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RESUMO

A pele € um tecido de revestimento que sofre permanente acdo do
ambiente, muitas vezes de forma agressiva, levando a lesdo deste tecido.
Geralmente em seu processo de reparo ocorrem alteragdes estruturais que
evoluem para o desenvolvimento de uma cicatriz. A terapia por
fotobiomodulacdo (FBM) € um recurso utilizado para modular o processo
inflamatorio auxiliando no processo de reparo da pele. Contudo, o efeito da FBM
sobre as propriedades mecénicas da pele e o reflexo na qualidade tecidual, além
da comparagcdo com terapias farmacoldgicas ainda ndo foram avaliadas. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da terapia por fotobiomodulagdo na
manutencao das propriedades mecanicas e na organizacao tecidual em modelo
experimental de lesdo cutanea. Metodologia: Ratos Wistar foram distribuidos
em 5 grupos, a saber: Controle sem lesao (CTL), Lesdo sem tratamento (NT),
Lesdo + anti-inflamatorio (DIC), Lesao + laser 1J (PBM1J) e Lesao + laser 3J
(PBM3J). Apls anestesia, foi realizada incisdo cutanea de 5 mm, utilizando
bisturi cirdrgico. Apos 7 e 30 dias foi realizada eutanasia e o tecido epitelial na
regido da lesdo foi removida e encaminhada para analises histoldgicas e
biomecanicas. Resultados: O grupo NT apresentou reducéo das propriedades
mecanicas (Fmax e Dmax) e tecido epitelial desorganizado apés 30 dias da
inducao da lesdo, quando comparado ao grupo CTL. Todos os grupos tratados
apresentaram melhora na organizacéo tecidual quando comparado ao grupo NT.
O grupo PBM1J apresentou significativa melhora das propriedades mecanicas e
na organizacao histolégica. Concluimos que a utilizacédo do diclofenaco de sédio
nao alterou as propriedades mecéanicas da pele quando comparado ao grupo NT.
A terapia por fotobiomodulacdo apresentou expressiva melhora das
propriedades mecéanicas (Fmax e Dmax) além da melhora na organizacdo

tecidual, semelhante ao grupo controle.

Palavras-chave: Cicatriz; terapia a laser de baixa intensidade; colageno;

propriedades mecanicas; diclofenaco



ABSTRACT

The skin is a covering tissue that undergoes permanent environmental action,
often aggressively, leading to injury to this tissue. Generally, in its repair process,
structural changes occur that evolve to the development of a scar.
Photobiomodulation therapy (FBM) is a resource used to modulate the
inflammatory process, helping the skin repair process. However, the effect of
FBM on the mechanical properties of the skin and the reflex on tissue quality, in
addition to the comparison with pharmacological therapies, has not yet been
evaluated. The objective of this work was to evaluate the effect of
photobiomodulation therapy on the maintenance of mechanical properties and
tissue organization in an experimental model of skin injury. Methodology: Wistar
rats were divided into 5 groups, namely: Control without lesion (CTL), Lesion
without treatment (NT), Lesion + anti-inflammatory (DIC), Lesion + 1J laser
(PBM1J) and Lesion + 3J laser (PBM3J) ). After anesthesia, a 5 mm skin incision
was made using a surgical scalpel. After 7 and 30 days, euthanasia was
performed and the epithelial tissue in the region of the lesion was removed and
sent for histological and biomechanical analysis. Results: The NT group showed
reduced mechanical properties (Fmax and Dmax) and disorganized epithelial
tissue after 30 days of lesion induction, when compared to the CTL group. All
treated groups showed improvement in tissue organization when compared to
the NT group. The PBM1J group showed significant improvement in mechanical
properties and histological organization. We concluded that the use of diclofenac
sodium did not change the mechanical properties of the skin when compared to
the NT group. Photobiomodulation therapy showed significant improvement in
mechanical properties (Fmax and Dmax) in addition to improvement in tissue

organization, similar to the control group.

Keywords: Scar; low level laser therapy; collagen; mechanical properties;

diclofenac.
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1. INTRODUCAO

A pele € o maior 6rgao do corpo humano, representando mais de 15% do
peso corporeo do individuo e devido sua grande extenséo. Suas caracteristicas
topogréficas e pelo fato de ser um 6rgdo de revestimento estd sujeito a
agressoes durante todas as fases de vida do ser humano. Dessa forma, é objeto
de preocupacao no intuito de protegé-la, evitando complicacdes relacionadas as
sequelas que podem comprometer a atividade do individuo levando ao
afastamento do trabalho ou a aposentadoria precoce por invalidez (1-4).

Apesar dos grandes avangos na compreensdo das diversas fases do
reparo tecidual, o gasto com tratamento de feridas é relevante. Somente nos
EUA o gasto em tratamento de feridas chega a aproximadamente U$50 bilhdes.
O reparo tecidual vai ocorrer independente do tratamento, entretanto a qualidade
desta cicatriz e as propriedades mecéanicas desta pele apds o reparo irdo
interferir na qualidade de vida dessas pessoas portadoras de lesdo além de
possibilitar a reincidéncia de leséo (5).

O tratamento de lesdo pode ser iniciado farmacologicamente com anti-
inflamatoérios sistémicos ou tdpicos. Atualmente além destes tratamentos
utilizam-se coberturas que promovem um meio adequado para a cicatrizacéo e
ultimamente tem-se utilizado a terapia por fotobiomodulacdo no auxilio deste
processo. Entretanto, ndo se sabe muito sobre os efeitos da fotobiomodulacao
nas propriedades mecanicas e na proporcao de colageno da pele, dessa forma

esse estudo visa entender esse processo (5, 6).

1.1 Pele

A pele é um 6rgdo complexo, formado por um epitélio de superficie
chamado de epiderme, seguido por uma camada de tecido conjuntivo subjacente
chamada derme e por uma terceira camada intimamente ligada a fascia profunda
conhecida como hipoderme e embora os limites entre as porcdes de tecido
epitelial e conjuntivo da pele sejam bem descritos, alguns elementos fibrosos da
derme misturam-se com os da hipoderme, ndo havendo uma delimitacdo nitida

entre tais camadas (7).
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A epiderme € a camada mais superficial sendo constituida por epitélio
estratificado cuja espessura pode variar de 0,04mm (palpebras) até 1,6mm
(palmas e plantas). A epiderme é subdividida em estrato corneo composto de
células mortas preenchidas com queratina; estrato lucido; estrato granuloso
composto de granulos lamelares; estrato espinhoso composto por queratindcitos
e estrato basal onde temos o0s melandcitos e células de Merkel (8-11).

A derme é a segunda camada, mais profunda e € subdividida em derme
papilar composta de tecido conjuntivo frouxo, onde encontramos muitas células
como macrofagos, fibroblastos e plasmdcitos e temos também a presenca de
receptores e algas capilares nas papilas (termorreguladores); e a derme reticular
por tecido conjuntivo denso ndo modelado de caracteristica fibroelastica
(colageno tipo I, grossas fibras elasticas e proteoglicanas) onde encontraremos
outras estruturas como redes vasculares, redes nervosas, glandulas sebaceas,
glandulas sudoriparas e foliculos pilosos; e possui menor nimero de células
guando comparado a derme papilar (8-11).

