 (MMP-3).

A imunorreatividade para MMP-3 foi quantificada usando éareas
positivas detectadas pelo programa Image-Pro Plus 4.5. Observou-se que 7
dias apds a lesdo, o grupo normoproteico (65,00 + 7,21), mostrou diferenca
estatistica na comparacdo com 0S grupos experimentais: grupo hipoprotéico

(80.4 £ 90.1), (p <0,05); grupo normoproteico PBMT (45.7 + 5.23), (p <0,0'1) e



com o grupo hipoprotéico PBMT (63.2,31 + 4.1). Houve também diferenca
estatistica (p <0,001) na comparacdo do grupo hipoprotéico com 0s grupos
normoproteico PBMT e hipoprotéico PBMT. Quando comparamos os dois
grupos tratados (normoproteico PBMT e hipoprotéico PBMT) obteve-se

diferenca estatistica de (p <0,01). (Figura 22 e 24 A)
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Figura 22. Representacéo grafica das areas positivas em mm?2 detectadas para
imunorreatividade das MMP-3 aos 7 dias ap6s a confecdo das lesdo cutaneas,
comparando dos grupos: grupo normoproteica; grupo hipotroteica; grupo
normoproteiico PBMT; grupo hipotroteico PBMT. * p< 0,05; *** p <0,001 para
comparacao com normoproteico; ## p <0.01 e ### P <0.001 para comparagao
com o grupo hipoproteico; ® ® p <0,01, na comparagado entre os grupos
normoproteico PBMT e hipoproteico PBMT. Foi utilizado o teste post-hoc de
Bonferroni para comparacfes. Os valores estdo representados em média e
desvios padrao (DP).

Ja aos 14 dias ap6s a confeccdo das lesdes as areas positivas
detectadas apresentaram 0s seguintes resultados: na comparagdo do grupo
normoproteico (45,6 £ 2,9) com o grupo hipoprotéico (81,23 = 7,34) houve uma
diferenca estatistica de (p <0,001). Comparando o0 grupo normoproteico € o
grupo normoproteico PBMT (36,2,6 + 6,01) ndo houve diferenca estatistica de
(p >0,05). Houve também uma diferenca estatistica de (p <0,001) quando se
compara o grupo hipoprotéico com grupo hipoprotéico PBMT (63,2+ 5,87) e

normoproteico PBMT. Quando comparamos os dois grupos tratados



(normoproteico PBMT e hipoprotéico PBMT) obteve-se diferenca estatistica de

(p <0,001) (Figura 23 e 24).
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Figura 23. Representacéo grafica das areas positivas em mm? detectadas para
imunorreatividade das MMP-3 aos 14 dias apds a confecdo das lesao
cutaneas, comparando dos grupos : grupo normoproteico; grupo hipotroteico;
grupo normoproteico PBMT; grupo hipotroteico PBMT. ** p< 0,01; *** p <0,001
para comparacdo com normoproteico; ### P <0.001 para compara¢cdo com 0
grupo hipoproteico ; ® ® ® p <0,001, na comparagdo entre 0s grupos
normoproteico PBMT e hipoproteico PBMT . Foi utilizado o teste post-hoc de
Bonferroni para comparacdes. Os valores estdo representados em média e
desvios padrao (DP).
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Figura 24. Representacdo das fotomicrografias obtidas dos cortes histoldgicos
e submetidos a técnica de imuno-histoquica para MMp-3, obtidas aos 7 e 14
dias ap6s a confeccdo das lesbes cutdneas em ratos normoproteicos e
hipoproteicos tratados ou ndo com PBMT. Observar as areas marcadas
positivamente em marroz escuro, aumento de 40x.



5.5 Metaloproteinases de Matriz - 9 (MMP-9)

A imunorreatividade para MMP-9 foi quantificada usando é&reas
positivas detectadas pelo programa Image-Pro Plus 4.5. Observou-se que 7
dias apos a lesédo, o grupo normoproteico (72,00 + 5,51), mostrou diferenca
estatistica na comparacdo com o grupo experimental: grupo hipoprotéico
(95.4 £ 9.3), (p <0,001); no cruzamento com o grupo normoproteico PBMT
(62.12 + 5.5), e com o grupo hipoprotéico PBMT (73.21 + 4.1) ndo houve
diferenca estatistica (p >0,05). Houve também diferenca estatistica (p <0,001)
na comparacao do grupo hipoprotéico com 0s grupos normoproteico PBMT e
hipoprotéico PBMT. Quando comparamos o0s dois grupos tratados
(normoproteico PBMT e hipoprotéico PBMT) ndo houve diferenca estatistica de

(p >0,05). (Figura 25 e 27)
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Figura 25. Representacéo grafica das areas positivas em mm? detectadas para
imunorreatividade das MMP-9 aos 7 dias ap0s a confecdo das lesdo cutaneas,
comparando dos grupos : grupo normoproteico; grupo hipotroteica; grupo
normoproteico PBMT; grupo hipotroteico PBMT. *** p <0,001 para comparacgéo
com normoproteico; ### P <0.001 para comparacdo com o grupo hipoproteico.
Foi utilizado o teste post-hoc de Bonferroni para comparacdes. Os valores
estéo representados em media e desvios padrao (DP).



