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RESUMO

Queimaduras sao lesdes térmicas do tecido organico que resulta em perda da integridade
cutanea e consequente mudancas nas condigdes mecano-fisiologicas dos tecidos. Quando
de terceiro grau, as queimaduras sao mais profundas e tém consequéncias mais graves,
com maior dificuldade do processo de regeneragdo. A Terapia por fotobiomodulagao
(FBM) induz uma melhor producao das fibras colagenas e possibilita menor tempo de
contragdo da ferida ao tecido neo-formado. O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia
da FBM com comprimento de onda de 658nm, 830nm e 904nm no reparo tecidual em um
modelo experimental de queimadura de terceiro grau, em ratos. Foram utilizados ratos
Wistar (machos) provenientes do Biotério Central do Campus da UNIFAL. Todos os
experimentos seguiram as normas de ética estabelecidas para experimentacdo com
animais acordados. Foi realizada queimadura de terceiro grau de 3 cm de didmetro, em
regido dorsal do animal. 128 animais foram divididos em quatro grupos: G658 (recebeu
FBM de 658nm), G830 (recebeu FBM de 830nm), G904 (recebeu FBM de 904nm) e GC
(Controle). Cada grupo foi avaliado nos 3°, 7°, 14° e 21° dias apds a queimadura,
recebendo respectivamente uma, trés, seis € nove aplicacoes de FBM. Para a aplicagao
em todos os grupos foi utilizado fluéncia de 4J/ cm?, em 8 pontos na borda da lesdo e um
no centro. Foi realizada analise da temperatura cutanea superficial pela camera de
termografia infravermelha. A contagem de vasos sanguineos e cé€lulas inflamatorias
foram realizadas pelas andlises histologicas apOs as amostras serem coradas com
hematoxilina e eosina (HE). Para contagem do coldgeno foi realizada coloragdo pelo
picrosirius red. Apos contagem de células inflamatorias observou-se uma diferenca
significante intragrupos no G658 (p=0,006) e no G904 (p<0,0001). Quantificacao de
colageno tipo III, diferencas foram encontradas no G568 (p<0,0001), G830 (p=0,02) e
GC (p<0,0001), na analise intergrupos, os dias de andlise 3PO (p=0,004) ¢ 7PO
(p<0,0001) apresentaram diferengas significantes entre os grupos. No 7PO, o G658
apresentou aumento de vasos sanguineos em relacao ao GC. Em 21PO, o G658 mostrou
maior nimero de vasos sanguineos em comparacao ao G904 (p=0,02) e GC (p=0,005).
No 21PO o GC apresentou maior temperatura cutanea em relacdo ao G904 (p=0,02).
Pode-se concluir que a FBM de 658nm ¢ mais efetiva na reparacao tecidual apos

queimadura de 3° grau.

Palavras-chave: Queimadura de terceiro grau. Fotobiomodulacao. Reabilitacao.



ABSTRACT
Burns are thermal lesions of the organic tissue that result in loss of skin integrity and
consequent changes in the mechanophysiological conditions of the tissues. When third
degree, the burns are deeper and have more serious consequences, with greater difficulty
in the regeneration process. Photobiomodulation Therapy (FBM) induces better
production of collagen fibers and enables shorter wound contraction time to neo-formed
tissue. The aim of this study was to evaluate the influence of 658nm, 830nm and 904nm
wavelength FBM on tissue repair in an experimental third degree burn model in rats.
Wistar rats (males) from the UNIFAL Central Campus Bioterium were used. All
experiments followed the established ethical standards for experimentation with agreed
animals. A third degree burn of 3 cm in diameter was performed in the dorsal region of
the animal. 128 animals were divided into four groups: G658 (received 658nm FBM),
G830 (received 830nm FBM), G904 (received 904nm FBM) and GC (Control). Each
group was evaluated on the 3rd, 7th, 14th and 21st days after the burn, receiving
respectively one, three, six and nine FBM applications. For application in all groups, a
fluency of 4J/cm? was used, at 8 points at the edge of the lesion and one at the center.
Surface skin temperature analysis was performed by infrared thermography camera.
Blood vessel and inflammatory cell counts were performed by histological analysis after
the samples were stained with hematoxylin and eosin (HE). For collagen counting,
picrosirius red staining was performed. After inflammatory cell count, a significant
intragroup difference was observed in G658 (p = 0.006) and G904 (p <0.0001).
Quantification of type III collagen differences were found in G568 (p <0.0001), G830 (p
= 0.02) and CG (p <0.0001), in the intergroup analysis, the 3PO days of analysis (p =
0.004 ) and 7PO (p <0.0001) showed significant differences between the groups. At 7PO,
G658 showed an increase in blood vessels compared to CG. At 21PO, G658 showed a
higher number of blood vessels compared to G904 (p = 0.02) and CG (p = 0.005). At
21PO the CG presented higher skin temperature compared to G904 (p = 0.02). It can be

concluded that 658nm FBM is more effective in tissue repair after 3rd degree burn.

Keywords: Burn of the third degree. Photobiomodulation. Rehabilitation.
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1 INTRODUCAO

Queimaduras sdo lesdes que acometem o tecido cutaneo e subjacentes, secundaria
a um trauma de origem térmica. Tais lesdes podem acometer superficialmente o tecido
cutaneo assim como causar severos traumas sist€émicos e comprometer a homeostasia do
organismo (BRASSOLATTI et al., 2018; SOUSSI et al., 2018).

As queimaduras constituem um problema de satde publica mundial, afeta,
principalmente, paises de baixa e média renda (PALMIERI, 2016). A Organizacao
Mundial de Satde estima que mais de 265 mil mortes sdo causadas, anualmente, por
queimaduras (KEVIN et al., 2017). Os custos com hospitalizagao do paciente queimado
sdao, em média, de 856 dolares e a taxa geral de mortalidade de 14,21% (TIAN et al.,
2018; SANTOS et al., 2017). As maiores causas de lesdes por queimaduras envolvem
escaldamento, seguida por fogo. Homens (71,3%) sdo mais acometidos que mulheres
(28,7%) e as extremidades sdo as areas frequentemente queimadas. Altas taxas de
queimaduras sdo observadas em criancas, sendo que, criangas menores de 5 anos
representam 24% de todas as internacdes por queimadura (SANTOS et al., 2017). A
mortalidade global de queimaduras em criangas ¢ de 2,5 para 100 mil (PALMIERI, 2016).

Na América do Norte, mais de 30 mil pacientes queimados
sao admitidos a cada ano para atendimento especializado em queimaduras
(KEVIN et al., 2017). No Brasil, estima-se que ocorram em torno de 1 milhdo de
acidentes com queimaduras por ano, destes, 100 mil recebem atendimento hospitalar e,
aproximadamente, 2.500 vao a obito direta ou indiretamente como consequéncia das
lesdes (ANDRADE, CORDOVIL, BARREIROS, 2013).

Dentre os tipos de queimadura, a de 3° grau acomete 23,4% das pessoas
queimadas. Apesar de sua taxa ser inferior quando comparada com as queimaduras de 1°
e 2 ° graus, pode ser considerado um valor elevado, tendo em vista sua gravidade e
comprometimentos  sistémicos (QUEIROZ, LIMA, ALCANTARA, 2013). As
queimaduras de 3° grau causam lesdes profundas, atingem a epiderme, derme e tecidos
subjacentes. Pode causar comprometimento nervoso, de vasos sanguineos e linfaticos e
atingir tecido muscular e dsseo (SOUZA et al., 2014). As lesdes cutaneas causadas pela
queimadura refletem a importancia do tecido cutdneo como primeira barreira de protegao
mecanica e bioldgica do organismo. A perda desta barreira suscita feridas cutaneas,
deixando o organismo exposto aos agentes externos e desencadeando processos

infecciosos ou outras complicagdes sistémicas (SOUSSI et al., 2018; OGAWA, 2011).
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No entanto, nao ha estimativas confidveis da prevaléncia e incidéncia de feridas cronicas
ou ndo provenientes do processo de queimadura, pois este tema envolve diversos tipos e
causas de lesdes cutaneas, além de ser classificada em categorias heterogéneas
(JARBRINK et al., 2016; MOORE et al., 2014).

Sequencial a queimadura, ¢ desencadeado uma série de reagdes inflamatorias que
iniciam o processo de reparacdo tecidual. Durante este processo, nova formagdo da
proteina colageno, o principal constituinte de estrutura, sustentagao e resisténcia da pele
¢ estimulada, assim como os processos de angiogénese (GILLITZER, GOEBELER,
2001; OGAWA, 2011).

A procura por uma terapia de reparagdo tecidual tem como propdsito agilizar o
fechamento de uma ferida e promover uma cicatrizagao funcional e estética. O processo
de cicatrizacdo ¢ proprio do reparo tecidual e varios elementos estdo relacionados a
regeneragdo cutanea, podendo ocorrer desde cicatrizagdo retardada a processos
cicatriciais alterados como cicatrizes hipertroficas, queldides, contraturas cutaneas ou
capsulares (SOTO-PANTOIJA et al., 2014; GILLITZER, GOEBELER, 2001).

Alguns recursos induzem uma melhor producao das fibras colagenas e
possibilitam menor tempo de contragao da ferida. Sendo assim, destaca-se a importancia
da Terapia de Fotobiomodula¢ao (FBM) na formagao mais rapida e de melhor qualidade
do tecido cicatricial (LAU et al., 2015; CHUNG et al., 2012). A FBM apresenta diferentes
comprimentos de onda que produzem os efeitos desejados em relacdo a reparagao
tecidual. Comumente, ¢ encontrado na pratica clinica os comprimentos de onda entre 658
e 940 nanometros (nm) para tratamento de lesdes cutaneas (TARAJAD et al., 2013).