A terceira camada e mais profunda das trés € a hipoderme e é composta
de tecido adiposo que atua como reserva energética, isolante térmico e
amortecimento (8-11).

Esta divisdo celular da pele em camadas é didatica e devido a sua ampla
extensdo e ao fato de ser o revestimento de areas bem peculiares do corpo
humano, podem-se encontrar variagdes estruturais, citoldégicas e histoldgicas
quando é avaliado amostras de pele de diferentes areas do corpo humano (12).

A pele desempenha varias fung@es de vital importancia, constituindo uma
barreira de protecéo para as estruturas internas do organismo as agressodes de
agentes externos de qualquer natureza. Funcéo termorregulacéo através da sua
rede vascular, glandulas sudoriparas e tecido adiposo. Funcédo de excrecdo onde
as glandulas sudoriparas eliminam varios produtos téxicos como ureia, amonia
e acido urico. Funcdo sensorial através das células de Merkel e terminacfes
nervosas sensitivas presentes na derme. E por fim funcdo metabdlica onde a
secrecdo do pré hormoénio vitamina D ap0s a exposicao aos raios solares e o

tecido adiposo constitui uma reserva energeética (8, 13).
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1.2 Processo de Reparo da Pele

O reparo tecidual é um processo fisiolégico multifacetado que se inicia a
partir de uma resposta inflamatoria, sendo um processo sistémico e dinamico,
relacionado diretamente as condi¢cfes gerais do organismo. Este processo pode
ser dividido, em fases sequenciais, porém sobrepostas; hemostasia, migracao
(inflamatdria), proliferacdo e remodelacao (8, 10, 14, 15).

Durante a hemostasia, ocorre o0 controle do sangramento onde as
plaquetas formardo coagulos para conter o sangramento além de liberarem
fatores quimiotaxicos na corrente sanguinea. Na fase inflamatéria ocorre o
aumento da permeabilidade vascular, permitindo a passagem de plasma,
eritrocitos e leucqcitos para o local da lesdo. A intensidade da fase inflamatoria
esta relacionada ao tipo e grau de lesdo tecidual. Esta fase dura em torno de 4
a 8 dias (8, 10, 16).

Na fase proliferativa ocorrerd a multiplicacdo no nimero de células das
linhagens celulares que estao na regido e de fibroblastos, junto com a producéao
de elementos estruturais que preencherao a leséo, favorecendo o reparo tecidual
e do epitélio, formando um tecido de granulacdo com aspecto granuloso e
avermelhado (14, 17).

A atividade mitética do fibroblasto é reduzida apos 2 semanas da lesdo e
as células comecam a secretar coldgeno além de outras substancias
fundamentais. Nesta fase inicia-se a formacao do epitélio auxiliada pela divisao
e migracdo de células da camada basal da epiderme para a area de reparo do
tecido conjuntivo subjacente (18).

Na remodelacao, as células fagocitarias irdo absorver os componentes da
matriz extracelular em excesso, determinadas colagenases e proteases
produzidas por macréfagos e células epidérmicas dardo a direcdo correta as
fibras colagenas difusas, produzindo assim uma cicatriz. Nesta fase ocorrera a
deposicdo, agrupamento e remodelacdo do colageno e a cicatriz tornara menos
espessa, passando de uma coloragéo rosada para esbranquicada (8, 14).

Durante a cicatrizacéo, diferentemente do reparo tecidual, pode haver a
regeneracao onde o tecido ndo se restabelece, formando um tecido cicatricial
espesso e denso o que comumente chamamos de cicatriz hipertrofica. Dessa
forma, no processo de reparo tecidual, a regeneracgao e a cicatrizagao devem ser

consideradas como eventos distintos, agindo em conjunto a fim de manter a
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estrutura anatémica e a funcéo da regido afetada. Este fendmeno envolve varios
fatores e o desequilibrio ou a auséncia de compostos (mediadores inflamatérios,
elementos figurados do sangue, matriz extracelular e células parenquimatosas),
principalmente os envolvidos na formacéo do colageno compromete o resultado

da cicatrizagao (9, 14).

1.3. Colageno e Propriedades Mecéanicas da Pele (Tipo | e Ill no reparo da
pele)

Lesbes na pele, induzidas por traumas, procedimentos cirdrgicos,
gueimaduras ou infeccbes, estimulam a liberagcdo de varias substancias
quimicas que participam do processo inflamatério agudo, provocando alteracdes
no tecido como migracao celular, proliferacédo de fibroblastos, elastina, colageno,
sintese de matriz extracelular, direcionando para a remodelacdo do tecido
lesionado. Estas lesbes podem acometer varias estruturas levando a uma
descontinuidade da integridade e alteracdo de propriedades especificas do
tecido (19, 20).

As alteracGes das propriedades mecanicas da pele ap6s um processo
lesivo estao diretamente relacionadas com a proporc¢éo e qualidade do colageno
(21, 22). O colageno sintetizado pelas células tem uma importancia fundamental
na constituicdo da matriz extracelular no tecido conjuntivo, sendo responsavel
por suas propriedades mecanicas. O colageno pode formar fibras com
organizacdes especificas dependendo do tecido bioldgico e esta organizacéo
pode sofrer perturbacdes importantes apds o processo lesivo (23). Apés a lesédo
o colageno tipo IV, que formam redes flexiveis nas membranas basais, serdo
substituidos por colagenos fibrilares (colageno tipo | e Ill) que dardo resisténcia
a tracao e rigidez (24).

Estas alteracbes quantitativas e qualitativas do colageno interferem
diretamente nas propriedades mecénicas do tecido biolégico. Desta forma, ndo
apenas sua concentracdo como também a proporc¢ao do tipo de colageno, bem
como a organizacao destas fibras podem alterar a resisténcia do tecido (25, 26).

Atualmente, o coldgeno € bastante estudado em associagdo com
biomateriais na engenharia de tecidos, apresentando resultados promissores

como bio-substitutos de diversos tecidos, entre eles 0ssos, tenddes, vasos e pele
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(27, 28). No entanto o colageno pode sofrer agdo de enzimas especificas que
promovem sua biodegradacao, as metaloproteases (MMPs), reduzindo de forma
significativa suas propriedades mecanicas (6). Porém, apesar de ser conhecida
a importancia do colageno nas propriedades mecanicas do tecido, alguns fatores
como sua proporcéao, distribuicdo e organizacdo ainda n&do foram totalmente
esclarecidas.

