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RESUMO

Introducdo: Uma das causas mais comuns de lesdes nos humanos é a lesdo por
queimadura. Esse tipo de lesdo enfrenta o duplo desafio na reparacdo e
regeneragao a partir da periferia, juntamente ao apuramento do tecido necroético de
areas mais centrais. A terapia com luz de baixa intensidade (TLBI) tem sido utilizada
com o objetivo de promover efeitos biolégicos de carater anti-inflamatério e
cicatrizante no tecido epitelial e conjuntivo. Objetivo: Avaliar os efeitos da TLBI em
relacdo ao tempo e qualidade da reparacdo tecidual em pele de ratos pés-
queimadura quimica. Método: Foram avaliados doze ratos submetidos a
queimadura. Depois disso, os animais foram separados de forma aleatéria em dois
grupos: controle (G1) e experimental (G2), ambos com seis animais. O G2 foi tratado
por meio da TLBI duas horas apds a queimadura, além de nove dias subsequentes a
lesdo, totalizando 10 dias; ja o G1 recebeu apenas a TLBI placebo. Os parametros
foram: luz visivel (AlGalnP), 660 nm, modo continuo, poténcia de 100 mW,
dosimetria de 2 J/cm? por dez segundos em cada ponto no interior da queimadura.
Para avaliagao, foram utilizadas as analises histoldgica e histoquimica e a avaliagao
macroscopica por meio do Método Gabarito de Papel no quinto e décimo dia apds a
lesdo. Resultados: Na avaliagdo macroscépica, o G2 apresentou area necrética de
11% da area total e o G1 apresentou area necroética de 53%. Pode-se observar que,
no décimo dia, o G2 teve melhor reparacédo da epiderme e derme comparado ao G1.
A analise histologica traduz que o G1 apresentou corte em solugédo de continuidade
da epiderme, ja na derme é possivel ver infiltrado inflamatério misto e tecido
conjuntivo ndo modelado. No G2, nota-se a reparacédo da epiderme, derme papilar
espessa e derme reticular com fibras de colageno organizadas e distribuidas em
varias direcdes. Percebe-se ainda o tecido de granulagédo com escassez de vasos
neoformados e celularidade aumentada, composta por numerosos fibroblastos que
se dispdem formando feixes de células empalicadas, semelhantes a um tecido
conjuntivo denso modelado. Na analise histoquimica sob a luz polarizada, é possivel
perceber na derme uma grande quantidade de fibras grossas de colageno,
apresentando, assim, grande birrefringéncia em amarelo, o que mostra a intensa
quantidade de fibras; no G1, foi evidente uma quantidade menor de fibras de
colageno. Concluséo: A terapia com luz de baixa intensidade favoreceu o reparo das
feridas por queimadura quimica de segundo grau com menor tempo e melhor
qualidade na pele por meio das analises realizadas em pele de rato.

Palavras-chave: Queimaduras quimicas. Cicatrizagao. Terapia com luz de baixa
intensidade.



ABSTRACT

Introduction: One of the most common causes of injury in humans is the burn injury.
This type of injury faces the double challenge of repair and regeneration from the
periphery along with the clearance of necrotic tissue from more central areas. The
low-intensity light therapy (LILT) has been used to promote biological effects of anti-
inflammatory and healing character in the epithelial and connective tissue. Objective:
To evaluate the LILT effects in relation to the time and quality of tissue repair in
chemical post-burn skin of rats. Method: Twelve rats submitted to burn were
evaluated. After this, the animals were randomly divided into two groups: control (G1)
and experimental (G2), both with six animals. G2 was treated by LILT two hours after
the burn and nine days after the injury, totaling 10 days; G1 received only the
placebo LILT. The parameters were: visible light (AlGalnP), 660 nm, continuous
mode, power of 100 mW, dosimetry of 2 J/cm? for ten seconds at each point inside
the burn. For evaluation, histological and histochemical analysis and macroscopic
evaluation were used through the Paper Template Method on the fifth and tenth day
after the injury. Results: In the macroscopic evaluation, G2 presented a necrotic area
of 11% of the total area and G1 presented a necrotic area of 53%. It can be seen, on
the tenth day, that G2 had better repair of the epidermis and dermis compared to G1.
The histological analysis shows that G1 presented a cut in solution of continuity of
the epidermis, and in the dermis it was observed a mixed inflammatory infiltrate and
connective tissue not modeled. In G2, it was noted the repair of the epidermis, thick
papillary dermis and reticular dermis with collagen fibers organized and distributed in
several directions. It was also noticed the granulation tissue with a shortage of
neoformed vessels and increased cellularity, composed of numerous fibroblasts that
are arranged forming bundles of packed cells, resembling a modeled dense
connective tissue. In the histochemical analysis under polarized light, it was possible
to see in the dermis a large amount of thick collagen fibers, thus presenting great
birefringence in yellow, which shows the intense amount of fibers; in G1, it was
evident a smaller amount of collagen fibers. Conclusion: The low-intensity light
therapy favored the repair of wounds by second-degree chemical burn with shorter
time and better skin quality through analyses performed on skin of rats.

Keywords: Burns chemical. Cicatrization. Low-intensity light therapy.
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1 INTRODUGAO

O tratamento de queimaduras sempre foi um desafio tanto pela sua gravidade
como pela multiplicidade de complicacbes que normalmente ocorrem. A cura da
queimadura implica ndo somente em cirurgias de enxerto de pele precoces, mas
também em controlar e orientar a regeneracgéo cicatricial, que tende a ocorrer de
forma anarquica e com potencial de sequelas e infecgdes (FERREIRA et al., 2006).

Estima-se uma taxa de mortalidade de vitimas por queimadura entre 0,86% a
34,4%, sendo que a maior parte ocorre por infecgéo, e o periodo de internagéo &,
em média, de 1 a 266 dias. O tempo necessario para a cura da queimadura é um
dos principais determinantes para o desenvolvimento de complicagbes (FERREIRA
et al., 2006).

Os efeitos deletérios mais importantes do reparo da pele queimada ocorrem
em estagios iniciais, levando a diminui¢cdo dos elementos celulares e alteragdes na
sintese de colageno (YODA et al., 2013).

Diversos fatores locais e sistémicos interferem e retardam a reparagao da
pele queimada e, por isso, a reparacao tecidual associada a oxigenacao local e ao
carregamento de substancias celulares promovidos pelo foto-estimulo tem merecido
atencdo em varios estudos, em busca de métodos terapéuticos que possam
solucionar ou minimizar as falhas no processo de cicatrizagdo da queimadura
(CARVALHO et al., 2003).

Atualmente, algo de grande interesse tem sido apontado para o cuidado no
processo de reparo tecidual, que é a utilizacdo de um importante método, a terapia
com luz de baixa intensidade (TLBI) (YODA et al., 2013; LINS et al., 2010).

A TLBI é realizada a laser (Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation) e constitui um dispositivo de substéncias de origem sdélida, liquida ou
gasosa que produzem feixe de luz monocromatico, coerente e colimado (TACON et
al., 2011). Essa terapia apresenta agao nas organelas celulares, especialmente nas
mitocdndrias, nos lisossomos e na membrana celular, gerando aumento de
adenosina trifosfato (ATP) e modificagdo do transporte ibnico por meio dos seus
fotorreceptores sensiveis a determinados comprimentos de onda, absorvendo os
fotons e desencadeando, em curto prazo, reagdes quimicas que contribuem com a
sintese de ATP. Em longo prazo, a TLBI acarreta na transcricdo e replicacdo do
acido desoxirribonucleico (DNA) (KARU et al., 2004).
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O mecanismo fotobiolégico primario promovido por esse recurso fotofisico
corresponde a absorcao de luz vermelha e infravermelha pelos croméforos contidos nos
componentes proteicos da cadeia respiratéria localizados nas mitocéndrias. Ao
absorverem a energia, as mitocondrias desencadeiam uma cascata de eventos
bioquimicos, resultando no aumento da atividade enzimatica, producdo de ATP, sintese
proteica, proliferagdo celular, deposi¢céo e organizagdo do colageno, formagao do tecido
de granulacao, reepitelizacdo e contracao da ferida durante o processo de reparacao de
queimaduras (YODA et al., 2013).

Ainda ndo ha um consenso entre a dose de exceléncia para cicatrizagdo pos-
qgueimadura, portanto, nossa hipétese neste estudo foi utilizar a terapia com luz de baixa
intensidade em doses baixas, com luz visivel e padrdo de densidade de energia para
diminuir o tempo de cicatrizagdo da queimadura de 2° grau e obter um tecido conjuntivo

de melhor qualidade, evitando, assim, as altera¢des funcionais da regido queimada.

1.1 Objetivos

1.1.1 Geral

Analisar os efeitos da aplicacao da terapia com luz de baixa intensidade por
Laser de Aluminio-Galio-indio-Fésforo (AIGAINP) em relacdo ao tempo e comparar
as estruturas celulares com o grupo que recebeu a terapia com luz de baixa
intensidade na reparacao tecidual em pele de ratos pds-queimadura quimica

induzida.
1.1.2 Especificos

Descrever as caracteristicas histoldgicas e histoquimicas do processo de
reparacdo tecidual em pele de ratos Wistar pos-queimadura quimica de segundo
grau.

Identificar as caracteristicas do processo inflamatério na reparacéo tecidual
em pele de ratos Wistar pos-queimadura quimica de segundo grau.

Comparar os efeitos da terapia com luz de baixa intensidade por Laser de
Aluminio-Galio-indio-Fésforo (AIGAINP) em pele de ratos Wistar com dez dias de

aplicagdo, com dose de energia de 2 J/cm?2.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Pele

Considerado o maior 6rgdo do corpo humano, a pele € um 6rgao protetor
impermeavel a agua, que isola os componentes internos dos componentes do meio
externo, representando, portanto, uma barreira natural do organismo. Corresponde a
16% do peso corporal e exerce diferentes fungdes, como regulagao térmica, defesa
organica, controle do fluxo sanguineo, protegdo contra diversos agentes do meio
ambiente e fungbes sensoriais (calor, frio, pressao, dor e tato) (DEMING WAY, 1993;
GUIRRO, 2002).

2.1.1 Epiderme

O epitélio que constitui a epiderme é do tipo estratificado, pavimentoso e
queratinizado. Estratificado por apresentar varias camadas de células, e
pavimentoso porque a camada mais superficial € composta por células achatadas
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999).

O numero de camadas que compdem a epiderme varia de acordo com a area
do corpo. Em sua maior complexidade, a epiderme apresenta quatro camadas:
basal, espinhosa, granulosa e cornea, e sua espessura varia entre 0,007 a 0,12 mm
(BACHA; BACHA, 2003).

O estrato basal ou germinativo, que estd em contato direto com a derme,
possui quatro diferentes células: queratindcitos (produtores de queratina),
melandcitos (produtores de melanina), células de Langerhans (espécie de fagocitos
que englobam bactérias e residuos estranhos) e células de Merkel (responsaveis
pela sensibilidade ao tegumento) (PINTO; PIERUCCI, 2013).

O estrato espinhoso, localizado acima da camada basal, € composto por
queratinécitos que se unem por meio dos desmossomos, que sao filamentos
semelhantes a espinhos (PINTO; PIERUCCI, 2013).