Aos 14 dias apds a confeccdo das lesbes as areas positivas
detectadas para MMP-9 apresentaram 0s seguintes resultados: na comparacéo
do grupo normoproteico (55,0 + 6,7) com o grupo hipoprotéico (71,4 = 5,7)
houve uma diferenca estatistica de (p <0,01). Comparando o grupo
normoproteico e o grupo normoproteico PBMT (32,3 £ 3,21) houve diferenca
estatistica de (p >0,001). J& quando comparamos 0 grupo normoproteico com
grupo hipoprotéico PBMT (51,4+ 6,17), ndo foi observado diferenca estatistica
(p >0,05). Houve também diferenca estatistica de (p <0,001) quando se
compara o grupo hipoprotéico com grupo hipoprotéico PBMT (51,4+ 6,17) bem
como com 0O normoproteico PBMT. Quando comparamos o0s dois grupos
tratados (normoproteico PBMT e hipoprotéico PBMT) obteve-se diferenca

estatistica de (p <0,001). (Figura 26 e 27)
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Figura 26. Representacéo grafica das areas positivas em mm? detectadas para
imunorreatividade das MMP-9 aos 14 dias apds a confecdo das leséo
cutaneas, comparando dos grupos : grupo normoproteico; grupo hipotroteico;
grupo normoproteico PBMT; grupo hipotroteico PBMT. ** p< 0,01; *** p <0,001
para comparagdo com normoproteico; ### P <0.001 para comparagdo com o
grupo hipoproteico; @ ® ® p <0,001, na comparacdo entre 0S grupos
normoproteico PBMT e hipoproteico PBMT. Foi utilizado o teste post-hoc de
Bonferroni para comparacfes. Os valores estdo representados em média e
desvios padrao (DP).
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Figura 27. Representacdo das fotomicrografias obtidas dos cortes histoldgicos
e submetidos a técnica de imuno-histoquica para MMp-9, obtidas aos 7 e 14
dias apds a confeccdo das lesbes cutaneas em ratos normoproteicos e
hipoproteicos tratados ou ndo com PBMT. Observar as area marcadas
positivamente em marroz escuro, aumento de 40x.



6 DISCUSSAO

O principal objetivo deste estudo foi avaliar o processo de
cicatrizacdo de feridas em ratos submetidos a desnutricdo protéica e tratados
com PBMT em comparagdo com animais normoproteicos nas fases
proliferativa e de maturacdo. Observamos que a resposta ao PBMT foi
diferente nos casos de desnutricdo em ratos; no entanto, o PBMT foi capaz de
acelerar o processo de analise quando foi feita uma comparacao entre animais
desnutridos com e sem PBMT. Para tanto, foram realizados testes de
resisténcia mecanica, investigacdo do colageno depositado durante a
cicatrizacdo das feridas e a expressao imuno-histoquimica de MMP-3, MMP-9.
Os experimentos foram realizados em dois momentos (7 e 14 dias) apos a
lesdo cutanea, utilizando-se bidpsia por punch em ratos normoproteicos e
hipoprotéicos.

Os principais resultados deste estudo incluiram o seguinte: O
comportamento do processo de reparo ocorreu diferentemente entre ratos
normoproteicos e hipoprotéicos, com um atraso O6bvio nos grupos
hipopréteicos, como verificado pela analise de colageno tipos | e 1ll. O grupo de
normoproteico tratado com PBMT mostrou um aumento na taxa de reparo da
ferida em comparacdo com seu respectivo grupo sem tratamento; no entanto, o
grupo hipopréteicos PBMT ainda apresentava uma defasagem no reparo
comparado ao grupo controle de normoproteinas, principalmente em relacdo a
fase proliferativa e de maturagéo.