1.4 Tratamentos utilizados na cicatrizacdo (Tratamento farmacolégico e
outros)

Apesar dos grandes avangos na compreensao das diversas fases do
reparo tecidual, a incidéncia e prevaléncia de Ulceras cronicas sao
extremamente altas. Neste sentido, varios fatores podem influenciar na alteracéo
do reparo tecidual, entre elas o processo de envelhecimento, doencas
cardiovasculares, diabetes, radiacdo UV-B, tabagismo e alcoolismo (29-31).
Estes fatores tém mobilizado a industria farmacéutica e de cosmeéticos a
desenvolverem produtos especificos adequados para cada tipo de lesédo na pele.

A oxigenoterapia hiperbarica (OHB) é uma técnica a partir de métodos
fisicos, bastante utilizada e difundida em varios paises e consiste na utilizacéo
do oxigénio que submetido a uma alta pressdo pode aumentar sua difusdo no
sangue, estimulando tanto elementos celulares quanto o préprio plasma,
conseguindo desta maneira hiper oxigenar as areas lesadas (32, 33).

Outra terapia que utiliza curativos a vacuo para criar uma pressao
negativa, conhecida como terapia de pressdo sub-atmosférica, mesmo sendo
utilizada desde a década de 90, ainda estd em fase de implementagcédo em varias
regidbes do mundo. Trata-se de um curativo (esponja, gaze, espuma)
acondicionado a um sistema fechado sob o leito da lesao ligado através de uma
mangueira a uma bomba que gera pressdo negativa (ou vacuo). Promove-se
desta maneira a succao dos liquidos produzidos na ferida além de tracionar
centripetamente as bordas da lesdo levando a diminuigcdo de seu tamanho além
de promover a chegada de células, oxigénio e outros importantes fatores
enddgenos para o leito da ferida, promovendo desta forma o reparo tecidual (34,
35).
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Atualmente ap6s um procedimento cirargico utiliza-se para auxilio no
reparo da leséo e para reducao da dor, tratamentos farmacol6gicos como uso de
medicamentos anti-inflamatorios tanto locais como sistemicamente. O
diclofenaco de sédio € um desses medicamentos que sao utilizados para
controle da dor e reducdo da reacdo inflamatéria que pode ocorrer apés um
procedimento cirurgico.

Entretanto o uso desses medicamentos tem sido discutido por sua
possivel interferéncia no processo de reparo tecidual. Duman realizou um
experimento em modelo pré-clinico onde avaliou os efeitos dos anti-inflamatoérios
ndo esteroidais (AINE) e os corticoides utilizados em pdOs-operatorios,
basicamente para fins analgésicos. Ele concluiu que esses medicamentos
podem ter efeitos negativos no processo de cicatrizacdo provavelmente por
suprimir a inflamacéo e a proliferacéo de fibroblastos (36).

O mercado do tratamento de lesdes conta também com uma variedade enorme de
coberturas na tentativa de fechar as feridas, dentre elas podemos citar os alginatos de calcio
e sodio; as hidrofibras com e sem prata, as espumas de poliuretano associadas a prata ou
ao ibuprofeno, as membranas de celulose com ou sem aditivos, coberturas em gel entre
outras coberturas. E 0 uso adequado dessas coberturas permite que se realize uma
cicatrizacao.

Em geral, as terapias utilizadas atualmente visam tanto a remocao do
tecido lesionado quanto o estimulo de um novo tecido que atenda as exigéncias
anatdmicas e funcionais da pele. No entanto, ndo sabemos ao certo se esse
novo tecido apresenta propriedades mecanicas proximas ao tecido original,
justificando a necessidade do estudo de novas terapias que possam promover

este rearranjo do tecido epitelial.

1.5 Terapia por Fotobiomodulagéo

A terapia por fotobiomodulacdo é conhecida por sua importante acao na
fase inflamatoria, ativando queratindcitos e sintetizando colageno promovendo
ndo sO6 a modulacdo do processo inflamatorio, mas também o reparo tecidual,
contribuindo para a melhora na qualidade histoldgica do tecido (37). Os primeiros
estudos publicados por Mester(38), Van Breugel (39) e PoGrel (40) utilizando a

fotobiomodulacg&o no reparo tecidual permitiram que esta terapia fosse aprovada
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pelo Food and Drug Administration norte-americano (FDA) como um importante
método de promocao do processo de cicatrizacdo (41).

Considera-se que este reparo tecidual se deve a modificacbes
histoldgicas através da reducao do infiltrado inflamatério, do aumento do tecido
de granulacao, da epitelizacdo, do aumento da proliferagéo de fibroblastos e da
sintese de matriz extracelular rica em coladgeno além de neovascularizagéo, o
que contribuiria para uma maior expressdo de fibras colagenas e elasticas
durante o processo cicatricial (18, 41, 42).

Trabalhos recentes mostraram um potencial efeito reparador do laser, no
aumento da expresséao de colageno tipo | e na reorganizacao destas fibras (43-
45).

Em relagdo ao seu possivel mecanismo de agdo no processo de
cicatrizacdo da pele, existem evidéncias que o laser pode reduzir a expressao
génica de alguns mediadores inflamatérios como PGE2, IL1-B, TNF-a e
aumentar a expressao de outros mediadores anti-inflamatérios como IL-10 (46-
48).

O laser pode ainda reduzir a expressao de determinadas colagenases
(MMPs) e consequentemente controlar a degradacao de colageno, favorecendo
o rearranjo das fibras de colageno, levando a uma melhora nas condicfes
biomecanicas em tecidos pouco vascularizados durante o processo de reparo
(26, 49-51).

Em relagéo ao comprimento de onda, os primeiros estudos demonstraram
gue o laser vermelho apresentaria maior eficacia no reparo de feridas quando
comparado ao infravermelho (52, 53). Ao contrario, Reddy e colaboradores (54)
publicaram um trabalho mostrando que o laser infravermelho promove um
aumento na resisténcia a tracdo em pele em modelo experimental (52-54).

Inimeros estudos clinicos ou pré-clinicos foram realizados, fazendo com
que a fotobiomodulacdo seja considerada uma alternativa terapéutica no
processo de cicatrizagéo (30, 44, 47, 55-60).

Contudo, a literatura a respeito da terapia com fotobiomodulacdo na
aceleracdo da cicatrizagao de feridas é muito controversa, uma vez que uma
parte dos estudos mostram resultados positivos enquanto outra parte mostra
pouco ou nenhum efeito neste processo de reparo. Estas disparidades podem

estar relacionadas aos diferentes protocolos utilizados pelos autores (61).
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Atualmente, acredita-se que o laser possui uma acdo moduladora no
processo inflamatério podendo tanto bioestimular quanto bioinibir a cicatrizacéo
através da determinacdo de diversos parametros de irradiacdo tais como
comprimento de onda, densidade de energia, densidade de poténcia, nimero de
aplicacfes do laser, tempo de tratamento e o tecido a ser tratado. Porém, ainda
ndo existe um consenso em relagcdo a dosimetria exata a ser administrada para
cada tipo de tratamento ou para cada patologia ou processo a ser abordado (62,
63).