O estrato granuloso é composto por poucas células achatadas e possui
granulos contendo querato-hialina, precursora da queratina, além de granulos
lamelares, que impermeabilizam as células como protecdo a perda de agua
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2005).

O estrato corneo é composto por células com nucleos bem reduzidos ou por

células anucleadas. Possui em torno de 30 estratos de células achatadas e mortas
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semelhantes a escamas. A queratinizagcdo ou cornificacdo € um processo que
transforma os queratindcitos em células corneas, achatadas e secas. Sua fungéo é
importante para a protecao da pele; em média, dura de 26 a 28 dias e depois elas se
despreendem e esfoliam para que células novas e mais profundas as substituam
(BACHA; BACHA, 2003).

2.1.2 Derme

A derme ¢é formada pelo tecido conjuntivo propriamente dito, né&o
especializado. Esse tecido € constituido abundantemente por células, matriz
extracelular e fibras (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2005).

A derme é subdividida em duas camadas, uma mais superficial (derme
papilar) e uma mais profunda (derme reticular). A derme papilar ocupa cerca de um
quinto da derme, e apresenta projecdes (papilas) que vao em diregéo a epiderme. A
derme reticular, por sua vez, possui uma grande quantidade de fibras que se
dispdem de forma mais densa. Isso confere a capacidade de distensao a pele e sua
viscoelasticidade, garantindo a funcionalidade dos 6rgdos e membros (PINTO;
PIERUCCI, 2013).

O componente mais abundante nesse tecido sdo os fibroblastos, células
responsaveis pela sintese de fibras e de proteinas estruturais que formam a matriz
extracelular. Os fibroblastos tém prolongamentos citoplasmaticos irregulares, e seu
nucleo é grande, claro e ovéide. Eles se diferenciam quando se encontram em sua
atividade sintetizadora. Ja o fibrocito, outro componente, € menor, fusiforme e tem
menos prolongamentos citoplasmaticos, e seu nucleo € menor e mais escuro. Ele se
diferencia também porque se encontra em estado de repouso (BACHA; BACHA,
2003).

No processo de reparacao tecidual, na derme também é possivel encontrar
miofibroblastos. Essas células tém a morfologia de um fibroblasto, mas contém uma
quantidade de actina e miosina, apresentando caracteristicas funcionais
intermediarias entre o fibroblasto e uma célula muscular lisa (CUNHA; PROCIANQY,
2006).

Além dos fibroblastos, €& possivel encontrar outros tipos de células:
macrofagos, mastdcitos, plasmadcitos, células adiposas e leucdcitos (neutrdfilos,
eosindfilos e linfocitos) (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2005).
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A porcéo extracelular do tecido conjuntivo € composta por fibras e matriz
extracelular (substancia fundamental), que é um gel viscoso onde esta presente um
arbogo de macromoléculas ligando fibras e células (CUNHA; PROCIANQY, 2006).

As fibras reticulares sdo formadas predominantemente por colageno tipo Il
associado a um elevado teor de glicoproteinas e proteoglicanos. Elas sao
extremamente finas, com um didmetro entre 0,5 e 2 ym, e formam uma rede
extensa em determinados 6rgaos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2005).

Figura 1 - Esquema ilustrativo da pele
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2.2 Queimaduras e Reparo Tecidual

A queimadura € um trauma grave, com repercussdes sociais, econémicas e
de saude publica que necessita da atengdo dos dérgédos governamentais. Esse
trauma de grande complexidade esta entre as principais causas de morbidade e
mortalidade mundialmente (PAIVA et al., 2009).

Estima-se que, no Brasil, ocorram em torno de 1.000.000 de acidentes por
queimaduras ao ano, sendo que 100.000 pacientes procuram atendimento hospitalar
e, destes, cerca de 2.500 pacientes estao fadados a falecer direta ou indiretamente
por suas lesdes. A epidemiologia desse trauma varia em diferentes partes do mundo
(ASUQUO et al., 2008).
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Nos Estados Unidos, aproximadamente 2,4 milhdes de lesbes por
queimaduras sao relatadas a cada ano. Quase 650.000 pessoas com essas lesdes
sao tratadas por profissionais médicos através de atendimento ambulatorial e
750.000 por internacdo ou atendimento hospitalar. Das pessoas hospitalizadas,
20.000 tém grandes queimaduras envolvendo pelo menos 25% de sua superficie
corporal total.

Entre 8.000 e 12.000 dos pacientes com queimaduras morrem, e
aproximadamente 1 milhdo sustentardo incapacidades permanentes resultantes de
feridas da queimadura (EZZATI et al., 2010).

As queimaduras sao feridas traumaticas causadas por varios agentes
térmicos, quimicos, elétricos e radioativos. O grau e a gravidade variam de acordo
com a intensidade do agente ou fonte, tempo de exposi¢do, profundidade das
lesdes, localizagdo corpoérea e condigdes nutricionais do paciente (Albuquerque; DE
LIMA, 2010).

As queimaduras quimicas podem ser causadas por acidos ou bases que
entram em contato com o tecido. Os acidos produzem necrose de coagulagdo que
desnatura as proteinas, formando um coagulo tipo crosta, que limita a penetragao do
acido. Ja as bases tipicamente produzem uma lesdo mais grave conhecida como
necrose de liquefagdo, que envolve a desnaturagcdo de proteinas (queratina, fibras
colagenas, elastina e outros) (CARDOSO et al., 2012).

As queimaduras sao classificadas de acordo com o grau: primeiro, segundo
superficial ou profundo, e terceiro (PEREIRA et al., 2010).
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Figura 2 - Exemplo ilustrativo dos graus da queimadura
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Considera-se queimadura de 1° grau aquela que atinge a camada mais
externa da pele, a epiderme. Clinicamente, a lesdo fica hiperemiada, umida com
edema e muito dolorosa. Esse tipo de queimadura ndo provoca alteragcdes
hemodinamicas, tdo pouco é acompanhado de alteragées clinicas significantes, por
isso, a porcentagem desse tipo de queimadura ndo é incluida nos calculos de
reposi¢ao hidrica. Sua resolugéo se da em aproximadamente 5 e 7 dias (ASUQUO
et al., 2008).

As queimaduras de 2° grau superficial, também denominadas queimaduras de
espessura parcial, atingem toda a epiderme e a porgdo mais superficial da derme,
conservando uma razoavel quantidade de foliculos pilosos, glandulas sebaceas e
sudoriparas. Clinicamente, essas queimaduras caracterizam-se pela formacédo de
flictenas, eritemas e dor acentuada (ASUQUO et al., 2008).

Os flictenas, quando rompidos, podem deixar uma superficie rosa e umida. As
lesdes desencadeiam uma cascata de reacgdes inflamatdrias sistémicas pela
exposicdo do colageno subendotelial. Também ocorre a ativagdo do sistema

calicreina, produzindo citocinas que agravam tanto o edema quanto a hipovolemia.
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A citocinina e a exposi¢cdo do colageno ativam o sistema fosfolipase-acido
araquidonico, liberando prostaglandinas, elevando a permeabilidade capilar local
devido a presenca da substancia P, serotonina, 6xido nitrico, bradicinina e
leucotrienos (PEREIRA et al., 2010).

No que se refere a queimadura de 2° grau profunda, as queimaduras tém
espessura parcial e destruicdo de quase toda a derme, com caracteristicas mais
proximas as queimaduras de 3° grau. Apresenta uma coloracdo mais palida e é
menos dolorosa, acarretando maior repercussao sistémica, embora possa evoluir
para o processo de reparagao apos trés semanas. O epitélio neoformado € muito
friavel, e normalmente a cicatrizagdo ocorre por segunda intencao, alterando a
funcionalidade do tecido e apresentando ulceragédo recorrente e forte tendéncia a
cicatrizacao hipertrofica e contraturas (NASCIMENTO et al., 2015).

A queimadura de 3° grau ou espessura total acomete a totalidade das
camadas da pele e anexos, além de outros tecidos como o tecido adiposo, musculos
e o0ssos. Clinicamente, essas queimaduras apresentam um aspecto esbranquicado
ou marmoéreo, reducao da elasticidade tecidual e podem apresentar vasos
sanguineos trombosados. E a mais grave de todas as lesdes por queimadura
(térmica, quimica ou elétrica), provocando lesdes deformantes no corpo do paciente
(NASCIMENTO et al., 2015).

A cicatrizacdo das feridas por queimadura é um processo altamente
complexo. O reparo dos tecidos pode ocorrer por meio da regeneragdo com
reposicdo da atividade do tecido ou pela cicatrizacdo com restabelecimento da
homeostasia do tecido, com perda da sua atividade funcional pela formacédo de
cicatriz fibrotica (BALBINO et al., 2005).
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Figura 3 - Esquema ilustrativo das fases de cicatrizagéo
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A divisdo do processo de reparo ocorre em trés fases. A primeira fase é a
inflamatoéria, com duragdo média de 3 dias. Ocorre presenga da histamina,
serotonina e bradicinina, que causam vasodilatacdo e aumento do fluxo sanguineo
no local e, consequentemente, sinais inflamatérios como rubor, calor, dor e
diminuicdo de fungdo. A permeabilidade aumenta, causando o extravasamento de
liquidos para o espago extracelular e consequente edema (LAUREANO;
RODRIGUES, 2011).

Os mediadores bioquimicos sdo de agado curta (histamina e serotonina) e
longa (leucotoxina, bradicinina e prostaglandina). A prostaglandina é a mais
importante nessa fase, pois estimula a mitose celular e a quimiotaxia de leucdcitos
(LAUREANO; RODRIGUES, 2011). Tazima et al (2008) afirmam que os primeiros
elementos celulares a alcangar o local da ferida sdo os neutréfilos e mondécitos.

Na segunda fase, a proliferativa, ocorrem 3 eventos: neoangiogénese,
fibroplasia e epitelizagdo. Essa fase caracteriza-se pela formagdo do tecido de
granulagao, que é constituido por um leito capilar, fibroblastos, macrofagos, um
frouxo arranjo de colageno, fibronectina e acido hialurénico, que se inicia por volta
do 3° dia e perdura até a 2° ou 3° semana (TAZIMA et al., 2008). Ocorre também
agregacéao das plaquetas e depdsito de fibrina, formando um coagulo sobre a lesao.
A fibrina forma uma rede como “trelica”, onde as células podem subir e se infiltrar na
area que esta cicatrizando (MACEDO; ROSA, 2015). Os neutrdfilos, linfocitos e
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macréfagos migram sobre a rede de fibrina com o objetivo de remover tecidos
desvitalizados (DO VALE, 2005).

A fase de maturacgao é a terceira fase da reparacao e tem inicio por volta da
terceira semana apds o ferimento, podendo se estender por até dois anos,
dependendo do grau, extensdo e local da lesdo. Nessa fase, ocorre aumento da
forca ténsil da cicatriz devido a deposicdo de colageno, fibronectina, &acido
hialurénico e proteoglicanos. O tecido de granulagao fica rico em colageno tipo Il e
em vasos sanguineos, e €& progressivamente substituido por uma cicatriz com
colageno tipo | (CAVALCANTI et al., 2008). A degradacéo das fibras de colageno
tipo Ill ocorre no periodo de até 1 ano; esse equilibrio resulta da atividade
combinada das metaloproteinases (MMps) e dos inibidores teciduais das
metaloproteinases (TIMPs) (TAZIMA et al., 2008).