Evidencias cientificas demonstram que a estimulagdo proveniente da FBM age
nas fases inflamatorias e proliferativas da cicatrizagdo, secundario a biomodulacao dos
eicosanoides, principalmente prostaglandina, e no sistema enzimatico oxidativo cutaneo.
Ao relacionar-se com células e tecidos, a FBM produz estimulagao de linfocitos, ativagao
de mastdcitos, aumento na produgdo de ATP mitocondrial e proliferacao celular, atuando
em fases do processo de reparagdo tecidual. Seu efeito bioestimulador, aumenta a
circulacao local, promove a angiogénese e modula a producao de fatores de crescimento
em nivel celular, ativando mudangas metabodlicas, energéticas e funcionais, com
secundario aumento da proliferacdo, resisténcia e vitalidade celular (CHUNG et al.,
2012).

A FBM ¢ utilizada em processo de regeneracdo tecidual, inclusive de lesdes de

queimadura de terceiro grau, visando modular a resposta inflamatoéria e acelerar o
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processo de reparo tecidual (BRASSOLATI et al.,, 2018). Recentes investigagdes
demonstram a possivel influéncia positiva da FBM no processo de cicatrizagao cutanea,
porém, existem varias controvérsias e grande variabilidade nos parametros de irradiacao,
além das discrepancias nos achados biologicos.

Ainda sao escassos, estudos que comparem os diferentes comprimentos de onda
da FBM no tratamento de lesdes de queimadura de 3° grau, de forma completa e
padronizada. H& diferentes comprimentos de onda utilizados em vérios artigos que
abordam tratamento de lesdes teciduais, especialmente entre 658nm e 904nm (LEITE et
al., 2017; KESHRI et al., 2016; SOLEIMANI et al., 2018). A maior diferenca entre estes
comprimentos de onda refere-se a profundidade em que a luz emitida pela FBM atinge
os tecidos, sendo 658nm de menor profundidade e espectro de luz vermelho e 830nm e
904nm de maior profundidade com espectro de luz infra-vermelho, que se diferem pela
emissao continua e pulsada da luz (CHUNG et al., 2012; AVCI et al., 2013; TARAJAD
etal., 2013).

Considerando a FBM como um recurso ja elucidado para cicatrizagao de feridas,
mas ainda com inconsisténcia em relagao aos parametros utilizados, ¢ que se buscou
realizar a presente pesquisa. A justificativa desta pesquisa estd fundamentada no estudo
desenvolvido por Avci et al. (2013) que especifica os diferentes comprimentos de onda
da FBM com a profundidade que atingem o tecido. Como citado acima, no estudo de
Avci et al. (2013) esta claramente elucidado que, quanto maior o comprimento de onda,
mais profundamente a luz exerce seu mecanismo de acdo. Desta maneira, buscar entender
se, para o processo de reparacao tecidual apos queimadura de 3° grau hd maiores
beneficios com os diferentes comprimentos de onda da FBM se torna importante para
contribuir com o uso da mesma na pratica clinica baseada em evidéncias.

Realizada em modelo animal, este estudo se utilizar-se-4 de metodologias
possiveis de excisdo do tecido cutaneo e avaliacao da qualidade do tecido neoformado
ap6s uma lesdo secundaria a queimadura de 3° grau. O estudo realizado em animais (ratos)
permitird analises histologicas com modelos semelhantes a estrutura humana. Além disso,
apresenta maior disponibilidade, poucas necessidades especificas de bioterismo, pequeno
porte, tempo de vida curto, comportamento docil e facil manuseio, justificando a escolha
da pesquisa experimental.

Embasado neste contexto, surgiu a problematizagdo e questdo norteadora do
presente estudo: qual o efeito dos diferentes comprimentos de onda da FBM no processo

de reparagdo tecidual em lesdes cutianeas apds queimadura de 3° grau em modelos
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animais? Acredita-se na hipotese de que, a FMB com comprimento de onda 658nm
apresentara resultados mais satisfatorios, devido atingir tecidos mais superficiais.

Diante do exposto, justifica-se o estudo da efetividade da fotobiomodulagdo com
diferentes comprimentos de onda durante as fases do processo de reparo tecidual, visto
que a literatura, apesar de apresentar varios estudos com a FBM, ainda se verifica
resultados inconclusivos em relacao aos melhores parametros utilizados, especialmente
em queimaduras de 3° grau.

Entende-se que o tecido cutaneo ¢ o principal mecanismo de protecdo mecanica
do organismo, sendo necessario pesquisas que busquem as melhores alternativas de
reabilitagdo e promog¢ao adequada do reparo tecidual. Estudos realizados com animais
permitem uma analise histoldgica mais efetiva do mecanismo de reparagao tecidual,
contribuindo para resultados mais fidedignos em relagao a FBM utilizada. Além disso, o
tecido cutaneo do animal utilizado na presente pesquisa apresenta modelos semelhantes
a estrutura humana, apresenta maior disponibilidade, poucas necessidades especificas de
bioterismo, pequeno porte, comportamento docil e facil manuseio.

Assim, estudos nesta linha, que buscam determinar parametros de estimulagao da
FBM com modelo animal, possibilitardo contribuir com os resultados para uma
reabilitagdo com mais qualidade, em menor tempo e ainda diminuindo os gastos

envolvido no processo.
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2 OBJETIVOS

Abaixo, seguem os objetivos geral e especificos do estudo.

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito dos diferentes comprimentos de onda da Terapia de
Fotobiomodulagdo (658nm, 830nm e 904nm) no processo de reparagdo tecidual em

lesdes cutaneas apos queimadura de 3° grau, em modelos animais.

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste trabalho sdo:

a) avaliar os efeitos de diferentes comprimentos de onda da FBM (658nm, 830nm
€ 904nm) e da FBM simulada ap6s queimadura de 3° grau em ratos, na analise de
células inflamatdrias, colageno tipo III, vasos sanguineos e temperatura cutanea
superficial;

b) analisar os efeitos da FBM sobre as variaveis de estudo nos grupos que
receberam 658nm, 830nm, 904nm ¢ FBM simulada nos diferentes dias de analise
ap6s queimadura: terceiro, sétimo, décimo quarto e vigésimo primeiro dias apos
a queimadura;

¢) comparar os resultados intra e inter-grupos nos animais que receberam FBM de
658nm, 830nm e 904nm e em animais que receberam FBM simulada, nos

diferentes tempos de pesquisa.
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3 REVISAO DE LITERATURA

Para compreensao do tema abordado na pesquisa, sera apresentado a definicao e
fisiologia das queimaduras de 3° grau, o processo de reparo tecidual e o mecanismo de

acdo da Terapia de Fotobiomodulagao.

3.1 Queimadura de 3° grau

Queimaduras sao lesdes traumaticas do tecido organico de origem térmica com
perda da integridade cutanea e consequente alteragdes da homeostasia € mudangas nas
condi¢des mecano-fisiologicas dos tecidos, permitindo maior suscetibilidade do mesmo
as agressoes do meio externo. A gravidade de uma queimadura depende de sua
profundidade, porcentagem de superficie cutanea lesada, tipos de lesdo, regides afetadas,
agente causador e traumas associados (XUE et al., 2012).

As queimaduras sao classificadas de acordo com a area de lesdo e de acordo com
a profundidade destas lesoes. Em 1948, Polaski e Tennison, determinaram a regra dos
nove como meio de classificagdo das queimaduras, dividindo a superficie corporal em
segmentos que equivalem a, aproximadamente, 9% do total da é4rea. Tal classificacdo ¢
utilizada até hoje para determinar a porcentagem corporal lesionada e tragar um
prognoéstico da gravidade da lesdo. Ainda, as queimaduras sdo classificadas de acordo
com a profundidade que a lesdo afeta os tecidos, sendo desde superficiais ¢ menos graves
a profundas e com alta gravidade, determinando o tratamento e o prognodstico do
individuo (EVERS, 2010). As queimaduras superficiais, ou de primeiro grau, afetam
epiderme e apresentam um quadro clinico de hiperemia local, dor, auséncia de bolhas,
sendo tipica de queimaduras solares. Uma queimadura de nivel intermediario, a de
segundo grau, atinge a camada reticular da derme, além da epiderme, as queimaduras de
terceiro grau, atingem toda pele e podem alcangar os tecidos subcutineo, muscular e
0sseo, apresentando uma lesdao esbranquigada e rigida. Devido a profundidade, necessita
muitas vezes de enxertia, pois ha auséncia de tecido dérmicos para regeneracao tecidual.
Algumas sequelas, como necrose tecidual, lesdes vasculares, fibrose e tecido cicatricial
hipertrofiado e denso podem surgir (JOHNSON et al., 2003; ANDRADE et al., 2010;
PORTAS et al., 2013).

Vale destacar que, a gravidade de uma queimadura depende de varios fatores,

além da superficie e profundidade de lesdo. A idade do paciente, profundidade da lesao,
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tipos de lesdes, regides afetadas, agente causador, traumas associados (BRASSOLATTI
et al., 2018).

As principais alteragdes fisiopatoldgicas sistémicas decorrentes de queimadura
sao aumento da permeabilidade capilar, diminuicdo do volume circulante, aumento da
viscosidade sanguinea e da resisténcia vascular periférica, choque hipovolémico,
hiperventilagdo, aumento do consumo de oxigénio ¢ aumento do metabolismo. Algumas
alteragdes locais como perda da primeira linha de defesa do organismo, que facilita a agao
microbidtica e possiveis infecgdes, supressao da fungdo imune proporcional a extensao
da lesdo e a liberagdao de agentes vasoativos e mediadores do processo inflamatério

ocorrem apos a queimadura (PORTAS et al., 2013).

3.2 Processo de reparacio tecidual

O processo de reparo tecidual, subsequente a queimadura, se inicia imediatamente
apos a lesdo cutanea com objetivo de formar nova estrutura e preservar a fungao do tecido
normal. Estes eventos ocorrem de forma dindmica e interativa, todavia, ¢ possivel
diferencia-los em trés fases distintas: inflamatdria, proliferativa e de remodelamento
(OGAWA, 2011).

A fase inflamatoria ¢ a fase inicial do processo de cicatrizacdo € compreende
eventos celulares e vasculares. Seguido do sangramento da lesdo tecidual ocorre a
agregacao plaquetaria, ativagao da cascata de coagulacao e formacao da rede de fibrina.
Rapidamente sintetizadas ap6s a lesdo, as cininas e citocinas modulam a maioria dos
eventos do processo inflamatorio como aumento da permeabilidade vascular, migragao
celular, estimulo e inibi¢do de producao celular, dor, hiperalgesia e calor (CHAMUSCA
etal., 2012).