Tendo em vista os fatos apresentados anteriormente, torna-se importante
a realizagdo de estudos demonstrando o efeito reparador da terapia por
fotobiomodulacéo e seu reflexo na manutencéo das propriedades mecanicas e

na organizacao tecidual, finalizando na qualidade da pele cicatrizada.
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2 OBJETIVO

2.1 Geral:
Avaliar o efeito da terapia por fotobiomodulacdo na manutencdo das
propriedades mecéanicas e na organizacéo tecidual em modelo experimental de

lesdo cutanea.

2.2 Especifico:

- Avaliar as alteracdes histologicas na regido da lesdo cutanea, apés a
inducao da leséo;

- Mensurar a Forca maxima e a Deformacdo maxima, no momento da
ruptura, na pele apos inducdo da lesdo, durante ensaio mecanico ciclico de
tracao;

- Comparar a organizacao tecidual a partir das imagens histolégicas e as
propriedades mecanicas da pele, apés a lesdo cutdnea e no tratamento
farmacolégico com Diclofenaco de Sédio ou na terapia por Fotobiomodulacao.

- Quantificar a proporcao de colageno tipo | e lll nas imagens histologicas
coloradas com Picrosirius em luz polarizada, nos diferentes tratamentos

(farmacoldgico e fotobiomodulacéo).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados 25 ratos Wistar machos pesando entre 150 e 200g (+/-
60 dias de vida), com livre acesso a agua e racao, provenientes do Biotério da
Universidade Nove de Julho. Os animais foram mantidos em ambiente com
temperatura controlada e ciclo claro/escuro de 12 horas.

Este protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Nove de Julho sob o ndmero
(3295160919).

3.2 Inducéo da cicatriz

Os animais foram anestesiados com associacdo de cloridrato de
guetamina e xilasina (90mg/Kg e 10mg/Kg respectivamente, injecao
intraperitoneal). Apds a anestesia, foram realizadas 2 incisfes cirdrgicas
longitudinais de 5 mm na regido central do dorso no animal, utilizando um bisturi
cirtrgico n° 15; a leséo foi aproximada com fita microporosa durante 24h.

Os animais foram divididos em 5 grupos (n=5), conforme indicado abaixo
nos grupos experimentais. O tratamento farmacolégico e a terapia laser foram
realizados imediatamente apds a inducdo das incisbes e mantida a irradiacao
diaria até o sétimo dia. Foi realizado a eutanasia dos animais ap6s 7 dias de
lesdo e 28 dias apoés a lesdo. Os animais foram eutanasiados com hiperdosagem
do mesmo anestésico e o retalho na regido na incisao foi retirado para analises
histol6gicas e de ensaios de tracdo. Cada retalho teve como dimensdes, 15 mm

de comprimento e 5 mm de largura.

Figura 1: Esboco do animal com inciséo e retalho
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3.3 Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em diferentes grupos, conforme indicado na
figura 1.

- Grupo Controle (CTL): Animais com pele integra.

- Grupo com leséo e ndo tratado (NT): Animais com inciséo cirurgica por
bisturi e sem tratamento, sacrificados apo6s 28 dias a partir da indugéo da corte.

- Grupo com leséo tratado com Diclofenaco de sédio (DIC): Animais com
incisao cirurgica por bisturi e tratados com aplicacdes diarias de Diclofenaco de
Sodio Gel 10mg/g tépico. O primeiro tratamento foi realizado imediatamente
apos a inducéo do corte na pele do animal e mantido até o sétimo dia do inicio
da leséo.

- Grupo leséo tratado com fotobiomodulacdo 1J (PBM1J): Animais com
incisdo cirurgica por bisturi e tratados com laserterapia no comprimento de onda
de 830nm, 1J de energia e 100mW de poténcia.

- Grupo leséo tratado com fotobiomodulacdo 3J (PBM3J): Animais com
incisao cirurgica por bisturi e tratados com laserterapia no comprimento de onda

de 830nm, 3J de energia e 100mW de poténcia.

(v

Pelle

T
Controle (CTL) Lesﬁo
- &

N&o Tratado (NT) Tra'lcaclo

o o

Diclofenaco (DIC)  Fotobiomodulagdo (FBM)
|

830 nm, 1J, 830 nm, 3J,
100mw 100mw
(FBM 1)) (FBM 3))

Figura 2. Esquema dos grupos experimentais
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3.4 Aplicacao de Diclofenaco de sodio (DIC)

ApG6s o procedimento de indugéo de leséo pelo corte com bisturi metalico,
os animais do grupo DIC recebeu uma fina camada de Diclofenaco de Sodio Gel
10mg/g topico, imediatamente apds o processo lesivo e durante 7 dias seguidos,

sendo aplicado 1 vez ao dia.

3.5 Aplicacao da Terapia por Fotobiomodulacdo (FBM)

Apoés serem submetidos ao modelo de inducéo da lesédo pelo corte com
bisturi metélico, os animais dos grupos irradiados receberam o tratamento com
laser de baixa poténcia 830nm com 3J e 1J de energia e 100mW de poténcia,
diametro do feixe de 0,028cm? (Thera Lase, DMC®), imediatamente apés o
processo lesivo (figura 3). As irradiacdes foram pontuais (Unico ponto), por

contato durante 7 dias.

Grupo | Comprimento Diodo P (mW) | Diametro do Irradiancia E ) Fluéncia Tempo
de onda feixe (cm?) (W/cm?) (J/cm?) por
ponto(s)
(nm)
L1J AsGaAl 100 1 357 10
L3J 830 100 0.028 35 3 107.14 30

Figura 3: Quadro com os parametros de irradiagéo laser.

>

01 2 3 4 5 6 7A 28

Legenda:
® - inducdo da lesdo - FBM f— diclofenaco

A - Eutanasia e Analises Finais (Funcionais, Bioguimicas e Moleculares)

Figura 4 — Linha do Tempo do Protocolo Experimental

3.6 Propriedades mecéanicas da pele
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Os animais de todos os grupos foram sacrificados apés 28 dias do inicio
do tratamento e retalhos da pele na regido dorsal onde foi induzida a incisao,
cirdrgica, com dimensdes de 5mm de largura e 15mm de comprimento, foram
removidos para posteriores analises. Parte deste material foi utilizado
imediatamente apos a retirada, nos ensaios de tragdo para a avaliagdo de suas
propriedades mecénicas. A atividade normal da pele é formada por um conjunto
de tensdes aplicadas no tecido, divididas em forcas de carregamento e
descarregamento. Desta forma, foi aplicada uma sequéncia de forcas de
carregamento e descarregamento a fim de simular as condi¢des de tensdes reais
da pele (figura 5A).

Primeiramente foram realizadas as medidas de comprimento, largura e
altura do retalho. Estes valores foram utilizados para detalhar as dimensdes do
material e padronizagéo dos resultados. Cada extremidade da pele foi fixado em
grampos para cada extremidade do retalho de pele, no aparelho de ensaio
mecanico (Intermetric). Varios testes de carregamento e descarregamento de
forcas foram realizados até o momento da ruptura do tecido, conforme indicado

na figura 5 abaixo.