O reparo das lesbes € um esforco nos tecidos para restaurar a funcao e
estruturas normais, porém, varios fatores podem interferir nesse processo, como
infecgdes, idade, desnutricao, diabetes, e deficiéncia de proteinas e vitamina C, que
afetam a sintese de colageno (TAZIMA et al., 2008).

2.3 Terapia com luz de baixa intensidade (TLBI)

Técnicas Opticas e fotbnicas tém propiciado importantes revolugbes na
tecnologia em varias areas da saude, com destaque para os emissores de luz laser
— Amplificagdo da luz por emissdo estimulada de radiagdo (acrénimo para Light
Amplification by Stimulated Emission of Radiation) (BAGNATO, 2001).

Os estudos da luz comegaram com Newton em 1670 pela investigagdo da
decomposicdo da luz solar por meio de um prisma, concluindo que a luz branca é
uma mistura de diferentes tipos de raios luminosos, pois quando refratados em
diversos angulos ligeiramente, cada um produzia uma cor (PAOLILLO et al., 2013).

Willian Herschel, em 1800, descobre a luz invisivel, ou seja, a luz
infravermelha. Ja em torno de 1870, Thomas Edison desenvolveu a lampada elétrica
incandescente e, em 1903, Nielsen Ryberg Finsen recebeu o Prémio Nobel de
Fisiologia e Medicina por realizar fototerapia com lampadas nos pacientes com lupus
em um hospital em Londres (BAROLET, 2014).

Aproximadamente 20 anos depois, em 1921, Albert Einstein recebeu o
Prémio Nobel de Fisica por propor a teoria do efeito fotoelétrico “Emissao estimulada
para descoberta do laser” (PAOLILLO et al., 2013).
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Em 1953, a emissdo estimulada reapareceu com o advento da amplificagao
de microondas e, logo em seguida, MASERS (acrénimo para Microwave Amplifiers
by Stimulated Emission of Radiation) (BAGNATO, 2001).

Theodore Maiman, em 1960, criou o primeiro laser de rubi terapéutico com
poténcia menor ou igual 500 mW, que ganhou aplicabilidade clinica no final da
década de 60 e inicio dos anos 70 apds varios estudos. Endre Mester, em
Budapeste, no final da década de 70, apresentou uma nova tecnologia de laser a
base de diodo, denominado de Diodos Lasers Semicondutor, constituido por
Arsenieto de Galio (AsGa). Um laser consiste de um meio ativo que pode ser liquido,
gasoso, solido, semissélido, semicondutor e excimero (BAGNATO, 2001).

Os lasers para fototerapia podem se destacar como uma mistura gasosa de
Hélio-Nednio (HeNe) ou como um dos meios ativos mais utilizados na atualidade, o
diodo semicondutor de Arsenieto de Galio (AsGa), além do Arsenieto de Galio-
Aluminio (AsGaAl) ou do Aluminio-Galio-indio-Fésforo (AlGalnP), que produzem
radiagdo na faixa situada entre 630 a 950 nm (BAXTER et al.,1994).

2.3.1 Caracteristicas fisicas da terapia com luz de baixa intensidade

Monocromaticidade: indica que a radiagéo € constituida por fétons com um
unico comprimento de onda e, portanto, com uma sé cor, e essa caracteristica

determina quais biomoléculas absorveréo a radiacao incidente (KALIL, 2011).
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Figura 4 - Exemplos da monocromaticidade e comprimento de onda
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Fonte: Chavantes; Zamorano, 1991

Coeréncia: o que a determina sédo as depressdes e picos das ondas de luz

emitidas que se combinam perfeitamente no tempo e no espaco.

Figura 5 - Coeréncia da Terapia com Luz de Baixa Intensidade

Fonte: Chavantes; Zamorano, 1991

Colimacgao: significa que os raios sdo todos paralelos, 0 que mantém a
poténcia agrupada em uma area pequena e percorre grandes distancias, sendo a
monocromaticidade considerada fundamental para a efetividade terapéutica
(POSTEN et al., 2005).
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Figura 6 - Colimacgéo da Terapia com Luz de Baixa Intensidade

Fonte: Chavantes; Zamorano, 1991

Os efeitos da TLBI dependem da conversao fotoquimica da energia absorvida
por fotorreceptores (cromoforos) especificos, que podem ser enzimas, membranas
ou substancias, como melanina, porfirina, hemoglobina e o citocromo c oxidase.

Ao absorverem a luz, tais estruturas assumem o estado eletrénico excitado,
que desencadeia quatro agoes primarias: mudancas do estado redox e aceleragao
da transferéncia de elétrons; alteragdes estruturais e da atividade bioquimica pela
excitagao transitéria dos cromoforos; aumento da producao de superéxido; e

geracao de oxigénio molecular (KARU et al., 2004).

2.3.2 Comprimento de onda
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Figura 7 - Comprimentos de onda absorvidos por Cromaoforos
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Fonte: Hamblin; Demidova, 2006

A determinacdo dos efeitos terapéuticos especificos da TLBI € regida
conforme o comprimento de onda. Tal parametro determina quais biomoléculas
absorverdo a radiagao incidente e, portanto, a interagao fotobiolégica subjacente a
qualquer efeito terapéutico especifico. Em particular, as radiagdes pela TLBI com
comprimento de onda de 632,8, 670,0, 830,0 e 904,0 nm apresentam caracteristicas
bioestimulatérias, ou seja, que estimulam o processo de cicatrizagado tecidual
(BAXTER et al.,1994).

Suas variaveis sdo a poténcia e o valor dado pelo fabricante em watts (W). A
densidade de poténcia é a poténcia de saida de luz por unidade de area medida em
watts por centimetro quadrado (W/cm?). A densidade de energia, também chamada
de dose, é a grandeza que avalia a possibilidade de estimulo ou inibicdo dos efeitos
do laser. E a quantidade de energia por unidade de area transferida ao tecido, que
geralmente é medida em Joules por centimetros quadrados (J/cm?),
sendo o parametro mais importante que avalia a possibilidade de estimulo, inibicdo

ou ndo manifestacao dos efeitos terapéuticos (DAMANTE, 2007).
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2.3.3 Modo de aplicacao

A terapia com luz de baixa intensidade (TLBI) pode ser feita por varredura ou
pontual; vai depender da lesdo e da qualidade do tecido. Porém, o modo pontual é

mais eficaz por ter a certeza da dose de energia liberada para a area em tratamento.

Figura 8 - Aplicagao das técnicas pontual (A e C) e varredura (B)

A B C

Fonte: Nunez, 2004

Segundo Mello et al (2007), é feita a comparacao dos efeitos da aplicacédo da
TLBI no modo varredura e no modo pontual em queimaduras por 6leo vegetal.
Sessenta e dois ratos machos foram divididos em trés grupos: grupo experimental 1
(modo varredura com dose de energia 4 J/cm?2), grupo experimental 2 (pontual 4
J/lcm?2) em quatro pontos previamente demarcados, e grupo controle (sem
intervencgao).

Foram realizadas andlises histologicas no 3°, 7°, 14° e 21° dias apds a lesao,
avaliando alteragdes na pele como infiltrado inflamatério e neutrdfilos, fibras
colagenas, ulceragao do epitélio, areas de hiperqueratose e colbnias bacterianas. O
grupo tratado com TLBI por varredura obteve cura total da lesdo apés 14 dias de
tratamento, apresentando a pele com estrutura normal, enquanto os demais grupos
apresentaram melhora apenas apos 21 dias. No grupo tratado com TLBI pontual, foi
observada a presenca de neutréfilos no 14° dia, sugerindo uma nova inflamacgao.

Os efeitos primarios dos foétons que irdo interagir diretamente na célula levam
ao aumento do metabolismo, sintese de endorfinas, diminuicdo da liberacao de
transmissores nociceptivos (bradicinina e serotonina) e estabilizagdo da membrana
(ALMEIDA-LOPES et al., 2001).

Ja o efeito secundario ou indireto ocorre com o aumento do fluxo sanguineo e

o aumento da drenagem linfatica, acdo mediadora da inflamacao. O efeito terciario
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sao efeitos terapéuticos gerais e tardios, como o aumento do sistema imunoldgico
(ALMEIDA-LOPES et al., 2001).

Segundo Parizotto (1998), que ressalta a sequéncia, as reagbes secundarias
sdo geradas como alteragdes dos parametros da homeostasia celular (pH, Ca2+,
AMPc, ATP e outros), que acontecem horas e até dias apds a irradiagdo, como
resposta da transducdo do fotossinal e da amplificacdo ao nucleo das células
irradiadas. O autor ainda indica que, além da via de estimulacdo do citocromo ¢
oxidase, considerado fotorreceptor primario, ha receptores secundarios que
absorvem energia por intermédio do campo eletromagnético, havendo uma espécie
de ressonancia desses campos com as biomoléculas, alterando cargas especificas
de membranas e proteinas. O principal representante dos fotorreceptores
secundarios é o efeito piroelétrico (capacidade de alguns materiais de gerarem
temporariamente um potencial elétrico quando aquecidos ou arrefecidos).

Ja Karu et al (2004) descrevem que a hemoglobina, por ser um croméforo,
tem maior absorcao de energia luminosa nos comprimentos de onda entre 600 a 700
nm. A foto-excitagdo de certos cromdéforos na molécula citocromo ¢ oxidase
(semelhante a CuA e CuB ou Hemes A e 3) participa de uma regulagdo metabdlica,
a cadeia redox.

Quando Jalili et al (2008) investigaram diariamente a agdo da TLBI de 632 nm
em ratos com queimadura de terceiro grau térmica, com o objetivo de investigar a
presenca de mastécitos durante 30 dias pds lesao, foi feita uma divisdo dos animais
em 2 grupos: G1 com dose de 1,2 J/cm 2 e G2 com dose de 2,4 J/cm2. Os autores
concluiram que a aplicagdo da TLBI em queimaduras de terceiro grau aumenta
significativamente o numero total de mastocitos durante a fase de inflamagéo,
especialmente quando aplicado em doses menores.

No estudo de Vasheghani et al (2009), foi observado o comportamento do
numero e da granulagdo dos mastocitos irradiados pela TLBI HeNe (632,8 nm,
continuo, pontual) em queimaduras de segundo grau por vapor d’agua. Os 65 ratos
adultos foram separados em 5 grupos denominados: placebo-exposto (queimadura
sem tratamento), TLBI com dose de energia de 1,2 J/cm?2, TLBI com dose de energia
de 2,4 J/icm2, creme de nitrofurazona a 0,2% e controle (sem queimadura). A
aplicagcao de laser foi realizada diariamente nos grupos tratados, bem como a

aplicacao de nitrofurazona. A pele intacta dos ratos foi utilizada para linha de base.
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Os autores concluiram que a dose de energia de 1,2 J/cm? aumentou o
numero de mastdcitos intactos durante as fases inflamatérias e proliferativas da
cicatrizacdo, e diminuiu o numero total de mastécitos na fase de remodelamento,
indicando que tal resultado pode ser benéfico no fechamento das feridas e na
reducao da formacao excessiva de tecido fibrético (VASHEGHANI et al., 2009).

Na pesquisa de Barolet (2014), sdo discutidos todos os beneficios capazes de
serem promovidos pela TLBI. E importante salientar que, quanto maior a intensidade
de energia absorvida pelos croméforos, maior sera a quantidade de fétons liberados
pelos elétrons excitados.