A histamina ¢ liberada e tem como fun¢do dilatar arteriolas e aumentar a
permeabilidade das vénulas. As prostaglandinas, em especial a PGE2 (sintetizada a partir
da enzima Cicloxigenase-2 — COX-2) atuam como vasodilatadoras e promovem edema e
eritema local, e os leucotrienos agem como vasoconstritores, atuam no extravasamento
de plasma e recrutamento de leucocitos (CHAMUSCA et al., 2012; SAPIRSTEIN,
BONVENTRE, 2000).

A presenca do fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF) no sitio da
lesao visa a homeostasia do local e estimula mediadores envolvidos na cicatrizacao, a fim

de ativar macrofagos, fibroblastos e inimeras células inflamatoérias. A partir das primeiras
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24 horas apo0s a lesdo, ha a presenca de leucécitos para a defesa celular e eliminagdo de
particulas e microorganismos por fagocitose. Os macrofagos ligam-se a proteinas
especificas da matriz extracelular e atuam na transi¢do do processo inflamacgao-reparo,
por meio dos receptores de integrina, estimulam a fagocitose e produzem fatores de
crescimento como o fator de crescimento fibroblastico (FGF), fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento transformador (TGF) a e 3, e o fator de
crescimento insulin-like 1, importantes para a migragdo e proliferagao celular,
angiogénese e formacao da matriz extracelular (SHUKLA et al., 1998).

A reepitelizacdo da ferida se inicia horas apos a lesdo. Inicialmente, os
queratinocitos sofrem achatamento e alongamento para migrar das bordas integras do
epitélio para o centro da lesdo. Os queratindcitos interagem com a matriz provisoria rica
em fibronectina através de receptores de integrina na superficie das células, direcionando
o processo de migracao (SORG et al., 2017).

As células epidérmicas comegam a migrar e se proliferar um a dois dias apos a
lesdo. Nao se sabe ao certo os estimulos que promovem este evento, todavia, a liberagao
local de fatores de crescimento associado ao aumento na expressao de receptores dos
fatores de crescimento poderiam estimular o processo de proliferagdo e migracao das
células epidérmicas (SORG et al., 2017).

Seguida a fase inflamatoria, inicia-se a fase proliferativa ou fibroplasia,
caracterizada pela migracao e proliferacao de fibroblastos, produgdo de colageno e outras
proteinas que contribuem para a formacao do tecido de granulagcdo. Em torno do quarto
dia, os leucdcitos migram para a matriz provisoria € iniciam a sintese de proteinas,
transformando-a em matriz rica em colagenos, proteoglicanos e elastina. Os FGF e o
TGF-B1, associados a matriz extracelular, sdo responsaveis pelo estimulo dos fibroblastos
em torno da ferida e a migracao para a area de regeneragdao. Além destes, a diminuigao
do pH e da pressdo parcial de oxigénio também estimulam a migragcdo dos fibroblastos
para a area de lesao (PHILIPS, 2000).

Nesta fase, o processo de angiogénese ¢ iniciado para aumentar a nutricdo e
oxigenacao local, por meio da ativacdo de células endoteliais, proliferacdo celular,
formagdo da estrutura capilar tubular e reconstituicdo da membrana basal (SINGER,
CLARK, 1999). Este processo ¢ estimulado pelas citocinas, baixa concentracdo de
oxigénio, aumento da concentracdo de &cido latico, presenca de aminas produzidas na

ferida em um estudo de Detmar et al. (1997), e por fatores como o FGF, TGF-j,
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angiopoetinas e, sobretudo, o VEGF (VEGF-A — vasos sanguineos, VEGF-C — vasos
linfaticos) (JOHNSON; WILGES, 2014).

Para o processo de contracdo da ferida, os fibroblastos sdo transformados em
miofibroblastos pelo TGF-B1 e pela presenca de forgas mecanicas na ferida. Além dos
miofibroblastos, a contracdo da ferida também ¢ mediada por uma série de fatores
inflamatoérios, incluindo TGF-f2, S5-hidroxitriptamina, angiotensina, vasopressina,
bradicininas, epinefrina e norepinefrina; bem como por interacdes célula-célula e célula-
matriz (MUDERA et al., 2002).

A ultima fase do processo de cicatrizagdo, a fase de remodelamento, depende de
variaveis como idade, estado nutricional, local da ferida, tipo de lesdo e duragdao do
processo inflamatodrio e proliferativo. Neste momento, ocorre substituicdo gradual do
colageno imaturo, tipo III, da matriz extracelular por colageno maduro, tipo I, além da
diminui¢ao do niumero de células inflamatoérias (ZHAO et al., 2014).

O colageno representa cerca de 80% do peso seco da derme, com caracteristicas
de suporte, resisténcia e rigidez a pele. Dentre as fibras colagenas da derme saudével,
cerca de 80% sdo representadas pelo tipo I e 10% do tipo III. No entanto, durante o
processo cicatricial, apos as primeiras 48 horas da lesao, o colageno tipo III € inicialmente
sintetizado, atingindo pico maximo entre 5 e 7 dias. Apds o fechamento da ferida, ocorre
substituicdo gradual das fibras colagenas tipo IIl em tipo I, caracterizada pelo maior
alinhamento e ligagdes cruzadas entre as fibrilas. Essa substituicdo ¢ conduzida pela
enzima melanoproteinases, estimuladas durante o processo de cicatrizagdo por citocinas,
fatores de crescimento e pelo contato célula-matriz (ZHAO et al., 2014; VISSE,
NAGASE, 2003).

3.3 Terapia de Fotobiomodulac¢ao

A fim de intensificar e favorecer o processo de cicatrizacao de lesdes cutaneas, a
aplicacdo de aparelhos que emitem LASER, Terapia de Fotobiomodulacao, pode
contribuir positivamente, em especial apds queimaduras (LAU et al., 2014; YADAYV et
al., 2016; SILVEIRA et al, 2016, BRASSOLATTI et al., 2016).

Anteriormente definida como Low Level Light Therapy (LLLT), teve seu uso
iniciado em 1960. Em 2014, a North American Association for Light Therapy, alterou a
nomenclatura buscando embasar cientificamente a técnica. Desta forma, Terapia de

Fotobiomodulagdo se tornou um termo mais adequado que LLLT pois distingue uma
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terapia nao térmica, como varios outros recursos de tratamento por meio da luz. A FBM
pode ser definida como terapia que utiliza formas ndo ionizantes de fontes de luz
incluindo lasers, Diodo Emissor de Luz (LED) e luz de amplo espectro, sendo visivel ou
infravermelho (ANDERS et al., 2015)

Segundo a Europe Pressure Ulcer Advisory Panel (EPUAP) e a National Pressure
Ulcer Advisory Panel (NPUAP), um guia de tratamento sobre o uso da FBM no
fechamento de feridas, afirma que varias formas de energia tém sido usadas para o
processo de reparo tecidual (TARAJAD et al., 2013). A FBM, no espectro de luz
vermelho e infravermelho (600 a 1000nm), promove efeito anti-inflamatorio, alivia a dor
e acelera o processo de reparagdao tecidual. Este mecanismo envolve cromoforos
enddgenos que provocam eventos fotofisicos e fotoquimicos em vérias escalas biologicas
(REDDY, 2004; MEIRELES et al., 2008; EZZATI et al., 2009; LINS et al., 2010;
FIORIO et al., 2013; ANDERS e al., 2015; RODRIGO et al., 2009; MINATEL et al.,
2009; DE ARAUJO et al., 2007; DESMET et al., 2006; FIORIO et al., 2013).

A luz gerada pela FBM produz efeitos bioldgicos capazes de depositar energia
luminosa sobre os tecidos e produzir efeitos primarios (diretos), secundarios (indiretos) e
terapéuticos (REDDY, 2004; MEIRELES et al., 2008; EZZATI et al., 2009; LINS et al.,
2010). Esta luz ¢ absorvida pelos cromoforos celulares, em especial o citocromo C
oxidase, localizado na mitocondria celular e atua na cadeia de transporte de elétrons.
Secundario a este estimulo, a FBM promove aumento da adenosina trifosfato (ATP), gera
espécies reativas de oxigénio (ROS) e libera 6xido nitrico (Figura 1). Ao aumentar a ATP,
ocorre aumento da sintese proteica, responsavel pela proliferagdo e migragdo celular,
modulacdo dos niveis de citocinas, estimulo dos fatores de crescimento e mediadores

inflamatérios e aumento da oxigenacao celular (AVCl et al., 2013; CHUNG et al., 2012).

S > ROS*
N
cytochrome c¢ oxidase

Mitochondria

Figura 1 - Atua¢do da FBM na mitocOndria e liberagdo de ATP, ROS e 6xido nitrico
Fonte: Adaptado de https://respondsystems.com/laser/laser-how-it-works/.
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A liberagao das ROS induz a ativagdo dos fatores de transcricdo, que impactam
positivamente na reparacdo celular e cicatrizagdo, pois promovem regulagdo de varios
genes estimuladores relacionados a proliferacao celular, migracao e produgao de citocinas
e fatores de crescimento. A liberacao de 6xido nitrico, um potente vasodilatador, aumenta
a circulagcdo, diminui o processo de inflamacdo e melhora o transporte de oxigénio
(CHUNG et al., 2012).

Além destes mecanismos, a FBM promove vasodilatacdo pelo relaxamento da
musculatura lisa do endotélio vascular e, consequentemente, aumenta a disponibilidade
de oxigénio para as células e contribui para a reparagao tecidual acelerada (CHUNG et
al., 2012).

A FBM pode afetar as células imunes por promover degranulacao dos mastécitos,
resultando na liberagdao da citocina pro-inflamatoria TNF-a das células e consequente
aumento do infiltrado de tecidos por leucocitos. Uma melhora na proliferacao, maturagao
e motilidade dos fibroblastos também pode ser observado ao utilizar a FBM (CHUNG et
al., 2012).

Nao h4, na literatura, uma padronizagao dos parametros utilizados na FBM para a
regeneragao do tecido cutaneo, em especial, em relacao ao comprimento de onda.