Forga maxima de ruptura

Comportamento Linear

Fora (N

Deslocamento (mm)
Curva padrio durante ensaio de tragio mecénico

Fmax ruptura

Desloc max.

oo
Forga (N)

o os 1 15 2 2s 3
Deslocamento (mm)

Figura 5: Grafico do ensaio de tracdo. A) Curva tipica de registro durante a aplicacdo das forcas
de carregamento e descarregamento. B) Curva simplificada indicando a Forca méaxima e

deslocamento no momento da ruptura.
Durante a padronizacéo do ensaio de tracao, foi utilizada uma velocidade
de carregamento e descarregamento de 6 mm/min e acrescentado 0,5mm

durante cada carregamento. O teste de tracdo mecénico foi interrompido
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automaticamente (figura 5B), apds a ruptura do tecido e foram analisados os
seguintes parametros: Forca de ruptura maxima (Fmax), Descolamento no

momento da ruptura maxima (Dmax) (26).

Figura 6: Aparelho Intermetric realizacdo de ensaio de tragcéo

3.7 Preparacao histolégica das amostras

As amostras de pele passaram por preparacdes histolégicas padréo,
comecando pela fixacdo do tecido em formol (10%) durante 24h. Logo ap0s as
peles foram lavadas em agua corrente e entdo desidratadas em solucdes
crescentes de alcool etilico (70%, 80%, 90% e 100%), 1h em cada solu¢do. Em
seguida as peles foram diafanizadas em solucao de alcool/xilol 1:1 por 1h, em
seguida passaram por 2 banhos de xilol puro, 1h cada. As peles foram retiradas
do xilol e colocadas imediatamente em parafina liquida (60°C), dentro de uma
estufa, por 2h. Posteriormente os blocos foram confeccionados para obtencao
dos cortes histologicos. As peles inclusas nos blocos de parafina foram cortadas
longitudinalmente em cortes na espessura de 5um e transferidos para laminas
histol6gicas aonde foram desparafinizadas e hidratadas. Foram utilizadas 2
coloracdes: 12) Hematoxilina e Eosina, para possibilitar a visualizacdo de
determinadas estruturas como vasos sanguineos, células e matriz extracelular,

2%) Picrosirius red, para visualizacao do colageno tipo | e tipo Ill.



28

Foi observada a organizacdo do tecido no local da lesédo presenca de
vasos, presenca de hemorragia e infiltrado inflamatoério, quantificagéo de

colageno tipo | e tipo lll.

3.8 Quantificagdo dos Colagenos tipo | e tipo lll
Realizou-se a andlise das imagens através do software Image Pro Plus 10.

Esse programa identifica o tipo de colageno baseado em cores. Vermelho,
amarelo e laranja correspondem a colageno tipo | (maduro), enquanto o verde é
igual a colageno tipo Il (imaturo). Os resultados foram expressos em area
percentual e quantificados em pixels e a andlise quantitativa foi realizada a partir
de rotinas criadas para padronizacdo da avaliacdo do grupo de cores nas
imagens dos cortes histologicos transversais corados com Picrosirius e
fotografadas em aumento de 400X. O colageno tipo | e Il foi contabilizado e o

percentual utilizado para confeccéo dos graficos.

3.9 Andlise Estatistica

Foi utilizado o programa GraphPad Prism 5.0, GraphPad Software
Incorporation, San Diego, EUA.

Os dados foram descritos em valores médios com 0s respectivos desvios
padrdo. Foram analisados tanto em seus valores absolutos como a sua variacao
em percentual, a partir dos valores obtidos nas analises biomecéanicas. Para os
dados paramétricos, foi utilizado o teste de ANOVA com post-hoc Tukey-Kramer.
O nivel de significaAncia estatistico foi para p<0,05.

Os resultados qualitativos foram realizados a partir da imagem fotografica

das laminas histoldgicas e com descricdo das informacdes identificadas.
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4- RESULTADOS

4.1- Propriedades Biomecéanicas — Determinacdo de Fmax e Dmax

Apobs o ensaio ciclico de tracéo da pele, foi obtida a Forca Maxima (Fmax)
e a Deformagdo Maxima (Dmax), ambas no momento da ruptura da pele. No
grafico 7(A) foi observado a reducdo de Fmax no grupo NT quando comparado
ao grupo CTL. Ambos os grupos tratados com DIC, como o grupo FBM1J
aumentaram a Fmax quando comparado ao grupo NT. O grupo FBM1J
apresentou aumento da Fmax quando comparado ao tratamento farmacologico
(DIC). O grupo FBM3J nao apresentou diferenca quando comparado ao grupo
NT.

No grafico 7(B) foi observado a Deformacdo Maxima no momento da
ruptura mecanica. Observou-se reducdo da Dmax no grupo NT quando
comparado ao grupo CTL. Os grupos tratados com farmaco Diclofenaco de
Sadio (DIC) e com terapia por fotobiomodulacdo com energia de 3 Joules
(FBM3J) mantiveram valores de Dmax semelhantes do grupo NT. O grupo
FBM1J aumentou os valores de Dmax quando comparado ao grupo NT, com
capacidade de deformagéo semelhante ao grupo CTL.

No grafico 7(C) é observada a relacdo entre a Forca maxima e a
Deformacdo maxima da pele, no momento da ruptura, apos teste ciclico de
tracdo. E possivel observar que o grupo NT apresentou reducdo em ambas Fmax
e Dmax, quando comparado ao grupo CTL. Os grupos DIC e FBMS3J
apresentaram Fmax e Dmax superiores ao grupo NT, mas ainda menores
guando comparados ao grupo CTL. J& o grupo FBM1J apresentou Fmax e Dmax

similares ao grupo CTL.
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Figura 7: Grafico de Forca Maxima (Fmax), Deformagdo méaxima (Dmax) e Relacdo entre Fmax
e Dmax no momento da ruptura total da pele, no ensaio de tracao ciclica. (A) Gréfico da For¢ca
méaxima no momento da ruptura (Fmax); (B) Grafico da Deformac¢do maxima no momento da
ruptura (Dmax). Grupos experimentais: Controle (CTL) e lesdo sem tratamento (NT) ou tratado
com Diclofenaco de Sédio tépico (DIC) ou Fotobiomodulagdo (PBM) com 1 ou 3 Joules. ***
p<0,001 VS CTL; # p<0,05 e ### p<0,001 VS NT; &&& p<0,001 VS DIC. (C) Grafico da relacdo
entre Fmax e Dmax. *p<0,05 e *** p<0,001 VS CTL.
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4.2 Analises histolégicas com Hematoxilina eosina (HE) — identificacdo de
vasos e outros componentes celulares

As laminas a seguir (Fig. 8) nos mostram que apoés preparo das laminas
com Hematoxilina e eosina no grupo controle (CTL) 7 e 28 dias em que o tecido

integro sem leséo foram identificados vasos, a epiderme e derme.

CTL 7 dias (A)

CTL 28 dias (B)

Figura 8: Imagem histologica do Grupo controle (CTL) 7 dias (A) e 28 dias (B). Visualizam-se
vasos (setas brancas) e a organiza¢do do tecido sem lesdo. Coloracdo: Hematoxilina e Eosina.