E consideravel trazer a campo a teoria de Arndt-Schulz. Essa teoria observa
que dependendo da quantidade de fétons emitidos, pode-se obter um efeito
terapéutico bioestimulatério ou bioinibitério (Figura 2). Portanto, a configuracao
correta da dosimetria da TLBI é um fator chave para o sucesso do tratamento

proposto.
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Figura 9 - Curva de Arndt-Schulz
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Em uma pesquisa realizada por Meirelles et al (2008), 55 animais foram
utilizados para avaliar os efeitos do comprimento da TLBI nas queimaduras de
terceiro grau. A lesdo foi realizada por meio do contato com um instrumento
incandescente. Os ratos foram separados em trés grupos: TLBI 660 nm com dose
de energia de 5 J/cm?2, TLBI 780 nm com dose de energia de 5 J/cm?, e controle,
sendo sacrificados apoés 3, 5, 7, 14 e 21 dias de estimulagao. Os autores verificaram
que o emprego da TLBI 660 nm resultou no aparecimento de quantidades maiores
de células inflamatérias, tanto agudas como croénicas, o que foi eficaz para estimular
o desenvolvimento do tecido de granulacéo, aumentar o nimero de fibroblastos e de
fibras de colageno, bem como acelerar a neovascularizagéo.

Tais caracteristicas foram observadas nas fases iniciais do processo de
cicatrizagédo. Posteriormente, o efeito foi mais evidente na reepitelizagéo, iniciada no
14° dia nos grupos bioestimulados e na deposicdo e organizacdo da matriz do
colageno. No 21° dia, a reepitelizacdo completa foi observada nesse grupo. Os
autores concluiram que ambos os protocolos de estimulagdo sao eficazes na
cicatrizagdo de queimaduras de terceiro grau, enfatizando os melhores resultados da
TLBI 660 nm nas fases iniciais e da TLBlI 780 nm no decorrer do processo
experimental (MEIRELLES et al., 2008)
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Um estudo de Chagas-Oliveira et al (2008) também comparou os
comprimentos de onda de 660 nm com dose de 5 J/cm? e 780 nm com dose de 5
J/cm? da TLBI em queimaduras de segundo grau de causa térmica. Foram utilizados
45 animais separados em dois grupos: tratados e controle. Os autores concluiram
que o grupo com dose de 660 nm obteve melhores resultados de cicatrizacdo
comparados ao grupo com dose de 780 nm.

Autores analisaram a acéo da TLBI pulsada a 3.000 HZ e o comprimento de
onda de 890 nm na cicatrizagdo de queimaduras de terceiro grau, aplicado
pontualmente, 3 vezes por semana, por 28 dias. O objetivo foi analisar a incidéncia
de Staphylococcus epidermidis, Lactobacillus. Foram usados 74 ratos com
queimadura térmica em dois locais distintos, denominados como queimadura
proximal e distal, sendo que a lesdao proximal foi considerada controle e a distal
recebeu ou nédo intervengdes. Assim, formou-se 4 grupos: placebo — queimadura
distal recebeu aplicagbes com equipamento desligado; TLBI com 2,3 J/cm?; TLBI
com 11,7 J/cm? e nitrofurazona a 0,2%. A analise microbiolégica demonstrou pouca
inibicdo de Staphylococcus epidermidis, Lactobacillus, porém, a densidade de
energia de 11,7 J/cm? apresentou fechamento acelerado da lesdo (EZZATI et al.,
2010).

Ao buscar a melhor definicdo para a densidade de energia ideal no tratamento
de feridas cutdneas no dorso de ratos, utilizaram diferentes tipos de TLBI com
diversos comprimentos de onda. Nas densidades de energia de 10, 20 e 30 J/cm?,
irradiados 3 vezes por semana, a dose que apresentou os melhores resultados foi a
de 20 J/cm? (AL-WATBAN et al., 2009).

Em relagdo ao comprimento de onda, os melhores resultados obtidos foram
os seguintes, em ordem crescente: HeNe (632,8 nm), AsGaAl (780 nm), argbnio
(488-514 nm), AsGaAl (830 nm), HeCd (442 nm) e cripténio (640-670 nm). Essa
ultima constatacdo comprova que a profundidade de penetracao da TLBI, que esta
relacionada ao comprimento de onda, nao ¢é proporcional aos efeitos
biomodulatérios da TLBI em ferimentos superficiais, como os gerados no dorso dos
ratos (AL-WATBAN et al., 2009).

Na avaliacdo da cicatrizacdo cutdnea em dorso de ratos com a utilizagcédo da
TLBI, realizando 3 irradiagbes com 3,8 J/cm? cada, os resultados encontrados
indicaram que a TLBI pode ser um importante indutor de apoptose durante o

processo de reparo tecidual. Foi demonstrado também que a TLBI tem um efeito
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imunomodulatério na expressao sobre a TGF-beta nos locais de cicatrizacdo de
feridas. Foi comparada a eficacia da TLBI com a da luz polarizada em queimaduras
de segundo grau em roedores. Os lasers utilizados foram o vermelho 660 nm e o
infravermelho 780 nm, com 4 irradiagdes, dose de energia de 5 J/cm? e intervalos de
24 horas (ROCHA JUNIOR et al., 2006).

A andlise dos resultados demonstrou que os tecidos danificados foram
capazes de absorver e processar eficientemente a luz em todos os comprimentos de
onda testados. No entanto, a TLBlI com 660 nm foi a terapia que apresentou os
melhores resultados nas fases iniciais de cicatrizagdo, demonstrando um tecido
recém-formado semelhante a derme normal.

As caracteristicas morfolégicas e funcionais da cicatrizacdo de feridas
produzidas na pele de camundongos foram investigadas, utilizando a TLBI com
632,8 nm, com dose de energia de 1 J/cm? e tempo de exposi¢do de 3 minutos. As
lesdes do grupo irradiado mostraram uma reepitelizacdo mais rapida, uma derme
contendo um maior numero de fibroblastos ativos e uma reducdo da inflamagao
local, influenciando na organizagdo das fibras colagenas na area do reparo. Os
autores sugerem que a TLBI pode acelerar a cicatrizagao de feridas cutédneas nesse
modelo animal (FERREIRA et al., 2006).

Autores avaliaram do ponto de vista histoldgico o efeito do diodo e irradiagéo
laser sobre a cicatrizacdo de feridas da pele, em ratos Sprague-Dawley. Em
comparacao com as feridas de controle ndo irradiadas, a estimulagdao da TLBI
encurtou a fase inflamatdria, bem como acelerou a fase proliferativa e a fase de
maturacdo, levando a regeneragao da epiderme e da ferida e a reparagéo do
musculo da area lesionada. Os autores concluiram que a TLBI com comprimento de
onda de 670nm com densidade de energia de 10 J/cm? influenciou positivamente
todas as fases de cicatrizagcao da pele de rato (GAL et al., 2009; SILVEIRA et al.,
2007).

A TLBI foi avaliada nos parametros oxidativos na cicatrizacdo de feridas; os
grupos com dose de energia foram separados da seguinte forma: G1 = controle 5
dias, G2 = 2 J/cm? 5 dias, n=6; e G3 = 4 J/cm? 5 dias (SILVEIRA et al., 2007).

Foi realizada cirurgicamente uma ferida circular medindo 8 x 8 mm no dorso
do rato. Trinta minutos apés a ultima irradiacao, a atividade das enzimas da cadeia
respiratoria foi avaliada: DCIP oxirredutase (complexo Il) e succinato desidrogenase

soluvel (SDH), atividade do citocromo ¢ oxidase (complexo V), produgdao de anion
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superdxido, atividade da superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). A
lipoperoxidagao foi avaliada pela técnica de TBARS. Os resultados foram uma
diminui¢cdo na atividade do complexo Il nos grupos irradiados por 5 dias com 2 e 4
J/lcm2, enquanto a produgdo de anion superoxido mostrou uma diminuigdo
significativa no grupo irradiado por 5 dias com 4 J/cm? em relagédo ao grupo controle.
Além disso, um aumento significativo na atividade da catalase foi observado no
grupo irradiado por 5 dias com dose de energia de 2 J/cm2, bem como uma
diminuicdo da peroxidagao lipidica nos dois grupos irradiados (SILVEIRA et al.,
2007).

Os autores concluiram que a TLBI estimula a atividade antioxidante e protege
a célula contra danos oxidativos durante o processo de cicatrizacdo de feridas
cutaneas em ratos (SILVEIRA et al., 2007).

A TLBI foi analisada no processo de reparacdo de tecidos lesados em
queimaduras de terceiro grau, comparativamente ao tratamento com sulfadiazina de
prata a 1% e ao grupo controle. Os grupos se dividiram da seguinte forma: G1 =
controle, G2 = TLBI com 658 nm - 10 mW e densidade de energia de 4 J/lcm?, G3 =
sulfadiazina de prata a 1% aplicada diariamente, e G4 = TLBI + sulfadiazina de prata
a 1%.

Na analise dos grupos em relagdo ao controle, no 7° dia, foi observado nos
grupos irradiados uma redugdo das células inflamatdérias e um aumento dos vasos;
no 14° dia, observou-se maior nimero de fibroblastos e reducdo das células
inflamatodrias. Os autores concluiram que a associacdo da TLBI com a sulfadiazina
de prata a 1% foi eficiente comparada aos outros grupos (SILVA et al., 2012).

A influéncia da luz foi investigada com o laser de baixa intensidade na
cicatrizacdo de queimadura em ratos, utilizando a TLBI com 670 nm, 2 J/cm? e com
uma poténcia de saida de 250 m\W. As avaliagbes foram realizadas 10, 20 e 30 dias
apos a queimadura por meio das analises macroscopica e histolégica. Os autores
constataram a auséncia de efeitos benéficos nos processos de cicatrizagdo de
feridas por queimadura comparados ao grupo controle (SCHLAGER et al., 2000).

Outro estudo investigou a resposta da TLBI em ratos com queimaduras de
terceiro grau. A amostra foi composta por 10 ratos, e a leséo foi realizada em ambos
os lados do dorso do animal. Foi aplicada a TLBI com 660 nm e 4 J/cm? somente de
um lado; o outro foi o controle. O procedimento foi realizado durante 5 dias

consecutivos, € a evolugcao do processo cicatricial foi realizada por meio da analise
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histolégica no 7°, 14° e 21° dias. Os autores observaram que a area que recebeu a
TLBI manifestou presenca de fibras colagenas e elasticas verdadeiras e vasos
sanguineos neoformados e bem amadurecidos. Ja nas lesées que ndo foram
tratadas, observaram-se tecido conjuntivo frouxo, infiltrados moderadamente
acentuados de macrofagos e linfécitos, vasos sanguineos neoformados e fibras
colagenas discretas ou ausentes. Com isso, pode-se concluir que a TLBI contribuiu
para acelerar o processo de cicatrizacao (LANGE et al., 2003).

A TLBI nas alteragbes do fluxo sanguineo em um modelo de cicatrizagéo de
feridas em ratos foi avaliada. Sua amostra foi de 15 ratos separados aleatoriamente
em controle sem lesdo e em experimento com ferida realizada cirurgicamente. Foi
aplicada a TLBI com 660 nm, dose de 1 J/cm? e poténcia de 30 mW durante 21
dias, além da avaliagcdo do fluxo sanguineo por meio da Fluxometria Laser Doppler
(FLD) associada a um parametro de perfusdo normalizada. Alteragdes de fluxo
provocadas pela lesao e resposta inflamatéria foram demonstradas, porém, nao
houve diferengas estatisticas entre os grupos (SOUZA et al., 2014).