A radiacdo produzida pela FBM emprega luz com comprimentos de onda entre
390-1.100nm, com caracteristica de onda continua ou pulsada. Comprimentos de onda
na faixa de 390nm a 600nm sao usados para tratar tecidos superficiais € comprimentos de
onda maiores na faixa de 600nm a 1.100nm, penetram mais profundamente nos tecidos
Estudos que envolvem processo de reparacao tecidual cutdneo utilizam mais comumente,
comprimentos de onda de 658nm (Hélio-Neon — HeNe), 830nm (Arseneto de Aluminio
e Galio — GaAlAs) e 904nm (Arseneto de Galio — GaAs) (AVCl et al., 2013; TARAJAD
etal., 2013).

Como observa-se na Figura 2, a FBM com comprimentos de onda de 658nm,
830nm e 904nm atingem profundidade até o tecido subcutaneo, porém o de 658nm ¢ mais
superficial e apresenta espectro de luz vermelho. Os comprimentos de onda de 830nm e
904nm sdao mais profundos e apresentam espectro de luz infra-vermelho. A diferenca
entre 830nm e 904nm se refere a emissao continua e pulsada das ondas, respectivamente

(AVCI et al., 2013).
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Figura 2 - Profundidade de penetracdo da luz emitida pela FBM nos diferentes
comprimentos de onda
Fonte: AVCletal., 2013.

Ao pesquisar a FBM de comprimento de onda mais curto (660nm), observa-se
efetiva regeneragao tecidual e maior liberagao de fator de crescimento transformador (DE
MELO RAMBO et al., 2014). Em estudo realizado com ratos, a FBM 904nm aplicado de
forma pontual, se mostrou efetiva, pois reduziu a resposta inflamatoria e foi capaz de
aumentar a proliferagdo celular, deposic¢ao de coldgeno e contracao da ferida no processo
de reparacdo de lesoes de pele (GUPTA et al., 2014). De acordo com os autores, isso se
deve ao comprimento de onda 904nm atingir mais profundamente o tecido lesionado,
possibilitando o tratamento de feridas mais efetivamente, além disso, modula o
metabolismo aerobico, ativa e mantem a homeostasia do local da lesdao (GUPTA et al.,
2014; YADAV et al., 2016).

Todavia, em estudo clinico com humanos, os comprimentos de onda 660nm,
830nm e 904nm, com fluéncia média de 4 J/cm?, foram testados na cicatrizagao de ulcera
de pressdao em 72 individuos, cinco vezes por semana, durante um més e observou-se uma
maior efetividade no fechamento, em relacao a porcentagem de area de cicatrizagdo, apos
aplicacdo da FBM 660nm, sendo que o efeito se manteve apos follow up de trés meses
(TARAJAD et al., 2013).

Ao comparar os efeitos do comprimento de onda na cicatrizagdo de lesdes por
queimadura de terceiro grau em ratos, observou-se que a FBM de 660nm resultou em
efeitos positivos em fase inicial do processo inflamatorio em relagao a qualidade do tecido
de granulacao, proliferagao dos fibroblastos, microcirculacao e organizacao e deposi¢ao

do colageno quando comparado a 780nm (MEIRELES et al., 2008).
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Para as queimaduras de terceiro grau, em publicacdo recente que utilizou a FBM
de 660nm, comparando fluéncias de 38,2J/cm? e 76,4J/cm?, houve aumento de mastocitos
na fase inflamatdria para ambas aplicagdes em queimadura de terceiro grau, porém a
fluéncia de 38,2J/cm? foi mais efetiva (BAYAT et al., 2008). A aplicacao de laser 890nm
e fluénciade 11,7J/cm? em queimaduras de terceiro grau também apresentou uma redugao
significativa da area da lesdo e diminuiu, minimamente, a flora microbiana quando
comparada ao controle e aplica¢do topica de nitrofurazona a 0,2% (EZZATI et al., 2009).

Em revisdo sistematica da literatura, foi avaliado os efeitos da FBM em ulceras de
pressdo e, o comprimento de onda de 658nm obteve 47% de melhora em relacdo ao
demais comprimentos de onda estudados (808nm e 940nm) (MACHADO, VIANA,
SBRUZZI, 2017).

Ja Brassolatti et al. (2018), realizaram revisdo sistematica da literatura com
objetivo de analisar os efeitos da FBM no tratamento de queimaduras em modelo animal.
Os autores observaram que ha diversidade de protocolos, especialmente da poténcia,
fluéncia e total de energia depositada para o tratamento das lesdes. A FBM no espectro
de luz vermelho foi mais comumente utilizada no tratamento das lesdes com resultados
positivos. A utilizagdo da terapia pulsada também mostrou efetividade no tratamento de
lesdes apds queimadura de 3° grau. Nos estudos avaliados houve concordancia em relagao
a melhora da microcirculacao local e proliferagao celular, promovendo acelerado
processo de reparacao tecidual.

Embora sejam vistos resultados positivos com a FBM na reparacao tecidual, vale
destacar que ha variagdes significativas em relacdo aos parametros de dosimetria como
comprimento de onda, irradiancia ou densidade de poténcia, estrutura de pulso, energia,
fluéncia, tempo de irradiacdo, aplicacdo com ou sem contato e frequéncia de aplicagao
(BRASSOLATTI et al., 2018). Alguns estudos utilizando a FBM obtiveram resultados
negativos, provavelmente, pela escolha inadequada de fonte de luz e dosagem (AVCI et

al., 2013).
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4 MATERIAIS E METODO

Foi conduzida uma pesquisa experimental, em modelo animal, de acordo com o

percurso metodoldgico abaixo apresentado.

4.1 Modelo animal

Foram utilizados 128 ratos Wistar (machos, de 250g a 300g) provenientes do
Biotério Central do Campus da Universidade Federal de Alfenas, Minas Gerais
(UNIFAL-MGQG). Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de Fisiologia,
sob condi¢des controladas de temperatura (24+1°C), umidade (55+5%), luz (ciclo
claro/escuro de 12/12 horas, luzes acesas as 7:00 horas e apagadas as 19:00 horas) e livre
acesso ao alimento e agua, exceto durante as breves sessoes de teste.

Todos os experimentos seguiram as normas de ética estabelecidas para
experimentacdo com animais acordados, recomendadas pela IASP (International
Association for the Study of Pain) e as normas que regulamentam aspectos €ticos da
utilizagdo de animais de laboratério elaborados pela Comissio de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UNIFAL-MG. O projeto foi encaminhado e aprovado pela CEUA
sob parecer numero 47/2016 (ANEXO I).

4.2 Modelo experimental — Queimadura de 3° grau

Todos os procedimentos foram realizados com agulhas e seringas esterilizadas.
Para anestesia pré-cirurgica foi utilizado Xilazina (10mg/Kg) e anestésico dissociativo
quetamina (90mg/Kg). Quando necessario, foi utilizado a metade do volume mae das
duas substancias para prolongar o efeito anestésico. Apds anestesiados, os animais foram
posicionados sobre o campo operatorio, em decubito ventral, com os quatro membros
estendidos e a cabeca alinhada ao tronco. Foi realizada a tricotomia com aparelho
Santinelli (Phillips®) em regido dorsal (8cmX6c¢m) do animal, em seguida, realizada a
antissepsia com alcool 70° no local onde a queimadura foi realizada. A queimadura foi
realizada na regido dorsal do animal, entre as escapulas.

Para o processo de queimadura na pele do animal, uma placa de ferro de 3cm de
diametro foi soldada a aparelho de aquecimento com tensao de 127 a 220 Volts, 60Hz e

poténcia de 22W e temperatura maxima atingida de 200°C foi utilizada (Figura 3).
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Figura 3 - Placa de ferro acoplada a resisténcia para gerar aquecimento
Fonte: Do autor.

Para promover lesdo de queimadura de 3° grau na pele dos animais, foi utilizada
a metodologia desenvolvida por de Andrade et al. (2017). Neste estudo, dezoito ratos
machos wistar foram aleatoriamente divididos em trés grupos, um ferro de solda acoplado
a uma placa de aluminio foi usado para produzir queimaduras, a uma temperatura de
150°C, com diferentes tempos de exposi¢ao por grupo. Os animais foram queimados a
150 °C com tempo de exposicao de 5, 10 e 15 segundos. O tecido queimado foi coletado
trinta minutos apds a aplicacdo do protocolo, a amostra de tecido da area lesionada foi
devidamente processada e corada com hematoxilina e eosina e analisada por microscopia
com uma lente de aumento de 100x. Os resultados mostraram que todos os trés grupos
apresentaram caracteristicas, com envolvimento total da espessura (parametros
morfologicos que confirmaram a lesdo de 3° grau), portanto ndo ha necessidade de usar
tempos prolongados para indugao de lesao, porque em apenas 5 segundos a lesao desejada
¢ obtida com caracteristicas morfologicas como as encontradas por mais tempo, como 10
e 15 segundos. Esse estudo citado forneceu um protocolo comprovado, seguro e eficiente
sobre a metodologia empregada nessa pesquisa.

Desta maneira, para promover a queimadura de 3° grau nos animais da presente
pesquisa, a placa de ferro foi aquecida até atingir uma temperatura de 150°C, avaliada por
meio de termometro infravermelho (medidor de temperatura digital de -50 a 380°C) e

pressionada sobre a pele do animal por 5 segundos (Figura 4).
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Figura 4 - Area de lesdo ap6s procedimento de queimadura
Fonte: Do autor.

Com o intuito de evitar possiveis interferéncias dos outros animais ainda nao
operados, como mordeduras na area cruenta, ao término do ato operatdrio cada rato foi
colocado em gaiola isolada, com pellet de ragao e uma vasilha pequena com adgua no chao
da caixa para facilitar o acesso nos primeiros dias de pds-operatorio.

Foi administrado medicacdo analgésica, seguindo a posologia: Buprenorfina
(Temgesic® — concentragdo de 0,3mg/ml) na dose de 0,05mg/Kg aplicadas por via
subcutanea a cada 12 horas por 5 dias associada ao Carprofeno 2,5mg/Kg por via
subcutanea uma vez ao dia, por 3 dias.