Aumento 400x. Legenda: D — Derme; E- Epiderme; | — Tecido integro; seta branca - vasos
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Na figura 9 o grupo néo tratado (NT) com 7 e 28 dias em que temos o
tecido com lesao foram identificados a derme e a epiderme, alguns vasos peri-
lesdo (setas brancas), tecido de granulacdo com aumento de infiltrado

inflamatorio (S) e hemorragia no tecido de granulacéo (estrelas).
NT 7 dias (A)

NT 28 dias (B)

Figura 9: Imagem histolégica do Grupo ndo tratado (NT) 7 dias (A) e 28 dias (B). Identifica-se o
local do tecido de granulacao (S), o tecido integro (1), area da lesdo com hemorragia (estrelas) e
vasos (setas brancas). Colora¢do: Hematoxilina e Eosina. Aumento 400x. Legenda: D — Derme;
E- Epiderme; | — Tecido integro; seta branca — vasos; Estrelas — Hemorragia; S — scar (cicatriz)
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Na Figura 10 o grupo leséo tratado com diclofenaco de sodio (DIC) na
lamina com colora¢do de Hematoxilina e Eosina com ampliacdo de 400x 7 dias
(A) e 28 dias (B). Identificam-se alguns vasos (seta brancas) na regido do tecido

de granulacéo (S) e ndo se consegue diferenciar entre tecido integro e a lesao

na imagem (B); enquanto em (A) identifica-se o local de les&o e o tecido integro.
DIC 7 dias (A)

DIC 28 dias (B)

Figura 10: Imagem histolégica do Grupo diclofenaco (DIC) 7 dias (A) e 28 dias (B). Identificam-
se alguns vasos (seta brancas) na regido de tecido de granulacdo (S) e ndo se consegue
diferenciar entre tecido integro e a lesdo na imagem (B) enquanto em (A) identifica-se o local de
lesdo e o tecido integro. Com coloracdo de Hematoxilina e Eosina com ampliagdo de 400x.

Legenda: D — Derme; E- Epiderme; | — Tecido integro; seta branca — vasos; S — scar (cicatriz)
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Na Figura 11 apresentamos a imagem histolégica do Grupo
Fotobiomodulacdo 3J (FBM3J) com a coloragcdo de Hemoxilina e Eosina com
ampliacdo de 400x no periodo de 7 dias (A) e 28 dias (B). Na Figura 9(A)
identificamos vasos (setas brancas) no local do tecido de granulacdo (S),
infiltrado inflamatorio e pequena area de hemorragia (estrelas). Na Figura 9(B)
visualizamos alguns vasos neoformados no local do tecido de granulacao (S),
mas fica dificil estabelecer onde esta a leséo pois o tecido esta muito uniforme,
conseguimos identificar pois em imagens com menor ampliagdo mais
profundamente o local da leséo.

FBM3I 7 dias (A)

FBM3J 28 dias (B)

Figura 11: Imagem histolégica do Grupo fotobiomodulagédo 3J (FBM3J) 7 dias em (A) e 28 dias
(B). Identificam-se vasos (setas brancas) no local do tecido de granulagdo (S) e o tecido
cicatrizado apresenta aparéncia semelhante ao tecido integro na imagem (B) enquanto na
imagem (A) identifica-se o local da lesé@o e o tecido integro. Coloragdo: Hematoxilina e Eosina.
Aumento 400x. Legenda: D — Derme; E- Epiderme; | — Tecido integro; seta branca — vasos;
Estrelas — Hemorragia; S — scar (cicatriz)
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4.3 Andlises histolégicas com Picrosirius - Avaliacdo da Proporg¢do de
Colageno tipo | e lll por Luz Polarizada.

As figuras 12, 13, 14 e 15 sdo imagens histologicas transversais
representativas dos grupos experimentais, em luz polarizada da pele de ratos,
coradas com Picrosirius, com tons de verde, referente a propor¢céo de colageno
Il e rosa, referente a proporgéo de colageno I. As imagens. A figura 10A é uma
imagem representativa do grupo Controle (CTL) onde é observado distribuicdo
homogénea de cores em tons de rosa e verde. No grupo CTL é observado
predominio de tons de rosa. A figura 10B é apresentada uma imagem
representativa do grupo lesdo sem tratamento (NT), onde é observada tons

escuros proximo a regiao da leséo (S).

(A)

(8)

Figura 12: Fotomicrografia em Luz Polarizada da Pele de Ratos. Corte transversal. Em (A) Grupo
controle (CTL) e em (B) Grupo lesdo sem tratamento (NT). Seta Branca - Regido da Cicatriz.
Regido com tons de verde = colageno Ill; Regido com tons de rosa = colageno |. Aumento 400X.
Coloragéo: Picrosirus.
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A figura 13A é umaimagem representativa do grupo lesdo sem tratamento
(NT) e a figura 13B do grupo lesdo tratado com Diclofenaco de Sédio Topico
(DIC). Ao contrério do grupo NT, o grupo DIC apresenta distribuicdo homogénea
dos tons de Rosa e Verde.

(A)

(B)

Na figura 13: Fotomicrografia em Luz Polarizada da Pele de Ratos. Corte transversal. Em (A)
Grupo leséo sem tratamento (NT) e em (B) Grupo leséo tratado com Diclofenaco de Sédio Tdpico
(DIC). Seta Branca - Regido da Cicatriz. Regido da Cicatriz. Regi@o com tons de verde =
colageno lll; Regido com tons de rosa = coldgeno I.Aumento 400X. Coloracéo: Picrosirus.
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A figura 14A é umaimagem representativa do grupo leséo sem tratamento
(NT) e afigura 14B do grupo leséo tratado terapia por fotobiomodulagéao (830nm,
1J, 100mW). No grupo PBM1J novamente é observada distribuicdo homogénea
dos tons de Rosa e Verde, referente a proporcdo de colageno | e Il
respectivamente.

(A)

(B)

Na figura 14: Fotomicrografia em Luz Polarizada da Pele de Ratos. Corte transversal. Em (A)
Grupo lesao sem tratamento (NT) e em (B) grupo lesao tratado terapia por fotobiomodulacao
(830nm, 1J, 100mW) (PBM1J). Seta Branca - Regido da Cicatriz. Regido da Cicatriz. Regi&o com
tons de verde = colageno lll; Regido com tons de rosa = colageno |.Aumento 400X. Coloracao:
Picrosirus.
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A figura 15A € umaimagem representativa do grupo leséo sem tratamento
(NT) e afigura 15B do grupo leséo tratado terapia por fotobiomodulagéo (830nm,
3J, 100mW). Assim como na figura anterior (12B), o grupo PBM3J novamente
apresentou distribuicAo homogénea dos tons de Rosa e Verde, referente a
proporcao de colageno | e Il respectivamente.