Na literatura, observam-se resultados conflitantes em relagao aos beneficios
do tratamento com TLBI nas queimaduras, e sao escassos 0s estudos que
especifiquem os parametros mais seguros ou quais doses e frequéncia de aplicagao
devem ser utilizadas. A hipétese deste estudo é que doses baixas com poténcia de
100 mW aplicadas diariamente podem ser efetivas na reparagdo de queimaduras

quimicas de 2° grau.
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3 METODOS

Trata-se de um estudo experimental com 12 ratos adultos do sexo masculino
(Rattus Norvegicus Albinus) da linhagem Wistar, com peso variando entre 310 e 350
gramas, provenientes do Biotério da Faculdade de Medicina ABC (FMABC).

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais sob luz controlada em foto,
pelo periodo de 12 horas, ambiente claro/escuro e condigdes de temperatura, com
alimentagcédo e agua a vontade. Foram preservados os principios éticos, legais e de
confidencialidade das informacdes, seguido os preceitos do Comité de Etica em
pesquisa com Animais da Faculdade de Medicina do ABC, com o numero de
aprovacgao 001-2012, estando de acordo com as orientagcbes do CONCEA (Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdao Animal), bem como com os padrbes do
Conselho Internacional para o Laboratério de Ciéncia Animal.

3.1 Grupos Experimentais

Os animais foram distribuidos ao acaso em dois grupos, com seis animais
cada: controle (G1) e experimental (G2).

Os animais foram anestesiados com uma associacdo de Cetamina 50 mg/kg
e Xilazina 10 mg/kg por via intraperitoneal previamente a realizagdo da queimadura
quimica. Para o procedimento, foi realizada a tricotomia bidigital seguida da limpeza
na pele com solugao de iodo-povidon para prosseguir com o delineamento da area
padronizada de 6 x 3 cm, sendo a area total de 18 cm? na regido dorsal do animal,
definindo como ponto de referéncia 1 (um) cm abaixo da quarta vértebra toracica

lateralmente a esquerda (Figura 10).
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Figura 10 - Area p6s epilagdo bidigital

Fonte:

A técnica de inducdo da queimadura quimica foi padronizada utilizando uma
haste de madeira com algodao na ponta, medindo 3 cm de comprimento € 4 mm de
didmetro, embebida com ATA (&cido tricloroacético) na concentracao de 50% com a
técnica ininterrupta de trés passagens sobre a area de 18cm? em cada animal
(SANTOS et al., 2004).

Figura 11 - Area pés-aplicagdo de 4cido tricloroacético - “coagulacdo da queratina”

Fonte:

Figura 12 - Aplicacéo da TLBI no dorso do rato

Fonte:
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No G1, apés duas horas da queimadura quimica, o modo placebo da TLBI
foi realizado, e no G2, pelo mesmo periodo de duas horas, foi realizada a aplicacao
da TLBI por meio do aparelho Flash Laser Ill da marca DMC®, Sao Carlos, SP, com
0s seguintes parametros: luz visivel (AlGalnP), 660 nm, modo continuo, poténcia de
100 mW, dose de energia de 2 J/cm? e técnica pontual transcutanea, no qual a
probe de 0,1 cm era posicionada com leve pressao em angulagao de 90°.

Foi respeitada a distancia de 2 cm entre os pontos devido a irradidncia da
probe de 2 cm, totalizando trés pontos no leito da queimadura por animal; a TLBI foi
aplicada por dez dias consecutivos.

As aplicagdes da TLBI foram realizadas com contencdo manual dos animais
porque o procedimento ndo produziu dor ou incbmodo. No presente trabalho, foram
tomadas todas as precaucgdes para evitar o estresse, o que facilitou a manipulacao
diaria com os animais sem necessidade de anestesia. O dorso do animal foi o local
escolhido para a indugcdo da queimadura para evitar a irritacdo por contato ou
automutilagao.

Apds 24 horas da ultima terapia, os animais de ambos os grupos foram
sacrificados por meio de uma camara de gas carbOnico (CO2), apds serem
anestesiados. No instante apds o sacrificio, foi realizada a bidpsia do tecido da pele

a 3 cm da base do cranio para estudo histoldgico, incluindo a ferida em reparagéo.

3.2 Métodos de Avaliagao
3.2.1 Analise macroscopica

Para calcular as porcentagens de area de necrose, tomou-se como base o
quinto e décimo dia de pds-queimadura, por meio do Método Gabarito de Papel
(SASAKI; PANG, 1984). O método consiste em desenhar o limite entre o tecido
viavel, como pele macia, résea, quente e tecido necrosado, como pele rigida,
escurecida, fria, sem pelos e com crosta nos animais (Figura 13).

Apds obter o molde da area queimada por meio do decalque, o molde foi
recortado em papel transparente vegetal e pesado em balanga de preciséo (erro de
+/- 0,0001 g). Posteriormente, a seguinte férmula foi utilizada:

. Peso do Molde de Papel da Area de Necrose
Porcentagem da Area de Necrose = = X100
Pesodo Molde de Papel da Area Total da necrose
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Figura 13 - Lesdo de Queimadura apresentando area esbranquigada - “Frosting”

Fonte:

Figura 14 - Método Gabarito de Papel - “Decalque da Area Necrosada”

Fonte:

3.2.2 Andlise histologica

Todas as amostras foram fixadas em formalina a 10% tamponada (pH: 7,4) e
embebidas em historesina. Apds a realizagdo dos cortes histolégicos, o material foi
corado com Hematoxilina-Eosina (HE), Picrosirius e azul de toluidina para posterior
analise do tecido (CULLING et al., 1985).

A andlise histopatolégica das pecgas foi feita por um médico patologista que
desconhecia de qual grupo provinha o corte, do grupo 1 ou do grupo 2, tendo acesso
apenas a informacdo do tempo de evolugdo da queimadura. Os critérios de
avaliagdo foram: infiltrado inflamatério agudo, infiltrado inflamatdério crdnico,
neoformacgao vascular, proliferagao fibroblastica e profundidade da cicatriz.

Foi utilizado o microscopio éptico com aumento de 100x da Nikon® (Nikon,
Toquio, Japao). Todas as queimaduras foram classificadas como segundo grau, e o
processo inflamatério, a proliferagcéao celular, a sintese de elementos que constituem

a matriz extracelular (colageno, elastina e fibras reticulares) e a existéncia de
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neovascularizacao foram analisados.

3.2.3 Analise histoquimica

Os cortes foram corados em solug¢ao 0,1% de Sirius Red (Sirius Red F3B200,
Mobay Chemical Co., Union, New Jersey, USA), dissolvida em Acido Picrico aquoso
saturado por 1 hora. Em seguida, os cortes foram lavados em agua corrente por 5
minutos, contra corados com hematoxilina de Ehrlich por 2 minutos e lavados em
agua corrente por 5 minutos. Em seguida, foram desidratados em gradiente de
etanol, diafanizados em xilol e montados em Entellan. Os cortes histolégicos foram
observados ao microscépio de luz polarizada e analisados pelo programa de analise

de imagens Image-Pro Plus 44.1.0.1 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD).
3.2.4 Andlise estatistica

Para a analise de dados, foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prisma
versao 5.0 para realizar o teste de ANOVA de medidas repetidas, e para confirmar a
normalidade, foram usados dados nao paramétricos. A diferenca estatistica entre os

dados foi considerada significante, com valor de p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise macroscopica

Tabela 1 - Diferencaentre o G1 (grupo controle) e G2 (grupo experimental) sobre o
tamanho da area de necroseno 5° e 10° dia pds a queimadura

Area de necrose (%)*

Grupo Controle Grupo Experimental
5°dia 10° dia Redugdo 5°%dia 10°dia  Redugdo Percentual
Percentual
82 43 29 80 46 34
107 34 73 51 0 51
59 10 49 83 3 80
79 77 2 36 11 25
73 63 10 35 6 29
100 74 26 35 y 35
£83,3117,6 50,2126,0 33,2 53,3£22,7  1117,6 42,3
p>0,05 p=0,0006%*

* Teste de AMOVA para medidas repetidas, seguido de pds-teste de Newman-Keuls.

O grupo que recebeu a TLBI apresentou menor area de queimadura. No
entanto, o animal que no 5° dia apresentou 107% evoluiu com maior

comprometimento nas areas adjacentes.

Grafico 1 - Percentual de lesdo na pele de ratos Wistar submetidos a técnica de

queimadura quimica por ATA

(ANOVA, p=<0.001)
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4.1.1 Avaliagdo macroscopica da lesdo pds-queimadura quimica induzida

Figura 15 - Aspecto do tecido de reparacao por cicatrizagao apos 5 e 10 dias da
lesdo inicial (G1 - Grupo Controle e G2 - Grupo Experimental).

Grupo Controle G1 Grupo Experimental G2
Stdig —» 10¢ dia e dig —» 10° dia

Fonte:

Legenda: G1: (1) Nota-se no 5 dia a presenca de crosta e areas com edema e eritema ao redor das
crostas; no 10 dia, (2) as crostas ja estavam sendo eliminadas espontaneamente com presencga de
eritema, leve edema e algumas lesées com crostas ainda bem aderidas. G2: (3) Nota-se pouca
presenca de crosta leve eritema sem edema; (4) nota-se epiderme epitelizada sem presenga de
crosta, sem eritema e sem edema.

4.2 Analise histolégica

Foi evidenciado, em todas as laminas, que as queimaduras foram de segundo
grau, com variagao de profundidade da necrose entre 0,20 mm a 0,35 mm a partir da

superficie, no quinto e décimo dia pés-queimadura.
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Figura 16 - Fotomicrografia de corte histoldgico de pele de rato submetido a
queimadura por ATA, corada pela Hematoxilina-Eosina.
e

Fonte:

Legenda: G2 A: Observa-se regeneragdo epitelial homogénea com espessamento da epiderme (1),
derme papilar espessa (2) e derme reticular com tecido conjuntivo denso modelado (3). Observam-se
ainda os anexos dérmicos preservados representados por foliculos pilosos (seta). G2 B: Observa-se
epiderme espessada com figura de mitose (seta), presenga de grande quantidade de fibroblastos (4)

e tecido denso modelado (5). G1 C: Observa—se solugao de continuidade na epiderme (b) (8) e
intenso infiltrado inflamatério. Nota-se na epiderme a presencga formagdes bolhosas intraepidérmicas

a derme papilar (9), e na derme reticular, a presenga de células polimorfonucleares (10). Na derme

papilar, nota-se a presenca de inumeras células conjuntivas, e na derme reticular, a presenca de
tecido conjuntivo denso ndo modelado. G1 D: Observa-se solugédo de continuidade da epiderme

(seta), intenso infiltrado inflamatério (6), colageno hialinizado (7), preservagéo de anexos dérmicos

representado por foliculo piloso (f) e glandula sebacea (g).

4.2.1 Analise histologica com HE
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Figura 17 - Fotomicrografia de corte histoldgico de pele de rato no 10° dia pos-
queimadura (HE, 100x).