A cascata de cicatrizagdo normalmente comeg¢a com um processo
ordenado de hemostasia e deposicédo de fibrina, que leva a uma cascata de

células inflamatorias, caracterizada por neutrofilos, macrofagos e linfécitos no



tecido. Isto € seguido por atracéo e proliferacéo de fibroblastos e deposicéo de
coldgeno e, finalmente, remodelacao por reticulacdo de coladgeno e maturacao
da cicatriz 100,

Tais achados séo confirmados por outros estudos que mostram que
a desnutricdo tem uma das caracteristicas para promover o atraso do processo
de reparo. A deplecdo de proteinas leva a uma fase inflamatoria prolongada
pela diminuicdo da proliferacdo de fibroblastos, sintese de proteoglicanos e
neoangiogénese 192, a contracdo da ferida € dificil, e a matriz celular é pobre e
com baixa deposicao de colageno. Esses achados estdo de acordo com outros
estudos que demonstram que o PBMT acelera e melhora o processo de reparo
(103) (104) tanto em condicdes normais (109 (106) (197) quanto em condicdes adversas
como diabetes e outras doencas (198) (199) (110) " Nossos resultados estdo de
acordo com RASHIDI et al. (2015) 1) quando descrevem que os principais
efeitos fisioldgicos e celulares da interacdo laser-tecido sdo a modulacdo da
proliferacdo celular, motilidade celular, ativacdo de fagocitos e macréfagos,
estimulacdo de respostas imunes, aumento do metabolismo celular, modulacéo
da proliferacdo de fibroblastos, alteracdo dos potenciais de membrana celular,
estimulacdo da angiogénese, alteracdo dos potenciais de acao e alteracdo da
producdo enddgena de opioides.

Na cicatrizacdo de feridas, a producdo excessiva de enzimas
proteoliticas produzidas pelos macréfagos leva a reducdo das quantidades de
fatores de crescimento e a destruicdo sucessiva da matriz extracelular (112 (113),
Eles sédo atores-chave em todas as fases do processo de cura: remodelam o
tecido de granulacdo, provavelmente controlam a angiogénese e regulam a

atividade de alguns fatores de crescimento 114, No entanto, o processo



proteolitico liberado pelos macrofagos também pode levar a destruicdo do
tecido patoldgico 119, Este processo é dependente de MMPs secretadas por
macrofagos, células endoteliais e fibroblastos, cuja atividade € controlada por
inibidores de metaloproteinases teciduais (TIMPS). [35]

Também realizamos uma analise de expressédo imuno-histoquimica
de MMP-3 e MMP-9, pois interferem diretamente na deposi¢cdo e no processo
proteolitico do colageno, alterando todas as propriedades mecéanicas deste.
Nossos achados mostram que no grupo de normoproteinas houve um balanco
entre a quantidade de colageno e MMP3 e 9. No entanto, no grupo hipoprotéico
este equilibrio ndo foi encontrado com uma super-expressdo de MMP-1 e
MMP-9 ocorrendo 7 a 14 dias apds a prejuizo. Também observamos que nos
dois tempos experimentais 0os animais tratados com PBMT apresentaram uma
regulacdo negativa das MMPs 3 e 9. Esses achados estdo de acordo com 0s
resultados apresentados anteriormente por Fiorio et al 116 e Rambo et al 1),
embora o objeto de estudo fosse o envelhecimento. Os resultados de Silva et al
(117) com lesGes cutaneas em ratos diabéticos demostraram que uma PBMT foi
capaz de promover uma MMP2 negativa e MMP9, além de aumentar a
deposicao de colageno.

Ayuk et al 118 em estudo envolvendo a MEC in vitro, com genes em
um modelo de células diabéticas feridas, constatou-se que PBMT alterou 49
genes na maioria das vezes regulados negativamente, dentre os quais MMP-1,
MMP-2, MMP-8, MMP- e MMP -16.

Nos estagios iniciais de feridas, cicatrizagéo, fibroblastos dérmicos
preenchem a ferida com primariamente Colageno Tipo lll, enquanto os estagios

tardios sdo dominados pela producéo de Colageno Tipo I. Conforme a ferida é



resolvida, a ultraestrutura do colageno se torna mais refinada a medida que o
coldgeno aumenta a fibrilacéo, (tamanho), sofre interligacdo e desenvolve uma
orientacéo de tecido semelhante a pele normal (119,

O coladgeno dérmico numa base por peso aproxima-se da resisténcia
a tracdo do aco; no tecido normal, € uma molécula forte e altamente
organizada. Em contraste, as fibras de colageno formadas no tecido cicatricial
sdo muito menores e tém aparéncia aleatéria; O tecido cicatricial € sempre
mais fraco e se rompe antes do tecido normal circundante. A forca de tensdo
recuperada em uma ferida nunca se aproximara do normal. De fato, a
resisténcia a tracdo maxima que uma ferida pode atingir € de aproximadamente
80% da pele normal.