Durante todo o periodo pos-operatorio, até o dia da eutandsia, foi realizado
avaliacdo clinica didria das feridas cirurgicas, para monitorar complicagdes locais como
infeccdes, ingestao de agua e ragdo, variagao de peso corporal, estado geral e postura,

comportamento e vocalizagdo e secre¢do ocular (porfirina).

4.3 Protocolo de tratamento com FBM e grupos de estudo

Os animais foram randomizados em quatro grupos: um grupo que recebeu FBM
de 658nm (G658), um grupo que recebeu FBM de 830nm (G830), um grupo que recebeu
FBM de 904nm (G904) e um grupo controle que recebeu FBM simulada (GC).

Foi utilizado o aparelho de emissdo de luz da HTM Compact® (Amparo, SP,
Brasil, Registro Anvisa: 80212480005) com frequéncia de tensdo de alimentacao de 60Hz
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e corrente maxima de 54mA, permitindo fluéncia programada de 0,5 a 15 J/cm2,
utilizando as canetas de comprimento de onda de 658nm, 830nm e 904nm.
O Quadro 1 apresenta os parametros usados para a aplicacdo da FBM.

Quadro 1 - Parametros de aplicagao da FBM, nos grupos estudados

Grupos
Parametros G658 G830 G904
Densidade de energia 4 J/cm? 4 J/cm? 4 J/cm?
Poténcia de pico 30 mW 30 mW 50 W
Poténcia média 0,03 W 0,03 W 0,02 W
Modo de emissao Continuo Continuo Pulsado
Largura do feixe 0,125 cm? 0,125 cm? 0,125 cm?
Tempo de irradiagao (por ponto) 16,6 sec 16,6 sec 25 sec
Taxa de repeticao do pulso - - 5000 Hz
Tempo de emissdo da luz - - 800 ns

A caneta de 658nm apresenta espectro eletromagnético vermelho (visivel) e as de
830nm e 904nm, infra-vermelho (invisivel). Todas as canetas apresentam area de feixe
de 12,566mm? e foram programadas para gerar fluéncia de 4J/cm? (BRASSOLATTI et
al., 2018; DE MEDEIROS et al., 2017).

Antes de todas aplicagdoes da FBM foi realizado o Test Laser que gera sinal sonoro
e indica que o laser esta sendo emitido. A aplicagdo da FBM foi realizada de maneira
pontual (SOLEIMANI et al., 2018), com o probe em contato perpendicular a area de
lesdao, em 8 pontos na borda e um ponto no centro da ferida, conforme a Figura 5. Entre

o probe e a area de lesao foi acoplado um pléstico transparente e estéril para protecao.
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@ Ponto de aplicagao da FBM

Figura 5 - Pontos de aplicagdo da FBM
Fonte: Do autor.

As aplicagdes de FBM nos comprimentos de onda 658nm, 830nm e 904nm ¢ a
aplicagcdo simulada no GC foram realizadas trés vezes na semana, em dias alternados.
Para cada grupo de tratamento, a eutandsia e coleta de dados aconteceu em quatro
diferentes tempos de pesquisa: 3° dia ap6s queimadura (3PO), 7° dia apds queimadura
(7PO), 14° dia ap6s queimadura (14PO) e 21° dia apos queimadura (21PO). O Quadro 2
sintetiza a divisdo dos grupos, os tempos de pesquisa, nimero de aplicacdo da FBM e

momento da eutanasia.
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Quadro 2 - Grupos estudados, tempos de pesquisa, momento da eutanasia e nimero de

aplicacdo da FBM
Fonte: Do autor.
| Grupo | Tempo (n° de animais) | Eutanasia | n° de aplicagoes FBM |
G658
3PO (n=6) 3 dias apos queimadura 1 aplicagao
7PO (n=6) 7 dias apos queimadura 3 aplicacdes
14PO (n=6) 14 dias apos queimadura 6 aplicacdes
21PO (n=6) 21dias ap6s queimadura 9 aplicacdes
G830
3PO (n=6) 3 dias apos queimadura 1 aplicagao
7PO (n=6) 7 dias apos queimadura 3 aplicacdes
14PO (n=6) 14 dias apos queimadura 6 aplicacdes
21PO (n=6) 21dias ap6s queimadura 9 aplicacdes
G904
3PO (n=6) 3 dias apos queimadura 1 aplicagao
7PO (n=6) 7 dias apos queimadura 3 aplicacdes
14PO (n=6) 14 dias apos queimadura 6 aplicacdes
21PO (n=6) 21dias ap6s queimadura 9 aplicacdes
GC
3PO (n=6) 3 dias apos queimadura 1 aplicagao
7PO (n=6) 7 dias apos queimadura 3 aplicacdes
14PO (n=6) 14 dias ap6s queimadura 6 aplicacdes
21PO (n=6) 21dias ap6s queimadura 9 aplicacdes

Para a eutanasia os animais receberam dose letal de anestésico. O modelo de

delineamento do estudo esta apresentado na Figura 6.

Periodo de coleta de dados — dias

Indugdo a
queimadura

Eutanasia*
Fotografia
Termografia

Eutanésia*
Fotografia
Termografia

*Eutandsia — 8 animais/grupo; Coleta de tecido.
Aplicacdo da LLLT nos grupos: 3 vezes/semana em dias alternados (dias 1, 3, 5, 8, 10, 12, 15, 17 e 19).

Eutanasia*
Fotografia

Termografia

Lo 2] 3 TJals]s] [8[o]10]11]12]13] [15]16]17][18]19]20] 21 ]
1 3 6 9
aplicacao aplicacdes aplicacdes aplicacoes

Eutanésia*
Fotografia
Termografia

Fim do
experimento

Figura 6 - Modelo de delineamento do estudo
Fonte: Do autor.
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4.4 Avaliacio dos resultados

Ap6s a eutanadsia dos animais com dose dobrada de Xilazina (20mg/Kg) e
quetamina (180mg/Kg), os animais dos grupos estudados foram analisados nos diferentes
tempos de pesquisa pela temperatura cutanea superficial, vasos sanguineos, colageno e

células inflamatorias.

4.4.1 Analise Histologica para avaliacdo das células inflamatorias, colageno tipo 111

e vasos sangm'neos

Para cada grupo, nos diferentes tempos de pesquisa (3PO, 7PO, 14PO e 21PO),
foi extraido cirurgicamente, amostras de pele de aproximadamente 2cm?, contendo a
regido da borda da lesdo cutanea, composto por um fragmento de pele saudavel (area de
Icm x 1cm) e a area da lesdo propriamente dita (area de 1cm x 1cm). ApoOs as coletas, as
amostras foram fixadas em formalina por 24 horas e armazenadas em éalcool 70%, para
as analises histologicas.

Para o processo de parafinizacdo das amostras e fixagao em laminas histologicas,
os espécimes extraidos da area tratada e ao redor foram lavadas em agua corrente e
submetidas ao processo de desidratagdo pelo alcool etilico 70%, 90% e 100%, durante
uma hora em cada. Apds os banhos, foi realizado a diafanizagao das pecas em solugdo
alcool/xilol (1:1) seguido por dois banhos de xilol puro. Seguindo, as amostras foram
incluidas em parafina e cortadas em microtomo rotatorio (Reichert-Jung 2045 Multicut,
Germany), longitudinalmente, com espessura padronizada de Sum. Foi coletado 1 a cada
20 cortes (4 cortes por lamina) para evitar a avaliacdo da mesma area histologica
(NOVAES et al., 2014). Todas as analises histologicas foram realizadas no mesmo
periodo, de forma aleatoria, sob as mesmas condi¢des de regulagem e calibracao do

aparelho.

4.4.1.1 Contagem de células inflamatorias

Para a contagem de células inflamatodrias, apés o processamento do tecido e
parafinizacdo e finalmente sec¢des dos cortes, as laminas foram coradas com
hematoxilina-eosina (H&E). As laminas foram analisadas em microscopio optico da

marca Olympus BH-2 com uma lente ocular de 10x e objetiva de 100x totalizando um
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aumento de 1000x, por um avaliador cego. As imagens histologicas foram capturadas em
camera digital (AxionVision — AxioCam ICC 3). As imagens foram capturadas com a
utilizacao do programa Toup View For Digital Camera 3.7. Na derme, foram obtidas 6
fotos aleatorias dentro da area lesionada para cada lamina. Todas as imagens digitais
foram analisadas a partir do software ImagePro-Plus 4.5 (Media Cybernetics, Silver
Springs, MD, USA), para a quantificacao de celularidade foi padronizado uma area total
igual para todas as fotos (area total: 15857.33) e entdo contabilizado a quantidade de

células inflamatorias por foto.

Figura 7 - Demonstrag@o contagem das células inflamatorias por area pré-determinada
para cada foto das laminas nos grupos estudados
Fonte: Do autor.

4.4.1.2 Analise de Birrefringéncia do coladgeno tipo III

O método consistiu na identificacao e quantificagao das fibras colagenas imaturas
(tipo III) por técnica de microscopia Optica com luz polarizada e analise morfométrica
computadorizada. As amostragens macroscopicas foram padronizadas para todos os

espécimes, realizando-se cortes transversais na por¢ao média da ferida incisional e
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excisional. Apos desidratacdo, diafanizagdo e emblocamento dos tecidos em parafina,
foram realizadas microtomias (5 um) e subseqiiente coloracdo com picrosirius-red F3BA.

As laminas histoldgicas foram analisadas em microscopio Optico da marca
Olympus BH-2 com uma lente ocular de 10x e objetiva de 40x totalizando um aumento
de 400x, por um avaliador cego. Imagens histoldgicas foram capturadas em camera digital
com a utilizacao do programa de analise de imagens (AxionVision — AxioCam ICC 3).
As imagens foram capturadas com a utilizacdo do programa Toup View For Digital
Camera 3.7. Na analise histologica de cada area cicatricial, 8 campos de grande aumento
(400 vezes) foram aleatoriamente selecionados para a quantificagdo do colageno tipo III.
A média destas 8 analises foi considerado como valor final para cada animal. Todas as
imagens digitais foram analisadas a partir do software ImagePro-Plus 4.5 (Media
Cybernetics, Silver Springs, MD, USA).