Fonte:

Legenda: G2 A: Observa-se derme espessa e tecido vascularizado. G2 B: Observa-se aumento do
numero de fibroblastos com compacto de fibras de colageno eosinofilicas. G1 C: Observa-se
desorganizagao das fibras colagenas. G1 D: Fibroblastos com nucleos circulares e ovais, fibras
dissociadas.

4.2.2 Analise histologica com azul de toluidina
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Figura 18 - Fotomicrografia de corte histoldgico de pele de rato no 10° dia pos-

Fonte:

Legenda: G2 A: Observa-se derme papilar vascularizada e espessada e epiderme regenerada sem
presencga de processo inflamatério G2 B: Observa-se presencga da glandula sebacea e grande
quantidade de feixes grossos de fibra colagena. G1 C: Observam-se granulos corados positivamente
pelo Azul de Toluidina, apresentando infiltrado inflamatério eosinofilico com presenga de células
polimononucleares. G1 D: Nota-se epiderme bem fina, porém com solugao de continuidade e
presencga de crostas; derme com fibras desorganizadas e finas.

4.3 Analise histoquimica



46

Figura 19 - Fotomicrografia da pele de ratos Wistar submetidos a queimadura de
segundo grau corada com Picrosirius.

~

Fonte:

Legenda: G2 A: (1) epiderme, queimadura tratada com TLBI, (2) derme papilar, (2) fibras finas de
colageno em grande quantidade, (3) derme reticular, (4) feixes de fibras grossas de colageno em
varias dire¢cdes. G2 B: queimadura tratada com TLBI coradas com Picrosirius sob a luz polarizada, (5)
derme papilar, (6) fibras mais finas de colageno; (7) evidencia-se a grande quantidade de fibras
grossas de colageno apresentando grande birrefringéncia, o que mostra a intensa quantidade de
fibras. G1 C: (8) queimadura sem tratamento (controle) corada com Picrosirius, (9) pouca quantidade
de fibras colagenas em derme papilar e reticular. G1 D: (10) queimadura nao tratada corada sob luz
polarizada, (11) ndo observando birrefringéncia, ou seja, poucas fibras de colageno na derme.
Aumento: 100x.
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5 DISCUSSAO

Pela queimadura ser um problema de saude publica e com graves
repercussdes no dia-a-dia do individuo acometido, busca-se opg¢des experimentais
para elaboracdo de modelos adequados ao seu estudo e compreensdao do
fendmeno, com vistas ao progresso iminente dos processos de tratamento, além de
uma qualidade de vida melhor aos individuos acometidos por essa fatalidade. Assim,
optou-se por desenvolver o protocolo de pesquisa em modelo animal e do tipo rato
Wistar, visto ser um animal de pequeno porte adequado ao procedimento
experimental e de facil manuseio cirurgico.

Ainda, esse modelo animal é reconhecidamente resistente a infeccbes e
manipulacdo, de facil acesso, com facilidade de padronizacdo e pareamento da
idade, peso, sexo, alimentagdo e alojamento. Ademais, trata-se do protocolo
experimental de facil reproducédo, sendo tal modelo animal capaz de permitir a
avaliagdo dos fendmenos bioldgicos para que possam ser comparados aos
fendmenos biolégicos em humanos. Apesar de algumas diferengas, busca-se um
modelo que possa ser facilmente acessivel e com evolugbes em pesquisa
semelhantes as alteragdes avaliadas em humanos, com facilidade de reprodugao
dessas alteragdes (FERREIRA et al., 2005).

O sistema tegumentar é formado pela epiderme e derme. A primeira camada
da epiderme €& constituida por células epiteliais, que sdo os queratinécitos,
produzidos na camada basal. A derme é um tecido conjuntivo formado por
fibroblastos, mastdocitos, macrofagos e substancia fundamental amorfa, e ela é
responsavel pela resisténcia e elasticidade da pele (Figura 1).

A epiderme é formada por quatro a cinco estratos teciduais avascularizados.
Sua nutricido é realizada pelo processo de difusdo por meio dos leitos capilares
intrinsecos a derme. Em sua composicdo estrutural, ha a lamina densa, que é
formada por uma rede molecular composta de colageno tipo IV. Outro composto é a
l&mina reticular, com predominio de tecido colagenoso tipo Ill, que possui as fibras
reticulares que estdo ancoradas ao tecido conjuntivo por fibras colagenas grossas,
colageno tipo | que, juntamente ao colageno tipo VIl e o colageno tipo 1V, sustentam
as laminas densa e reticular.

Assim, na aplicagdo do protocolo de queimadura quimica, ha alteragcdes na

parte estrutural e funcional da pele do animal experimental. O modelo utilizado foi
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em ratos Wistar, com aplicacdo do acido tricloroacético a 50%. Imediatamente apés
a aplicacao do protocolo experimental, observou-se que a lesdo da epiderme estava
presente. No quinto dia apds a aplicacdo da queimadura quimica, observou-se que o
tecido apresentou lesdes por queimadura e em profundidade de até 0,35 mm (Figura
16 A, C).

Na descrigdo histoldgica, ha destruicdo total da epiderme e da derme papilar
(Figuras 16, 17 e 18) e auséncia de componentes funcionais da epiderme e da
derme, tais como os queratinécitos, lamina basal, derme papilar e fina camada de
derme reticular (figura 16 A, B, C, D). Houve preservagao dos anexos cutaneos, tais
como as glandulas sebaceas, sudoriparas e foliculos pilossebaceos.

Em outro método de avaliagao do desfecho da lesdo cutanea, realizou-se a
varredura histolégica no 5° dia da progressao da queimadura quimica. Manteve-se o
quadro de solucao de continuidade, auséncia de queratindcitos, presenca de intenso
infiltrado inflamatério em derme papilar e reticular, bem como presenca de
mastécitos e de células polimorfonucleares (Figuras 17 e 18). Na continuidade do
processo evolutivo da lesdo provida pela queimadura quimica, no 10° dia, houve
presenca de leve infiltrado inflamatdério, epiderme com indicios teciduais de
regeneragdo com formagao dos extratos basais, sendo possivel a visualizagdo da
derme com fibras finas e em diversas diregdes de desorganizagao tecidual (Figuras
16 e 17).

Em complemento ao processo de avaliacido por técnicas de microscopia,
utilizou-se a descricdo do processo histoquimico. No quinto dia pds-lesao (no grupo
sem utilizacdo da aplicagdo TLBI), observou-se solugdo de continuidade do
processo da lesdo, com auséncia de queratinodcitos e estratos da epiderme, pouca
quantidade de fibras colagenas em derme papilar e reticular (Figura 16 C, D) e baixa
densidade de fibras de colageno na derme. Esses achados confirmam a presenca
da lesado induzida pela queimadura quimica com acido tricloroacético (ATA).

Naqueles processos de descrigdo macroscopicos, observa-se, no 5° dia, um
percentual da area da lesdo de 83,3% (Tabela 1), além da presenga de crosta,
tecido desvitalizado e edema e eritema nas bordas da lesdo (Figura 15, imagens 1 e
2).

Em razdo do processo de cicatrizagcao ser imprescindivel ao entendimento da
homeostasia e do equilibrio orgénico, o fato de também prover o entendimento de

seus aspectos estruturais e funcionais é essencial para a obtencdo do processo de
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cura, com o fechamento da lesdo com cicatriz funcional e estética satisfatoria
(SINGER, 1999; CLARK, 1996). A cicatrizacdo de feridas foi dividida
academicamente em trés fases: inflamatéria, proliferativa e de remodelagéo, sendo
que essas fases se sobrepdem durante todo o processo de reparacdo tecidual
(BROUGHTON et al., 2006).

Ademais, a presenca de fatores locais ou sistémicos, tais como localizacao da
lesdo, presenca de corpos estranhos e debris, alteracbes de perfusdo tecidual,
sistema imunolégico, fibroblastos deficientes, inadequada técnica cirurgica e tempo
da lesdo, podem influenciar em qualquer uma das fases da cicatrizacdo (CAMPOS
et al.,, 2003). Realizou-se também a continuidade do processo observacional e de
avaliacdo do tecido do pelo do animal experimental por mais cinco dias, com
sacrificio do animal no décimo dia pés-lesao.

Outra questdo importante na continuidade do processo observacional da
cicatrizacdo e do fechamento da lesdo da pele refere-se ao colageno, componente
funcional que se dispde das fibras que proporcionam a forca ténsil na fase de
cicatrizagéo do reparo tecidual, influenciando na formagao da cicatriz e permitindo a
remodelacdo funcional adequada ao processo de lesao tecidual. Ademais, o seu
metabolismo consiste em um equilibrio entre biossintese e degradagao, sendo que
as fibras de colageno sao reabsorvidas e sintetizadas durante o crescimento,
remodelagéo, involugéo, inflamagao e o reparo de tecidos (WITTE; BARBUL, 1997).

Por essas evidéncias cientificas, realizou-se avaliagdo da pele do animal
experimental no décimo dia pos-lesdo por meio da retirada intencional de
fragmentos da pele lesionada. A pele foi avaliada pelas seguintes técnicas
microscopicas: histoldgica, histoquimica e macroscopica no décimo dia de evolucéo
da lesdo quimica.

Os achados séo os seguintes: na avaliagao histolégica, observa-se que houve
presenca do epitélio com queratindcitos, do estrato basal e infiltrado inflamatério
moderado agudo com células polimorfonucleares em derme papilar e reticular, bem
como presenca de fibras de colageno finas e desorganizadas em derme reticular -
G1 (Figuras 16,17 e 18).

Ja nos achados histoquimicos, houve presenca da epiderme incompleta, com
solucao de continuidade da epiderme e derme papilar, presenca de queratinécitos e
pouca quantidade de fibras colagenas em derme papilar e reticular - G1 (Figura 19
A, B).
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Em continuidade do processo de visualizagdo macroscopica no décimo dia
pos-lesdo quimica, observa-se que houve cerca de 50% da area de lesdo ainda
manifestada com indicios de reparagao funcional (Tabela 1), destacando-se a
presenca de crosta, exsudato, eritema nas bordas e edema (Figura 15, imagens 2 e
3).

Embora semelhantes, a pele de rato apresenta diferenca em relagao a pele
humana, com a auséncia de um limite definido entre derme papilar e derme reticular.
Apesar dos achados histologicos diferentes da pele humana (a derme do rato € mais
espessa e nao apresenta tecido gorduroso subcutdneo nem tela muscular
subcutanea), os vasos sanguineos responsaveis pela irrigagcdo cutanea sao
subdérmicos em ambos e mostram resposta semelhante a estimulos, o que permite
sua utilizagcdo como modelo animal (SANTOS et al., 2006), e os experimentos de
cicatrizacdo em modelo animal propiciam um método com o qual pode-se estudar as
interacdes complexas que ocorrem in vivo nos humanos (LI et al., 2011).

Assim, o protocolo de queimadura quimica experimental foi avaliado até o
décimo dia da lesdo. Realizou-se, portanto, a composi¢gdo de grupo comparativo,
nominado de grupo experimental, que utilizou a TLBI como intervengado sobre os
processos cicatriciais no 5° e 10° dia das lesoes.