Nossos achados também mostram que a diminuicdo da deposicéo
de colageno e aumento da expressdo das metaloproteinases podem estar
relacionadas a importantes alteracbes na matriz extracelular no grupo que
recebeu dieta hipoproteica, uma deposicdo ineficiente de fibras colagenas
leva, consequentemente, a formacao de uma cicatriz fina e fragil. Tais achados
mostraram que a administracdo da dieta hipoproteica retardou a deposicédo de
colageno tipo | e tipo lll, prejudicando a migracdo celular e a sintese e
remodelacdo das fibras. Os resultados das imagens de birefrigencia obtidas
pela microscopia por luz polarizada do colageno marcado por Picro Sirus Red
também sugerem que, além de diminuir a densidade, também houve auséncia
de alinhamento das fibras colagenas , o que levou ao comprometimento das
propriedades biomecanicas do tecido durante os testes de ensaios mecanicos,
outro achado a ser considerado foi a espessura das amostras que eram

nitidamente mais finas nos animais que compuseram 0 grupo hipoproteico.



Essas alteracdes estdo associadas a formacédo de uma cicatriz mais fragil e
menos resistente ao estresse por tracdo do que nos grupos normoproteicos .

No periodo subsequente (quatorze dias — fase de remodelacao) , a
resisténcia da cicatrizacdo cutanea de todos os grupos foi organizada, e néo
houve diferenca estatistica entre os grupos, com relacdo a deformacédo
durante o ensaio mecanico. Porem tanto o grupo normoproteico considerado
controle como ambos o0s grupos (normoproteico e hipoproteico), tratados com a
PBMT, apresentaram diferengas marcantes quando comparados com 0 grupo
hipoproteico sem nenhum tratamento tanto na Forga maxima - Fmax como na
deformacédo maxima - Dmax, a pele dos animais do grupo hipoproteico PBMT
era mais resistente a tracdo aplicada do que as do grupo hipoproteico sem
tratamento e sua deformacdo era mais lenta. A fase de remodelacéo € a
ltima etapa no processo de cicatrizacdo e € caracterizada por um aumento no
tecido de resisténcia biomecéanica devido a substituicdo do tecido de
granulacao rico em colageno tipo lll pelo tecido mais forte, rico em colageno
tipo | (120),

Segundo Gonzaga et al. (2009) 121, O PBMT estimula a deposicéo
de fibras de colageno nos estagios finais da cicatrizacdo de feridas. Essa
melhora da deposicdo de colageno promovida pela PBMT pode estar
intimamente relacionada ao fato de que a PBMT € capaz de supra regular a
liberacdo de algumas citocinas responsaveis pela proliferacdo de fibroblastos e
sintese de colageno, como FGF-B e TGF, respectivamente.

Além disso, tem sido sugerido @22 que o PBMT aumenta a sintese
de ATP e, consequentemente, a atividade enzimatica da célula. Assim, parece

racional supor que a PBMT por laser de baixa intensidade possa regular



positivamente a atividade de enzimas responsaveis pela sintese de fibras de

colageno.



7 CONCLUSAO

Concluimos que a fotobiomodulacdo quando aplicadas sobre feridas
cutaneas induzidas em ratos desnutridos, foi eficaz na fase de proliferacdo no
tratamento.

A de quantidade na imunomarcacdo de MMP3 analisadas,
apresentaram uma maior regulacdo em sua quantidade aos 7 dias do que aos
14 dias. As MMP9 apresentaram bons indices aos 7 e aos 14 dias
apresentando maior aproximacao aos niveis do grupo controle.

Analisado por microscoscopia de por luz polarizada a quantidade de
colageno aos 7 dias, 0os apresentou um resultado expressivo ho aumento da
guantidade de colageno tipo lll e regulacdo da quantidade de colagenos tipo |I.
Aos 14 dias ndo foram observadas evidéncias suficientes de que ocorreu
regulacdo na quantidade de colageno tipo | e colageno lll.

As analises realizadas aos 7 dias nas propriedades mecanicas do
tecido cicatricial avaliado por meio de maquina universal de ensaio, a
elasticidade e resisténcia do tecido equiparou-se ao grupo controle, aos 14 dias
o tecido ndo apresentou melhora em sua resisténcia quando comprado ao
grupo controle.

Mais estudos clinicos sdo necessarios para confirmar esses achados

em contextos clinicos.
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