(A)

(B)

Na figura 15: Fotomicrografia em Luz Polarizada da Pele de Ratos. Corte transversal. Em (A)
Grupo Lesdo sem tratamento (NT) e em (B) grupo lesdo tratado terapia por fotobiomodulagao
(830nm, 3J, 100mwW) (PBM3J). Seta Branca - Regido da Cicatriz. Regido da Cicatriz. Regidao com
tons de verde = colageno Ill; Regido com tons de rosa = colageno |I.Aumento 400X. Coloracao:
Picrosirus.
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4.4 Quantificacdo da Proporc¢édo de Colageno tipo | e lll por Luz Polarizada.

O grafico da Figura 16 apresenta a proporcao de colageno Tipo | (16A) e
Tipo Il (16B) a partir da analise das imagens histolégicas, quantificadas pelo
programa Image Pro Plus 10. Foram consideradas tons de rosa avermelhado
para colageno tipo | e tons de verde alaranjado para coladgeno tipo .

Na figura 16A, observamos a reducéo da propor¢éo de colageno tipo | no
grupo NT e PBM3J quando comparado ao grupo CTL. Os grupos DIC e PBM1J
mantiveram a propor¢ao de colageno tipo | semelhante ao grupo CTL. Na figura
16B, observamos reducdo na propor¢ao de colageno tipo Il no grupo NT e DIC,
quando comparado ao grupo CTL. Ambos os grupos irradiados com Laser em
Baixa Intensidade (PBM1J e PBM3J) apresentaram aumento na propor¢cao de
colageno tipo Il quando comparado aos grupos CTL, NT e DIC. O grupo PBM3J
apresentou expressivo aumento na proporcdo de colageno tipo Il quando
comparado ao outro grupo irradiado (PBM1J).

604

{A] - ———] -
# a0-
E &
E o
3 204 —
e i
o e
o . :
o -3
& ﬁ-r
BO &8
En =
E s
e
(B) ;“' 84
T 28
=i‘,n L
-]
L]
30 ™ W
o- 3 T
& ¢ & S P
q“* q‘"

Figura 16: Grafico da proporcéo de colageno a partir da analise das imagens polarizadas de pele
coradas com Picrosirius. Em (A) proporgéo de colageno tipo | e em (B) propor¢éo de colageno
tipo Ill. Grupos Experimentais: CTL (Controle) e lesdo sem tratamento (NT) ou tratada com
Diclofenaco tépico (DIC) ou com PBM em 1J ou em 3J. *** p<0,01 e *** p<0,001 VS CTL. ##
p<0,01 e ### p< 0,001 VS NT. && p<0,01 VS PBM1J.



40

A figura 17 apresenta a relagéo entre as propor¢des de Colageno tipo | e
tipo I, a partir da andlise das imagens histoldgicas, quantificadas pelo programa
Image Pro Plus 10. Foram consideradas tons de rosa avermelhado para
colageno tipo | e tons de verde alaranjado para colageno tipo Ill.

Podemos observar que o grupo NT apresentou menor proporcdo de
ambos os colagenos Tipo | e lll. Os grupos DIC e PBM1J apresentaram
propor¢cdes semelhantes de colageno tipo |, guando comparados ao grupo CTL,
no entanto, o grupo PBM1J apresentou maior proporgéo de colageno tipo Ill. O
grupo PBM3J, apresentou proporcao reduzida de colageno tipo |, mas aumento
na proporc¢ao de colageno tipo lll.
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Figura 17: Gréfico da relacéo de colageno tipo | e tipo lll. Grupos Experimentais: CTL (Controle)
e lesdo sem tratamento (NT) ou tratada com Diclofenaco topico (DIC) ou com PBM em 1J ou em
3J. * p<0,05 e ** p<0,01 VS CTL.
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5- DISCUSSAO

Neste trabalho, foi observada os efeitos positivos da terapia por
fotobiomodulacéo (PBM) sobre o reparo do tecido epitelial apds inducéo de leséo
por inciséo cirargica, comparando os efeitos da PBM com grupos sem tratamento
ou tratados com anti-inflamatoério Diclofenaco de Sdédio Topico. O modelo
experimental utilizado neste estudo, foi a inducdo da lesdo cutanea a partir da
incisdo da pele por bisturi cirargico. Foi utilizado 5 diferentes grupos
experimentais, o que possibilitou a comparacao da evolucéo do reparo tecidual
e a avaliacdo as caracteristicas biomecanicas e morfolégicas da pele apés 4
semanas do momento da inducéo. A terapia de fotobiomodulacdo na energia de
1J (FBM1J) melhorou a organizacao tecidual e manteve a proporcéao de colageno
tipo | e Ill similar ao grupo controle (CTL). O grupo com lesdo cutanea e sem
tratamento (NT) apresentou reducdo das propriedades mecéanicas durante
ensaio ciclico de tracdo com presenca de tecido desorganizado no local da leséo,
além da reducéo na proporcdes de ambos os colagenos tipo | e lll. O tratamento
farmacoldgico, com Diclofenaco de Sodio Toépico (DIC) nao interferiu nas
propriedades mecéanicas da pele, quando comparado ao grupo NT, porém
auxiliou no aumento na proporcao de colageno tipo |.

O modelo de lesdo cutanea utilizado neste trabalho é bem conhecido e
simula cirurgias onde a incisdo da pele € necessaria, sendo uma intervencéo
simples, limpa e de rapida inducdo o que facilita sua reprodutibilidade pela
padronizacdo do tamanho do corte, favorecendo o uso e comparagdo dos
resultados histolégicos e biomecéanicos nos diferentes grupos experimentais
(64).

Neste trabalho também foi utilizado o teste de tracdo ciclica para
determinacdo da propriedade mecénica da pele. Esta técnica foi adaptada do
trabalho de Marcos et al, em gue foi utilizado um ensaio ciclico de tracdo, com
cargas crescentes de forca aplicadas no tecido até sua ruptura. Neste modelo é
possivel avaliar a Forca Maxima e a Deformac¢do Maxima no momento da ruptura
(26).

Complementando as analises histologicas, também foi utilizada neste
trabalho a técnica de avaliagdo da proporcdo de coldgeno, adaptado de
Junqueira et al, onde utiliza-se imagens obtidas por filtros de polarizagéo a partir

de laminas coradas com Picrosirius. Este ajuste na polarizacdo da luz forma
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basicamente tons de rosa avermelhado, que sao indicativos indiretos da
presenca de colageno tipo I. Da mesma forma, o tom verde alaranjado séo
indicativos indiretos de colageno tipo lll. As imagens sao utilizadas em softwares
especificos para quantificacéo dos padrdes das diferentes cores (65).

Neste trabalho, foi observada a presenca de tecido desorganizado na
regido da cicatriz, no grupo NT, quando comparado aos demais grupos tratados
(DIC, PBM1J e PBM3J) ou ao grupo CTL. Foi também observado vasos
sanguineos formados na regido da derme, especificamente na periferia da
cicatriz. Ainda no grupo NT, foi observado alteracédo na proporcao de Colageno
tipo | e tipo lll sendo constatadas regifes escuras nas imagens histologicas
coradas com Picrosirius, indicando reducdo de coldgeno. De fato, apdés o
processo lesivo, a pele perde varios componentes teciduais sendo necessario
tempo para que células epiteliais e matriz extracelular expecifica seja novamente
produzida e remodelada de acordo com o tecido original.