Nos achados do grupo experimental, observou-se que no quinto dia, através
da avaliagdo histologica, que o sistema tegumentar sofreu influéncias de onda
eletromagnética em seu rearranjo estrutural, conforme segue:

Na avaliacao histoldgica, no quinto dia do grupo experimental (G2), observou-
se epiderme regenerada, presenga de queratindcitos, estrato basal integro, derme
papilar levemente espessada, fibras colagenas finas com feixes grossos e leve
infiltrado inflamatorio (Figura 16 A).

Na mesma avaliacdo instrumental histolégica no décimo dia, a epiderme
encontra-se espessada e regenerada com presenca de queratindcitos, estrato basal
com figura de mitose, angiogénese, presenca de grande quantidade de fibroblastos,
colageno tipo IV e tecido denso modelado (Figuras 16, 17,18, imagens A, B).

Em avaliagdo histoquimica realizada no quinto e décimo dias pds-leséo,
houve: epiderme regenerada, derme papilar espessada e derme reticular com
grande quantidade de fibras no 5° dia, com melhoria da disposicdo destes
componentes biolégicos da pele com intensa quantidade de fibras reticulares e

grande quantidade de fibras grossas de colageno, sendo que os efeitos da
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reparagao tecidual foram mais visiveis no 10° dia de recuperagédo tecidual, com
presencga da TLBI (Figuras 16, 17, 18, imagens A, B).

Por fim, realizou-se a avaliagdo macroscopica, com registro de 53,3% de area
de leséo presente na pele do rato Wistar, além da presenga de crosta e tecido
desvitalizado, destacando auséncia de edema e eritema.

Nessa mesma avaliagdo macroscopica realizada no décimo dia, a area de
queimadura quimica foi regredida para 11% da lesao total inicial, com eliminagéo
das crostas e auséncia de eritema e edema. A pele encontrava-se epitelizada
(Figura 15).

Registrou-se a eutanasia dos dois grupos de animais por meio da camara de
gas carbdnico (COz2), ndo sendo feita a reposicdo dos animais. Na avaliagdo dos
grupos de experimentais, observou-se que na variavel area da lesido induzida por
queimadura quimica, os animais expostos a TLBI responderam melhor a reparagao
tecidual, sendo que no décimo dia da lesdo observou-se 11% de extensido da area
de lesao e presencga de tecido epitelizado. Ao comparar as areas de lesao entre os
grupos experimentais, houve diferengas visuais e estatisticas (p < 0,05; Figura 15 e
Tabela 1), evidenciando o efeito de promogao da reparagédo tecidual do agente
eletromagnético TLBI.

Noutra variavel do estudo, relacionada com o tempo de cicatrizacao, houve
maior densidade de colageno no grupo tratado com TLBI (Figura 15, imagens 3 e 4
e Tabela 1). Tais evidéncias do efeito da TLBI s&o visiveis macroscopicamente e
com significancia estatistica (p < 0,05) tanto no 5° como no 10° dia de tratamento
com a onda eletromagnética do tipo TLBI (Tabela 1 e Figuras 15 (imagem 4); 16
(imagem B); 17 (imagem B); 18 (imagem B); 19 (imagem A)).

Apds 24 horas da ultima terapia, os animais de ambos os grupos foram
sacrificados apds serem anestesiados. No instante apds o sacrificio, foi realizada a
bidépsia do tecido da pele a 3 cm da base do cranio para estudo histolégico, incluindo
a ferida em reparacao.

Igualmente, € muito amplo avaliar os efeitos da terapia com luz de baixa
intensidade pdés-queimadura de 2° grau quimica em tempo de reparacao e qualidade
do tecido conjuntivo. Porém, os achados descritos na Tabela 1 e na Figura 15
evidenciam que houve melhor resolucdo e melhor qualidade do processo
inflamatdrio a partir do 5° dia pés-queimadura quimica, bem como reducao da area

lesada no 10° dia da les3o.
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Nos achados das variaveis macroscoépicas (Figura 15), houve percentual de
reducdo de 42,3% da area queimada. Esse resultado é concordante com os
achados de Laureano et al (2011), Rodrigues et al (2011) e Al-Watban et al (2009),
que evidenciaram que a TLBI estimula a proliferacdo de fibroblastos e sua
modificagdo em miofibroblastos, proporcionando melhora na produgéo de colageno
e na producao de ATP, incrementa a atividade dos linfécitos com consequente efeito
antibacteriano e melhora da vascularizacdo. Destaca-se que o0s resultados
experimentais (Tabela 1 e Figura 15) evidenciam a resolutividade do processo de
lesdo por queimadura quimica, e para prover essa ocorréncia, € necessario
desencadear a cascata de inflagdo e potencializacdo dos efeitos da TLBI sobre o
tecido bioldgico, corroborando para o desfecho de melhora da qualidade da leséo e
reducao do tempo de cicatrizagao, destacados na Tabela 1 e Figura 15 (imagens 3 e
4).

Em estudos de Souza et al (2014), Asuquo et al (2008), Balbino et al (2005),
Rodrigues et al (2011) e Paiva et al (2009), ha destaque da complexidade do
processo de reparagdo tecidual, que sdo dependentes da gravidade, extensdo e
tempo de lesdo, pois a queimadura ja atingiu a epiderme de forma completa; ja na
derme papilar, porém, seus anexos permanecem integros. Os achados descritos na
Tabela 1 e nas Figuras 16 e 17 demostram tal complexidade e evidenciam a
melhora do processo cicatricial por inducéao da TLBI.

Quando se reporta o variavel tempo de reparacao tecidual, o estudo de
Pinfildi et al (2005) destaca que a reparacao neste tipo de queimaduras de 2° grau
tem duracdo de 4 a 5 semanas, € que por vezes ha necessidade de enxertia
tecidual. Os achados deste protocolo experimental (Tabela 1 e Figuras 13 e 14)
evidenciam que nesse variavel tempo de reparacdo, a TLBI proveu aceleracdo do
processo e resultou em uma reducéo da area de lesao para 11% com visualizagéo
macroscopica, histoquimica e histoldgica, presengca de fibras organizadas, derme
espessada, feixes grossos de colageno e epiderme epitelizada.

A terapéutica que emprega a TLBI apresenta efeitos notaveis sobre a
remodelacido de tecidos cicatriciais, ocasionando redug¢ao do edema e do processo
inflamatdrio, aumento da fagocitose, da sintese de colageno e da epitelizacédo
(HAMBLIN e DEMIDOVA, 2006).

Esses tratamentos ndo sdo invasivos e nao precisam do contato com

aparelho e pele, pois a luz atravessa os tecidos, atingindo o local alvo com agao nao
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térmica, ou seja, ndo ha destruicdo dos tecidos, e sim, apenas o estimulo através do
processo de fotoestimulacido com reacdes fotoquimicas, podendo ser utilizado para
uma ampla variedade de aplicacdes clinicas.

Alguns autores afirmam que a TLBI tem apresentado melhores resultados
nas fases iniciais do processo de cicatrizagao, pois promove a presenca de
substancias vasodilatadoras. Os achados destacados na Tabela 1 e nas Figuras 16,
17, 18 e 19 corroboram para essa assertiva ao descrever que houve melhora na
qualidade da cicatrizagao por segunda intengéo por influéncia da exposi¢cao de onda
eletromagnética do tipo TLBI (BAGNATO et al., 2001; MEIRELLES et al.; 2008;
PAOLILLO et al., 2013).

Nos relatos de Souza et al (2014) e Bertolini et al (2008), a TLBI tem efeitos
primarios e secundarios quando absorvidos pelos tecidos. Os primarios sao
bioquimicos, que consistem na liberacdo de substancias pré-formadas (histamina,
serotonina, bradicinina), pois elas estimulam a produgdo de ATP e inibem a
producao de prostaglandinas, bioelétrico a partir da sintese de ATP, e bioenergético,
destacado como normalizagao do bioplasma.

Ja para efeitos secundarios, Parizotto (1998) e Karu (1999) afirmam que sao
gerados como alteragdes dos parametros da homeostasia celular (pH, Ca2+, AMPc e
ATP), que se manifestam no tecido biolégico apdés horas e dias do processo de
exposicao ao laser. Na situacao, destacam os autores, ha resposta da transducgao
do fotossinal e da amplificacdo ao nucleo das células irradiadas. Outros efeitos
dessa exposicdo sdo observados com a estimulacdo via citocromo ¢ oxidase,
considerado um fotorreceptor primario para o laser, provendo efeitos secundarios
por ativacdo de cascatas bioquimicas induzidas pelo campo eletromagnético,
promovendo alteragcdes em nivel de membranas celulares e de proteinas.

Partindo do pressuposto da manifestacao desses efeitos bioldgicos da acao
do laser, listados por Parizotto (1998), Karu (1999), Souza et al (2014) e Bertolini et
al (2008), neste protocolo de pesquisa, eles ndao foram analisados de maneira direta,
sendo que se infere que tais efeitos ocorreram, pois ha melhoria na qualidade da
cicatrizacdo, reducdo da area de lesdo e reducao do tempo de cicatrizacdo da
gueimadura quimica de 2° grau.

Nos achados de Bertolini et al (2008), os efeitos secundarios da TLBI s&o

estimulantes do aumento na circulagao local, aumento do trofismo celular, aumento
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da velocidade mitética e do reparo tecidual. Esses achados sdo complementares, e
estdo destacados no experimento e descritos na Figura 17 B.

A partir desse pressuposto, o presente protocolo de pesquisa utilizou dose de
energia de 2 J/cm2, com comprimento de onda 660 nm, poténcia de 100 mW a cada
2 cm? com area efetiva de radiagdo (ERA) de 1 mm e irradiancia de 2 W/cm? da area
adjacente, aplicado de modo pontual durante 10 dias consecutivos.

Consequentemente, os efeitos observados no tecido biolégico do rato Wistar
foram: regeneragéo epitelial homogénea com espessamento da epiderme, derme
papilar espessa e derme reticular com tecido conjuntivo denso modelado, fibras finas
de colageno em grande quantidade na derme reticular e feixes de fibras grossas de
colageno em varias dire¢cdes. Houve também reparacdo das lesdes por queimadura
guimica de segundo grau em menor tempo e melhor qualidade na pele do rato.

Em relagdo ao comprimento de onda, relatos de Pereira et al (2010), Souza et
al (2014), Bertolini et al (2008) e Chagas-Oliveira et al (2008) descrevem que lesbes
superficiais deve ser tratadas com laser de 660 nm. Os achados de protocolo
experimental e seus efeitos estdo demonstrados na Figura 15, imagens 3 e 4.

Parece haver evidéncias de que o comprimento de onda & um fator
preponderante no desfecho da agédo da TLBI no tecido. Nos achados de Broughton
et al (2006) e Hall et al (1983), ao utilizarem a TLBI com comprimento de onda de
904 nm, nao houve diferengas no processo de cicatrizacdo, tanto na clinica quanto
microscopicamente. Esses dados empiricos experimentais séo divergentes daqueles
descritos no presente protocolo de pesquisa, visto que, ao utilizar um comprimento
de onda de 606 nm, notaram-se os efeitos de ag¢des bioldgicas de regeneragao
epitelial homogénea com espessamento da epiderme, derme papilar espessa e
derme reticular com tecido conjuntivo denso modelado, fibras finas de colageno em
grande quantidade na derme reticular e feixes de fibras grossas de colageno em
varias direcbes. Houve também reparacdo das lesdes por queimadura quimica de
segundo grau em menor tempo e melhor qualidade na pele do rato.