No sistema RGB (Red, Blue, Green) foi considerado valores para tons de
vermelho e laranja (coldgeno imaturo tipo III) e para os tons de verde (colageno maduro
tipo I) (GARAVELLO-FREITAS et al., 2003).

Para a quantificagdao de colageno, também foi utilizado a grade com 100 pontos
de interseccdo padronizada para area fotografada e contabilizado apenas as fibras
imaturas de cor alaranjadas ou vermelhas que passavam por estes pontos de intersec¢ao

(figura 8).

Figura 8 - Demonstragdo da grade de 100 pontos para quantificacdo de colageno
Fonte: Do autor.
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4.4.1.3 Morfometria dos vasos sanguineos

Apos ser realizado a devida preparacdo descrita acima, para as andlises de
quantificagdo de vasos sanguineos da derme (neovascularizagdo) os cortes foram corados
com hematoxilina-eosina (H&E). As laminas histologicas foram analisadas em
microscopio optico da marca Olympus BH-2 com uma lente ocular de 10x e objetiva de
40x totalizando um aumento de 400x, por um avaliador cego. Imagens histologicas foram
capturadas em camera digital com a utilizagdo do programa de andlise de imagens
(AxionVision — AxioCam ICC 3). As imagens foram capturadas com a utilizacdo do
programa Toup View For Digital Camera 3.7. Na derme, foram obtidas 8 fotos aleatorias
dentro da area lesionada para cada lamina. Todas as imagens digitais foram analisadas a
partir do software ImagePro-Plus 4.5 (Media Cybernetics, Silver Springs, MD, USA),
para a quantificagdo de vasos foi padronizado uma grade contendo 100 pontos de
intersec¢do (fornecida pelo proprio software de analise) dentro da area da foto e foi

contabilizado apenas os vasos que passavam por estes pontos (Figura 9).

Figura 9 - Demonstraggo da grade de 100 pontos para quantificacdo de vasos
Fonte: Do autor.

Para a morfometria dos vasos, considerou-se todos os vasos presentes na amostra

durante a contagem. Apos a contagem, foi estabelecido uma média para cada animal,
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proveniente das 8 fotos. Este resultado sera utilizado para determinar a média do numero
de vasos de cada grupo de estudo e considerada para a analise estatistica (BOSSINI et al.,

2009; NUNEZ et al., 2013).

4.4.2 Temperatura Cutanea Superficial

Para a avaliagdo da temperatura cutanea superficial, foi utilizado a termografia
infravermelha, um exame complementar de imagem. A termografia cutanea por imagem
infravermelha analisa a distribuicdo da temperatura cutinea, refletindo a dinamica
microcirculatéria da superficie em tempo real (BRIOSCHI et al., 2003).

Foram coletadas imagens dos animais antes do procedimento de queimadura de
3° grau. Ap6s a primeira captura de imagem, foi realizada a aleatorizagdo dos animais.
As imagens termograficas foram capturadas também no 3°, 7°, 14° e 21° dias de anélise
ap6és queimadura, antes da eutanasia do animal. Todas as imagens foram realizadas
seguindo os mesmos procedimentos.

Para captacdo das imagens termograficas foi utilizado uma camera de
infravermelho da marca Flir Systems® com processamento digital de imagens,
sensibilidade térmica de 0,08°C em faixa espectral de 3 a 14 micrémetros.

A fotografia infravermelha foi realizada com o animal ainda vivo, a fim de nao
alterar sua temperatura corporal. O mesmo recebia uma dose de anestésico, a fotografia
era realizada e, em seguida, dose dobrada era administrada para a eutanasia (quando
imagem para analise dos 3°, 7°, 14° e 21° dias de analise apds queimadura). Foi aguardado
um periodo de 15 minutos de exposicdo do animal na sala de coleta para que a pele
entrasse em equilibrio térmico com a temperatura da sala e, posteriormente ser feito o
registro termografico. As imagens foram captadas em sala com temperatura ambiente de
23°C, auséncia de luz solar e iluminagdo por lampadas de luz fria (fluorescentes)
(BRIOSCHI et al., 2003).

Para a fotografia, a camera termografica foi posicionada a uma distancia de 15 cm
do dorso do animal, que permanecia na mesa cirargica em decubito ventral. Uma caixa
de isopor, com altura de 15c¢cm e um orificio para acoplamento da camera foi utilizada
(Figura 7-A). O animal permanecia dentro da caixa e uma imagem por animal foi
registrada.

Para a analise das imagens foi utilizado o software de suporte Velocity 2.3 com

calibracao automatica. As imagens eram exportadas ao software e realizado o contorno
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da lesdao. O valor registrado refere-se a média de temperatura de toda a area de lesdo,

determinada pelo programa de anélise (Figura 7-B).

Figura 10 - A — Metodologia de captura de imagens da camera termografica infravermelha.
B — Imagem visualizada no software de analise
Fonte: Do autor.

4.5 Analise estatistica

Todos os dados foram tabulados em planilha e criado banco de dados no aplicativo
Excel. Os valores foram apresentados como média e desvio padrao para cada varidvel nos
diferentes tempos estudados. Apos atestar normalidade dos dados com teste de Shapiro-
Wilk, foi aplicado teste ANOVA Two-Way e utilizado o teste de Bonferroni para
determinar as diferengas entre as variaveis c¢lulas inflamatorias, colageno tipo II1, vasos
sanguineos e temperatura cutanea superficial inter e intra-grupos estudados.

Para a comparacdo da temperatura cutanea registrada antes do procedimento
cirtirgico com os dias de analise apds queimadura (3°, 7°, 14° e 21° dias) em cada grupo
de estudo, separadamente, foi utilizado o teste t de Student.

Foi realizada correlacdo das variaveis células inflamatorias, colageno tipo III,
vasos sanguineos e temperatura cutanea superficial nos diferentes dias de analise apos a
queimadura, em cada grupo de estudo, pelo teste de Pearson. Para a analise, foi
considerado valor de Pearson (r) de 0.9 a 1,0 positivo ou negativo indica correlagdo muito
forte; de 0.7 a 0.9 positivo ou negativo indica correlagdo forte; de 0.5 a 0.7 positivo ou
negativo indica correlacdo moderada; de 0.3 a 0.5 positivo ou negativo indica correlagao
fraca; de 0 a 0.3 positivo ou negativo indica correlagao desprezivel.

Para as andlises estatisticas, os dados foram transportados ao Programa Estatistico
Software SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) versao 20.0 e nivel de

significancia p<0,05.
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5 RESULTADOS

Apo6s a coleta de dados, seis animais de cada grupo foram analisados. Durante e
apos a aplicacao de todos os procedimentos de pesquisa, nenhum dos animais apresentou,
visualmente, sinais de inflamacdo e/ou infeccdo ao redor da lesdo ou qualquer outra

complicagao.

5.1 Células inflamatoérias

ApOs as analises das células inflamatoérias, observou-se uma diferenga significante
intragrupos no G658 (p=0,006) e no G904 (p<0,0001). Apods teste de comparagdo de
Bonferroni, o G658 apresentou diminuicao significante das células inflamatoérias entre o
3PO e 0 21PO (p=0,006; 1C95% = 0,2 — 17,6). Assim como 0 G904 mostrou reducao do
nimero de células inflamatérias do 7PO para o 21PO (p=0,005; IC95% = 1,2 - 7.,5).

Entre os grupos, foi possivel observar uma alteracao estatistica significante no
3PO, 14PO e 21PO. Em 3PO, o G658 teve numero significantemente maior de células
inflamatorias quando comparado ao GC (p=0,003; 1C95% = 13,9 — 2,7); em 14PO, o
G904 apresentou numero maior de células inflamatorias comparado ao G830 (p=0,003;
1C95% =2,5—25,2) e; em 21PO a diferenga significante mostrou aumento do ntimero de
células no GC comparado ao G658 (p=0,03; 1C95% = 4,2 — 24,7).

O Grafico 1 apresenta os diferentes grupos analisados e os dias de analise apos a

queimadura, em relacao as células inflamatorias.
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Gréfico 1 - Resultados do numero de células inflamatorias nos terceiro, sétimo, décimo

quarto e vigésimo primeiro dias apos queimadura de terceiro grau em
animais, nos grupos estudados
Fonte: Do Autor

Legenda: G658: Grupo recebeu fotobiomodulagdo com comprimento de onda de 658nm.
G830: Grupo recebeu fotobiomodulagdo com comprimento de onda de 830nm.
G904: Grupo recebeu fotobiomodulagio com comprimento de onda de 904nm.
GC: Grupo recebeu fotobiomodulagdo simulada. 3PO: terceiro dia apos queimadura.
7PO: sétimo dia apos queimadura. 14PO: décimo quarto dia apds queimadura.
21PO: vigésimo primeiro dia apds queimadura.
abAnalise intragrupos: p<0,05; ANOVA com teste de Bonferroni.
* Analise intergrupos: p<0,05; ANOVA com teste de Bonferroni.

G658

G830

G904

GC
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3PO 14PO 21PO

Figura 11 - Resultados da microscopia (100x) dos tecidos lesionados corados com H&E

Fonte: Do autor.

Legenda: G658: Grupo recebeu fotobiomodulagdo com comprimento de onda de 658nm.
G830: Grupo recebeu fotobiomodulagdo com comprimento de onda de 830nm.
G904: Grupo recebeu fotobiomodulagdo com comprimento de onda de 904nm.
GC: Grupo recebeu fotobiomodulagdo simulada. 3PO: terceiro dia apos
queimadura. 7PO: sétimo dia ap6s queimadura. 14PO: décimo quarto dia apds
queimadura. 21PO: vigésimo primeiro dia ap6s queimadura.

5.2 Colageno

Apo0s a andlise do colageno tipo III, apenas o G904 ndo apresentou diferencas
significantes intragrupos, diferencas foram encontradas no G568 (p<0,0001), G830
(p=0,02) e GC (p<0,0001). No G658, o dia de andlise 3PO apds a queimadura teve
numero significantemente maior de colageno tipo III quando comparado ao 14PO
(p<0,0001; IC95% = 3,4 — 8,2) e 21PO (p<0,0001; IC95% = 3,4 — 8,5). Ainda, no G658,
o 7PO teve maior numero de colageno tipo III quando comparado ao 14PO (p<0,0001;
I1C95% =2,5-5,9) e a0 21PO (p=0,001; IC95% = 2,2 — 6,4), apds teste de Bonferroni.