O tecido epitelial saudavel possui diferentes camadas entre elas a derme,
onde é possivel observar presenca de vasos sanguineos e uma matriz
extracelular organizada, composta por varias estruturas, entre elas o colageno
tipo I, Il IV e V. Nas lesBes do epitélio, a regido da cicatriz pode apresentar
infiltrado inflamatorio além da presenca de hemécias, caracterizando um quadro
de hemorragia e perda de organizacdo da matriz extracelular. A presenca de
vasos sanguineos proximo as lesdes cutaneas também sao frequentes, sendo
um indicativo do rearranjo tecidual e aumento do aporte sanguineo favorecendo
o reparo da pele (5, 66).

Na avaliacdo da proporcdo de colageno, o grupo NT apresentou
importante reducdo na propor¢ao de colageno tipo | e lll gquando comparado ao
grupo CTL. Foram também observadas regides escuras, indicando reducéo de
colageno total. A alteracdo ou desorganizacéo de coldgeno em regides de lesédo
ja é conhecida. Estudos experimentais com tecido tendineo e 0sseo
demonstraram alteragdes do equilibrio entre colageno tipo | e Ill. Basicamente,
o colageno 1l séo fibras mais finas, com caracteristicas elasticas que podem
sofrer transformagdes com o tempo, tornando-se mais espessas e resistentes,
sendo esta proporcdo entre os tipos de coldgeno, importante para a
determinacdo das propriedades mecéanicos do tecido (67). Ao comparar as

informagcbes da proporcdo de colageno do grupo NT, observaram-se
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modifica¢des histoldgicas (presenca de hemorragias e desorganizacéo de matriz
extracelular), justificando a reducéo nas propriedades mecanicas da pele neste
modelo de les&o cutanea.

Foi incluido neste trabalho o grupo lesdo com tratamento farmacolégico,
utilizando Diclofenaco de Sédio Tépico. A escolha deste farmaco tem relacao
com sua utilizagdo em cirurgias, especificamente, no pés-operatorio para fins
analgésicos e na cicatrizacdo de feridas (36). Neste trabalho, o grupo DIC
apresentou tecido mais organizado quando comparado ao grupo NT, com
presenca de vasos na regido periférica a incisdo. O grupo DIC ainda néo
apresentou melhora significativa nas propriedades mecéanicas, sendo similar ao
grupo NT. Ademais, a proporcao de colageno tipo | foi expressiva neste grupo,
indicando avancgo no processo de reparo. Contudo, é sabido que a proporcéo
entre os colagenos da matriz extracelular é um fator importante para a
preservacao das propriedades mecanicas dos tecidos, podendo interferir da
resisténcia e rigidez, facilitando rupturas (67). Nossos resultados néo
demonstraram prejuizo das caracteristicas funcionais da pele com o uso do DIC.
Contudo, € importante avaliar outros aspectos moleculares, como a expressao
de enzimas responsaveis pelo remodelamento da matriz extracelular com as
Metaloproteinases de Matriz (MMP), uma vez que o desequilibrio na proporgao
de colageno pode promover aumento de MMPs especificas e alteracdo da
resisténcia do tecido epitelial (36).

Ao analisar as amostras de pele dos animais tratados com terapia por
fotobiomodulacdo, o grupo FBM1J apresentou resultados animadores
comparado ao demais grupos. Primeiramente, foi observada presenca de vasos
no tecido de cicatrizacdo, demonstrando um avan¢o no processo de reparo. Da
mesma forma, foi observada melhora na organizacao tecidual, refletindo na
proporcdo de colageno tipo | e tipo Ill com valores semelhantes ao grupo
Controle (CTL). O grupo FBM1J ainda apresentou propriedades mecéanicas
similares ao grupo controle demonstrando que a terapia por fotobiomodulagéo,
nos parametros de 830nm, 1J e 100mW foi eficaz no avanco do processo de
reparo neste modelo de leséo. O efeito da PBM no processo de reparo ja foi
apresentada em um trabalho de revisdo apresentada por Gomes et al (2020) em
que a fotobiomodulacdo com laser aumentou a expressao de colageno tipo |

modulando a resposta inflamatoria (30).
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Os efeitos angiogénicos da terapia por fotobiomodula¢éo séo conhecidos.
Estudos experimentais utilizando laser de baixa intensidade no processo de
reparo da pele jA& mostraram aumento de vascularizacao local associado ao
aumento de fatores angiogénicos como VEGF (26). A FBM também auxilia na
expressdo de TGF-b, com relagéo direta no aumento de colageno (68).

Com relacdo aos efeitos da FBM sobre as propriedades mecanicas da
pele, ndo foram encontrados até o momento estudos avaliando ensaios ciclicos
de tracdo e a influéncia da FBM na Forca e Deformacdo Maxima, no momento
da ruptura. Contudo, a acdo do laser de baixa intensidade na expressao de
MMPs e seu impacto na melhora funcional ja foi observado em estudos com
tecido tendineo (69). Em outro estudo Soleimani (2021) identificou melhora
significativa entre os grupos controle e FBM sobre a tensdo do tecido onde os
grupos FBM se aproximaram dos resultados do grupo controle saudavel (70).

Existem outros fatores que podem interferir na qualidade da cicatriz.
Marcadores com o VEGF-b ou ainda a elastina esta diretamente relacionado com
a organizacao da pele e consequentemente com suas caracteristicas funcionais
(71). Vale ainda ressaltar que o modelo de irradiagéo utilizado em trabalhos
experimentais como este, a area irradiada no animal é expressiva quando
comparamos ao tamanho do animal. Em estudos clinicos, este fator deve ser
considerado, uma vez que ndo sO a proporcdo da area, como também a
quantidade de estruturas irradiadas € maior quando comparado no uso em
humanos.

No modelo de lesé&o cirargica por bisturi, utilizado neste trabalho, o tecido
periférico a lesdo esta sadio, o que favorece o processo de cicatrizacdo em um
tempo padréo. Seria interessante também avaliar o efeito da FBM no tecido
epitelial em outros modelos como na Diabetes, na desnutricdo ou em animais
idosos, a fim de verificar se a fototerapia pode ser também utilizada com eficécia,

na presenca de outras doencas, com resultados positivos.
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6- CONCLUSAO

Concluimos que a terapia por fotobiomodulacdo nos parametros (830nm;
1J; 100mW) foi eficaz no avanco do reparo tecidual, auxiliando tanto na
organizacdo tecidual como na proporcao de colageno tipo | e Ill, com reflexo
direto na melhora das propriedades mecanicas da pele. A terapia farmacoldgica

auxilia no avanco da organizacao tecidual, sem interferir na resisténcia da pele.
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