Em consideracdo ao modelo experimental de queimadura no dorso do rato
Wistar, os relatos de Cardoso et al (2012) sdo para afirmar que no processo de
queimadura, ha intensa producido de radicais livres, desencadeadores da producao
do processo de fagocitoses, estimulados pela agdo de neutréfilos. No protocolo
experimental deste estudo, ha evidéncias de melhoria da qualidade de reparagao

tecidual (Figura 15).
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A TLBI parece ser, de fato, um agente eletromagnético capaz de prover
efeitos biolégicos sobre o tecido bioldgico. Relatos de Campos et al (2007) e Karu
(1999) afirmam que ha reagdes de oxidagao por meio da estimulagdo da enzima
superoxido dismutase (SOD), com produgédo de radical superéxido aumentada e
evidéncias da acao da atividade da enzima catalase (antioxidante), fornecendo
aumento da sintese proteica em cultura de células de levedura, em modelos
experimentais de células de coelho.

Noutra variavel fisica da TLBI, a periodicidade, achados de Ezzati et al
(2010), Lins et al (2010) e Bagnato et al (2001) destacam que a TLBI deve ser
aplicada diariamente devido a presenca dos mediadores inflamatérios. Os autores
também irradiaram dias consecutivos, onde foi possivel observar a resolugdao do
processo de lesdo da derme e da epiderme. Em convergéncia desses achados, no
protocolo experimental destacado na secido Método do presente estudo
experimental, a TLBI foi utilizada por 10 dias consecutivos, com regeneracao
epitelial homogénea com espessamento da epiderme, derme papilar espessa e
derme reticular com tecido conjuntivo denso modelado, fibras finas de colageno em
grande quantidade na derme reticular e feixes de fibras grossas de colageno em
varias diregdes (Figuras 15, 16, 17, 18 e 19).

Quanto ao modo de aplicacao da TLBI, optou-se pela aplicagao pontual,
seguindo o método descrito pelos pesquisadores Vasheghani et al (2009), Bagnato
et al (2001), Meirelles et al (2008), Paolillo et al (2013), Pugliese et.al (2003), Reis
et al (2008) e Medrado et al (2003), pois relatam evidéncias dos seus efeitos
biolégicos sobre o tecido irradiado, teorizando que a aplicagado pontual € uma boa
opgao terapéutica principalmente por ser capaz de calcular com potencialidade a
densidade de energia total depositada na area da lesao, evitando doses elevadas e
efeitos deletérios ou inibitérios da acao do laser no tecido.

Em exemplificacdo desse fendmeno, observa-se nos achados de Damante
et al (2004) que, ao utilizarem a TLBI com densidade de energia a 4 J/cmZ2, ela nao
influenciou no processo de reparo apoés cirurgia periodontal. Infere-se, pelos
achados diversos da base empirica de literatura sobre a TLBI, que a dosagem foi
um fator decisivo na auséncia dos efeitos biomoduladores teciduais de seus
achados clinicos e experimentais. Infere-se também que a dosagem foi elevada.

Ademais, ao fornecer modelos de queimadura experimentais, um fato

determinante dos resultados se refere a profundidade da lesdo. A diversidade entre
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resultados encontrada em pesquisa com efeitos da TLBI pode ser justificada pela
auséncia dessas medidas e mencdao nos seus protocolos publicados. Ha,
nitidamente, auséncia de padronizacdo nesse quesito e falta de padronizacao dos
parametros e da frequéncia de tratamento, que irdo influenciar nos resultados finais
da exposicdo da TLBI como estratégia de tratamento nas referidas condicbes
clinicas.

Além disso, a profundidade da queimadura possui grande importancia clinica,
pois determina a conduta e o sucesso da cicatrizagdo. Schlager et al (2004), Mello et
al (2007) e Maya et al (2005), em seus estudos, nao informaram a profundidade das
gueimaduras. Ja os autores Lange et al (1998), Bayat et al (2005) e Meirelles et al
(2008) relataram que produziram queimaduras de terceiro grau em seus animais.

Noutra variavel desta pesquisa, no que se refere aos modelos de
queimaduras, somente sdo encontradas queimaduras térmicas. No entanto,
segundo Cardoso et al (2012), a queimadura quimica por acido gera maior
toxicidade nos tecidos, e a gravidade da queimadura quimica ocorre pela agao
sisttmica e ndo local em virtude de mediadores inflamatdrios. Baseado nesses
achados, é sensato relacionar a semelhanca da resolucdo da cicatrizagao entre
queimadura térmica e queimadura quimica realizada no presente estudo devido a
intervencdo com a aplicacdo da TLBI, pois acredita-se que tal semelhanca
aconteceu por causa da reducdo dos mediadores inflamatdrios. Ao final do 10° dia,
todas as queimaduras ja se encontravam epitelizadas no grupo que recebeu a TLBI,
e notaram-se diferencas histolégicas anteriormente ndo encontradas.

Em outro estudo, os efeitos terapéuticos da TLBI apresentam uma série de
indicacdes, podendo ser usados isoladamente ou como coadjuvantes de outros
tratamentos sempre que houver necessidade de efeito bioldgico local, uma vez que,
dentre suas fungcbes, modulam as células do sistema imune, ativam a liberagao de
endorfinas estimulam a microcirculagéo, a proliferacdo e a migragao celulares,
desempenhando acao analgésica, anti-inflamatéria, bioestimulante ou cicatrizante
(ALMEIDA-LOPES et al., 2001). Noutro protocolo com TLBI desenvolvido por Silva
et al (2012), associado com sulfadiazina de prata, foi demonstrado que houve

diminuigdo do tempo de reparacao tecidual e boa qualidade do tecido reparado.
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Os efeitos-cascata intrinsecos do processo de reparagcao tecidual, da
inflamacao e cicatrizagdo devem ser avaliados cuidadosamente em todo e qualquer
processo de experimentagao, seja clinico ou experimental.

Nos achados do presente protocolo experimental com ratos Wistar, com
gueimadura quimica em seu dorso, observou-se que 0 processo inflamatério foi
maior nos grupos tratados com TLBI, e esse processo se mostrou efetivo ao longo
do processo cicatricial, mesmo alguns dias apés a ultima sessao da TLBI, conforme
observado nas Figuras 16, 17, 18 e Tabela 1. H4 menor expressdo de atividade
inflamatdria nos grupos que receberam a aplicagao da TLBI e que foram sacrificados
por eutanasia no 10° dia.

A avaliagdo histolégica do processo cicatricial foi feita com coloragdo pela
Hematoxilina-Eosina e azul de toluidina, sendo uma técnica simples e classicamente
utilizada para quantificar e identificar os elementos celulares nas fases inflamatdria,
proliferativa e de remodelamento do processo cicatricial.

A reacgao inflamatéria é importante para a cicatrizacdo, mas é um fator nocivo
se for intensa em virtude dos mediadores quimicos como o acido araquidénico, que
altera a qualidade da proliferacao dos fibroblastos.

Ademais, o sistema vascular se desenvolve e amadurece mediante dois
processos fundamentais: vasculogénese e angiogénese. A angiogénese ocorre tanto
no embrido como no adulto e se refere a formagado de novos vasos sanguineos a
partir de vasculatura pré-existente, seja sob condi¢des fisiolégicas ou patoldgicas
(Balbinot, 2015; Kato et al., 2011). Havendo formacédo de novos vasos sanguineos
no processo de desenvolvimento, ocorre melhor reparagao tecidual de feridas € no
ciclo reprodutor feminino adulto, sendo relacionada aos sinais pré-angiogénicos e
anti-angiogénicos.

Ja a angiogénese patolégica é observada no crescimento de tumores,
retinopatia diabética e inflamacdo crénica. A regulacdo da angiogénese ¢é
influenciada por um grande numero de fatores de crescimento, entre os quais o
VEGF tem sido identificado como um dos fatores mais proeminentes, atuando
principalmente através do seu receptor endotelial VEGFR2 (BALBINOT, 2015).
Realizou-se a avaliacdo da angiogénese e a relacdo com a cicatrizacdo em analise
histolégica. O estudo mostrou aumento das imagens de presenga de vasos com
aumento de fibroblastos, fibras de colageno eosinofilicas, com tecido vascularizado

e derme espessa (Figura 17 A).
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Os resultados indicam aumento do total de colageno e a sugestdo de uma
angiogénese maior no grupo tratado, com modulagdo do processo inflamatério e
com beneficios na cicatrizacdo. Com a avaliacdo de parametros de evolucao do
processo inflamatério em comparagdo com o grupo exposto a TLBI, percebe-se
melhoria na evolugao do processo inflamatério e na maturagéo de fibras colagenas,
0 que provavelmente resultou em uma cicatrizacao de melhor aspecto.

Por fim, diante de todas essas evidéncias histoldgicas, histoquimicas e
macroscopicas, conclui-se que os efeitos do tratamento com TLBI sobre o tecido
conjuntivo e fibras colagenas melhora o processo cicatricial.

Algumas questdes merecem ser objeto de analise. No presente estudo, foi
desenvolvido um modelo experimental com queimadura quimica. Utilizou-se a
padronizacao da aplicagdo da TLBI baseada em aplica¢gdes clinicas e em protocolos
em humanos devido a escassez de estudos experimentais em queimadura quimica.
Essa frequéncia/dose/tempo reduziu o processo inflamatério.

Tendo conhecimento das inimeras variaveis fisicas relacionadas a aplicacao
da TLBI no reparo tecidual e sua repercussao direta sobre a aplicacdo clinica,

pareceu ser uma opc¢ao de tratamento para queimaduras.
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6 CONCLUSAO

Em relacdo aos efeitos da TLBI (terapia com luz de baixa intensidade), foi
possivel concluir que, apds dez sessdes, as feridas se encontravam epitelizadas no
dorso do animal.

A aplicagao da TLBI nessa dose em feridas ratos Wistar resultou: em reducéo
do tempo do processo inflamatério agudo, no aumento da vascularizagdo, em maior
quantidade de fibras colagenas, na aceleragao no processo de maturagdo de

colageno, na organizacgao das fibras colagenas e em uma derme papilar espessada.
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ANEXOS

Anexo A — Aprovagio do Comité de Etica em Animais

64



Anexo B — Curriculo Lattes da Orientanda
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Anexo C — Curriculo do Orientador
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Anexo D - Plano Piloto

Para o plano piloto, foram utilizados trés ratos Wistar, machos adultos, com o

objetivo de eleger a dose da TLBI para o estudo.

A queimadura foi realizada, e duas horas apds o trauma, a TLBI foi aplicada com as

seguintes doses: TLBI 2 J/cm?; TLBI 3 J/cm?; TLBI 4 J/cm?.

Resultados macroscoépicos

R1 = TLBI 4 J/cm? durante 10 dias

Redugao do processo inflamatorio leve
com presencga de exsudato e crosta
aderida

R2 = TLBI 2 J/cm? durante 10 dias

Houve processo de epitelizagéo, sem
presenca de crosta e exsudato

R3 = TLBI 3 J/cm2 durante 10 dias

Observou-se presenga de pouca crosta,
porém, com eritema ao redor e leve
edema

Area da lesdo no grupo piloto (%)

Rato
Dia 1 Dia 5 Dia 10
Rato 1 100 89 72
Rato 2 100 58 16
Rato 3 100 65 18

De acordo com os resultados, foi decidido usar a dose TLBI de 2 J/cm?
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