O G830, mostrou reducao significante do colageno tipo Il do 3PO para o 7PO
(p=0,02; IC95% = 0,3 — 5,8). No GC, os 7PO (p<0,0001; IC95% = 2,2 — 4,8) e 21PO
(p=0,04; 1C95% = 0,04 — 5,9) apresentaram niimero menor de coldgeno tipo III em
relacdao ao 3PO.

Na analise intergrupos, os dias de analise 3PO (p=0,004) ¢ 7PO (p<0,0001)
apresentaram diferengas significantes entre os grupos. Apos teste de comparagdo de

Bonferroni, em 3PO, o G658 apresentou maior nimero de colageno tipo III comparado

wr(g ereasd
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aos G830 (p=0,01; IC95% = 0,8 — 6,6), G904 (p<0,0001; 1C95% = 3,0 — 6,7) e GC
(p=0,02; IC95% = 0,4 — 6,0).

No 7PO, os G830 (p=0,04; 1C95% = 2,0 — 8,4), G904 (p=0,005; 1C95% = 1,4 —
6,0) e GC (p<0,0001; IC95% = 2,9 — 7,3) tiveram numero significativamente menor de
colageno tipo III comparado ao G658. Neste dia de andlise apds queimadura, o G904
também teve maior nimero de colageno tipo I1I comparado ao GC (p=0,04; IC95% = 2.8
—-0,02).

O Grafico 2 apresenta as analises intra e intergrupos apds queimadura nos dias de

analise do colageno tipo III.
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Grafico 2 - Resultados relacionados ao colageno tipo I1I nos terceiro, sétimo, décimo
quarto e vigésimo primeiro dias apos queimadura de terceiro grau em
animais, nos grupos estudados.
Fonte: Do Autor
Legenda: G658: Grupo recebeu fotobiomodulagdo com comprimento de onda de 658nm.
G830: Grupo recebeu fotobiomodulagdo com comprimento de onda de 830nm.
G904: Grupo recebeu fotobiomodulagdo com comprimento de onda de 904nm.
GC: Grupo recebeu fotobiomodulagao simulada. 3PO: terceiro dia apds queimadura.
7PO: sétimo dia apds queimadura. 14PO: décimo quarto dia apds queimadura.
21PO: vigésimo primeiro dia apds queimadura.
abedefeAnslise intragrupos: p<0,05; ANOVA com teste de Bonferroni.
*# 8% Andlise intergrupos: p<0,05; ANOVA com teste de Bonferroni.
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As fibras de coldgeno tipo III foram avaliadas de acordo com suas propriedades
de birrefringéncia sobre polarizacdo. Na Figura 12 ¢ observado a coloragdao vermelha,

portanto colageno imaturo no processo de cicatrizagao.
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Figura 12 - Resultados da microscopia dos tecidos lesionados corados com Picrossirius-red
Fonte: Do autor.
Legenda: G658: Grupo recebeu fotobiomodulagdo com comprimento de onda de 658nm.

G830: Grupo recebeu fotobiomodulagdo com comprimento de onda de 830nm.
G904: Grupo recebeu fotobiomodulagdo com comprimento de onda de 904nm. GC:
Grupo recebeu fotobiomodulaggo simulada. 3PO: terceiro dia apos queimadura.
7PO: sétimo dia apo6s queimadura. 14PO: décimo quarto dia ap6s queimadura. 21PO:
vigésimo primeiro dia ap6s queimadura.

Pela Figura 12 ¢ possivel notar a deposicdo do colageno tipo III nos grupos
estudados. Uma observacao importante relaciona-se a maior organizagdo das fibras

colagenas depositadas no G658, especialmente em 21PO.

5.3 Vasos sanguineos

Em relacdo ao numero de vasos sanguineos, o Grafico 3 apresenta os valores nos
grupos estudados nos diferentes tempos de pesquisa. Observa-se que, intragrupos, nao
houve diferenca significante entre a avaliacdes de 3PO, 7PO, 14PO e 21PO para nenhum
dos grupos.

Para a analise inter-grupos, apos aplicar o teste de Bonferroni, em 7PO, ha
diferenga significativa dos vasos entre G658 ¢ GC (p=0,03; 1C95% = 0,2 — 8.,4), sendo

que o G658 apresentou aumento de vasos sanguineos em relacao ao GC. Em 21PO, o
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G658 mostrou maior numero de vasos sanguineos em comparagao ao G904 (p=0,02;

1C95% = 0,8 — 11,2) e GC (p=0,005; IC95% = 2,0 — 12.4).
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Vasos Sanguineos (numero de intersecgdes)

=
o

3P0 7PO 14PO 21PO

Dias de analise apos queimadura
Grafico 3 - Resultados do ntimero de intersecgdes encontradas na analise dos vasos
sanguineos nos terceiros, sétimo, décimo quarto e vigésimo primeiro dias
apos queimadura de terceiro grau em animais, nos grupos estudados.
Fonte: Do Autor
Legenda: G658: Grupo recebeu fotobiomodulagdo com comprimento de onda de 658nm.

G830: Grupo recebeu fotobiomodulagdo com comprimento de onda de 830nm.
G904: Grupo recebeu fotobiomodulagdo com comprimento de onda de 904nm.
GC: Grupo recebeu fotobiomodulagdo simulada. 3PO: terceiro dia apds queimadura.
7PO: sétimo dia apds queimadura. 14PO: décimo quarto dia apds queimadura.
21PO: vigésimo primeiro dia apds queimadura.
*#Andlise intergrupos: p<0,05; ANOVA com teste de Bonferroni.

Pela Figura 13, observa-se o processo de vasodilatacdo, com vasos de didmetro
aumentado em comparacao ao 21° dia po6s queimadura, onde ¢ evidente a formacao de

pequenos e novos vasos, para todos os grupos estudados.



G904

3P0 7PO 14P0 21PO

Figura 13 - Resultados da microscopia dos tecidos lesionados corados com H&E

Fonte: Do autor.

Legenda: G658: Grupo recebeu fotobiomodulagdo com comprimento de onda de 658nm.
G830: Grupo recebeu fotobiomodulagdo com comprimento de onda de 830nm.
G904: Grupo recebeu fotobiomodulagdo com comprimento de onda de 904nm. GC:
Grupo recebeu fotobiomodulaggo simulada. 3PO: terceiro dia apos queimadura.
7PO: sétimo dia apds queimadura. 14PO: décimo quarto dia apds queimadura. 21PO:
vigésimo primeiro dia apos queimadura.

5.4 Temperatura cutinea superficial

A temperatura cutanea superficial dos animais submetidos a queimadura de 3°
grau foi avaliada antes da aleatorizagdo dos animais e do procedimento de queimadura,
seguindo os métodos ja apresentados. Antes da queimadura, a média geral de temperatura
foide 31,9°C, com desvio-padrao de 0,57°C. na analise estatistica, os grupos G658, G830,
G904 e GC apresentaram aumento significativo da temperatura avaliada antes do
procedimento de queimadura, nos diferentes dias de andlise da temperatura. A Tabela 1
apresenta os valores e as diferengas significativas, apos teste T, em relacao a temperatura

avaliada antes do procedimento de queimadura.
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Tabela 1 - Temperatura cutanea superficial antes do procedimento de queimadura
comparada com os diferentes dias de analise, nos grupos estudados.

Alfenas/MG, 2019.

Grupo T antes Dias de analise T° dias de analise p valor 1C95%
G658
3PO 35,9+0,5 0,001* 55-24
31,9+0,5 7PO 34,8 £0,7 0,03* 53-0,3
14PO 33,9+ 1,4 0,85 -28-34
21PO 34,9+ 0,6 0,002* 51-1,7
G830 35,6 +£0,3 0,002* 54-19
3PO
31,9+0,5 7PO 34,9+0,8 0,01%* 5,0-0,8
14PO 34,5+0,9 0,002* 39-1,2
21PO 35,5+ 1,0 0,008%* 59-1,1
G904 35,4+1,0 0,01%* 6,0-10,8
3PO
31,9+0,5 7PO 34,3+ 0,4 0,001%* 33-14
14PO 34,2+ 0,7 0,01%* 39-0,5
21PO 35,3+0,2 <0,0001* 44-22
GC 353+ 1,4 <0,0001* 5,5-29
3PO
31,9+0,5 7PO 35,7+ 0,6 <0,0001* 4,9-25
14PO 34,8 £0,8 0,004* 45-1,2
21PO 353+1,3 0,01%* 4,2-0,5

Fonte: Do autor

Legenda:G658: Grupo recebeu fotobiomodulagdo com comprimento de onda de 658nm.
G830: Grupo recebeu fotobiomodulagdo com comprimento de onda de 830nm.
G904: Grupo recebeu fotobiomodulagdo com comprimento de onda de 904nm.
GC: Grupo recebeu fotobiomodulacdo simulada. 3PO: terceiro dia apos
queimadura. 7PO: sétimo dia ap6s queimadura. 14PO: décimo quarto dia apos
queimadura. 21PO: vigésimo primeiro dia apos queimadura. IC95%: Intervalo
de confianga de 95%.
*Diferenga significativa: Teste T.

O Grafico 1 mostra as alteragdes na temperatura cutanea superficial entre os
grupos nos 3P0, 7PO, 14PO e 21PO de anélise ap6s a queimadura de terceiro grau. E
possivel notar que, intragrupos, o G904 apresentou aumento significante da temperatura

cutdneo do 7PO para o 21PO (p=0,01; 1C95% = 1,6 — 0,2). No GC, houve reducio
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significante do 3PO para o 14 PO (p=0,01; 1C95% = 0,3 — 2,3), seguido de aumento
significante da temperatura do 3PO para o 21PO (p=0,03; IC95% = 0,1 — 3,5).

Ao analisar os tempos intergrupos, nota-se diferencga estatistica no 7PO (p=0,01),
sendo observado, apds teste de Bonferroni, o GC com maior temperatura cutanea em
relacdo ao G904 (p=0,02; 1C95% = 0,1 — 2,6). Ainda o GC apresentou maior temperatura

cutanea comparado ao G658 e G830, apesar ndo haver diferencgas significantes.
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Grafico 4 - Resultados do ntimero de intersecgdes encontradas na analise dos vasos

sanguineos nos terceiro, sétimo, décimo quarto e vigésimo primeiro dias apos
queimadura de terceiro grau em animais, nos grupos estudados.

Legenda: G658: Grupo recebeu fotobiomodulagdo com comprimento de onda de 658nm.
G830: Grupo recebeu fotobiomodulagdo com comprimento de onda de 830nm.
G904: Grupo recebeu fotobiomodulagdo com comprimento de onda de 904nm. GC:
Grupo recebeu fotobiomodulaggo simulada. 3PO: terceiro dia apos queimadura.
7PO: sétimo dia ap6s queimadura. 14PO: décimo quarto dia apos queimadura. 21PO:
vigésimo primeiro dia apos queimadura.
ab.¢ Andlise intragrupos: p<0,05; ANOVA com teste de Bonferroni.
* Analise intergrupos: p<0,05; ANOVA com teste de Bonferroni.

A Figura 14 apresenta as imagens termograficas dos grupos estudados nos
diferentes tempos de andlise dos dados. As dareas claras correspondem a maior

temperatura tecidual.
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Figura 14 - Fotos termograficas dos diferentes tempos de coleta de dados nos grupos estudados.
Fonte: Do autor.

Legenda: G658: Grupo recebeu fotobiomodulagdo com comprimento de onda de 658nm. G830: Grupo
recebeu fotobiomodulagdo com comprimento de onda de 830nm. G904: Grupo recebeu
fotobiomodulagdo com comprimento de onda de 904nm. GC: Grupo recebeu fotobiomodulagéo
simulada. 3PO: terceiro dia apos queimadura. 7PO: sétimo dia ap6s queimadura. 14PO: décimo
quarto dia apds queimadura. 21PO: vigésimo primeiro dia apds queimadura.

5.5 Correlacoes

As tabelas 2, 3, 4 e 5 apresentam as correlagdes encontradas nos diferentes dias
de andlise ap6s a queimadura, respectivamente, 3PO, 7PO, 14PO e 21PO, nos grupos
estudados. Sao apresentados apenas os dados que apresentaram correlagdo moderada a

muito forte e um valor de p < 0,05.



47

Tabela 2 - Correlacao entre as variaveis de estudos no 3° dia de analise apos queimadura
de 3° grau, nos grupos estudados. Alfenas/MG, 2019

3° dia de analise apds queimadura

Grupos | Varidveis | Pearson (1) p valor
G658 Coléageno x Vasos Sanguineos 1,0 <0,0001
G830 Colageno x Células inflamatdrias 0,76 0,004
Colageno x Vasos sanguineos 1,0 <0,0001
Vasos sanguineos x Células inflamatorias 0,76 0,004
G904 Coléageno x Vasos Sanguineos 1,0 <0,0001
GC Células inflamatorias x Temperatura Cutanea 0,77 0,003
Colégeno X Vasos sanguineos 1,0 <0,0001

Fonte: Do Autor.

Legenda: G658: Grupo recebeu fotobiomodulagdo com comprimento de onda de 658nm. G830:
Grupo recebeu fotobiomodulagdo com comprimento de onda de 830nm. G904: Grupo
recebeu fotobiomodulagdo com comprimento de onda de 904nm. GC: Grupo recebeu
fotobiomodulagdo simulada. Pearson (r): 0.9 a 1,0 = correlagdao muito forte; 0.7 a 0.9 =
correlacgao forte; 0.5 a 0.7 = correlagdo moderada; 0.3 a 0.5 = correlacdo fraca; 0 a 0.3
= correlagdo desprezivel.

Tabela 3 - Correlacao entre as variaveis de estudos no 7° dia de analise apds queimadura
de 3° grau, nos grupos estudados. Alfenas/MG, 2019

7° dia de analise apds queimadura

Grupos | Variaveis | Pearson (r) | p valor
G830 Colageno x Temperatura cutanea -0,61 0,03

G904 Colageno x Vasos Sanguineos 1,0 <0,0001
GC Colageno x Vasos sanguineos 1,0 <0,0001

Fonte: Do Autor
Legenda: G658: Grupo recebeu fotobiomodulagdo com comprimento de onda de 658nm. G830:
Grupo recebeu fotobiomodula¢do com comprimento de onda de 830nm. G904: Grupo
recebeu fotobiomodulagdo com comprimento de onda de 904nm. GC: Grupo recebeu
fotobiomodulagdo simulada. Pearson (r): 0.9 a 1,0 = correlagdao muito forte; 0.7 a 0.9 =

correlacgao forte; 0.5 a 0.7 = correlagdo moderada; 0.3 a 0.5 = correlacdo fraca; 0 a 0.3
= correlagdo desprezivel.
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Tabela 4 - Correlagao entre as variaveis de estudos no 14° dia de analise apos queimadura
de 3° grau, nos grupos estudados. Alfenas/MG, 2019

14° dia de analise apos queimadura

Grupos | Varidveis | Pearson (1) | p valor
G658 Coléageno x Vasos Sanguineos 0,72 0,008
Temperatura cutanea x Células inflamatorias 0,71 0,009
G904 Coléageno x Vasos Sanguineos 0,95 <0,0001
Colageno x Temperatura cutanea -0,68 0,01
Temperatura cutanea x Células inflamatérias 0,67 0,01
GC Células inflamatodrias x Vasos Sanguineos 0,60 0,03
Colageno x Vasos sanguineos 0,94 <0,0001

Fonte: Do Autor
Legenda: G658: Grupo recebeu fotobiomodula¢do com comprimento de onda de 658nm. G830:
Grupo recebeu fotobiomodula¢do com comprimento de onda de 830nm. G904: Grupo
recebeu fotobiomodulagdo com comprimento de onda de 904nm. GC: Grupo recebeu
fotobiomodulagdo simulada. Pearson (r): 0.9 a 1,0 = correlagdao muito forte; 0.7 a 0.9 =
correlacgao forte; 0.5 a 0.7 = correlagdo moderada; 0.3 a 0.5 = correlacdo fraca; 0 a 0.3
= correlagdo desprezivel.

Tabela 5 - Correlagao entre as variaveis de estudos no 21° dia de analise apos queimadura
de 3° grau, nos grupos estudados. Alfenas/MG, 2019

21° dia de analise apos queimadura

Grupos | Variaveis | Pearson (r) | p valor
Vasos Sanguineos x Temperatura Cutanea -0,97 <0,0001
G658 Células inflamatorias x Temperatura Cutanea -0,59 0,04
Vasos Sanguineos x Células inflamatdrias 0,65 0,02
G830 Vasos Sanguineos x Temperatura Cutanea 0,76 0,02
Coléageno x Vasos sanguineos 0,92 <0,0001
G904 Colageno x Vasos Sanguineos 1,0 <0,0001
GC Células inflamatorias x Temperatura Cutanea -0,77 0,003
Células inflamatorias x Vasos sanguineos 0,69 0,01
Coléageno x Vasos sanguineos 0,92 <0,0001
Colageno x Temperatura Cutanea -0,89 <0,0001
Vasos sanguineos x Temperatura Cutinea -0,98 <0,0001

Fonte: Do Autor
Legenda: G658: Grupo recebeu fotobiomodulagdo com comprimento de onda de 658nm. G830:
Grupo recebeu fotobiomodula¢do com comprimento de onda de 830nm. G904: Grupo
recebeu fotobiomodulagdo com comprimento de onda de 904nm. GC: Grupo recebeu
fotobiomodulag¢do simulada. Pearson (r): 0.9 a 1,0 = correlagdao muito forte; 0.7 a 0.9 =
correlacgao forte; 0.5 a 0.7 = correlagdo moderada; 0.3 a 0.5 = correlacdo fraca; 0 a 0.3
= correlagdo desprezivel.

6. DISCUSSAO

Este trabalho avaliou os diferentes comprimentos de onda da FBM (658nm,

830nm e 904nm), comparado a FBM simulada, na reparacao cutanea em modelo animal,
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ap6s queimadura de 3° grau. Os resultados mostraram alteragdes significativas entre os
grupos quando analisadas as células inflamatorias, colageno tipo III, vasos sanguineos e
temperatura cutanea superficial.

Os grupos que receberam FBM nesse estudo apresentaram resultados satisfatorios
comparado com o grupo controle, sendo necessario ressaltar que a luz infravermelha
parece ser adequada para o processo de reepitelizagdo, porém ainda sdo escassos na
literatura estudos que envolvam cicatrizagao de queimaduras e laser de baixa potencia
com comprimento de onda mais altos, como o 904nm e 830nm. Rizzi et al. (2018)
demonstrou em seu estudo in vitro que o comprimento de onda mais alto (980nm) pode
ser responsavel por aumentar a producao de Oxido Nitrico, um importante componente
quimico no processo de cicatrizacao tecidual, esse estudo sugere uma possivel explicagao
para a efetividade do laser infravermelho, e aponta uma dire¢ao que deve ser melhor
explorado pela literatura.

A literatura cientifica apresenta resultados positivos da FBM em queimaduras de
terceiro grau, em modelo animal. No entanto, sua maior publicacdo refere-se,
principalmente, a estudos que utilizam o comprimento de onda na faixa espectral de luz
vermelha e modo continuo de aplicacdo. Os estudos idealizados por Freitas et al. (2013),
Nunez et al. (2013), Chiarotto et al. (2014), Catdao et al. (2015), Catarino (2015),
Brassolatti et al. (2016), Rathnakar et al. (2016) e Silveira et al. (2016) utilizaram, em
modelo animal apés queimadura, a luz vermelha e obtiveram resultados positivos na
melhora da microcirculagao e deposicao de colageno, assim como o presente estudo.

Em literatura mais recente, apenas os estudos de Gupta et al. (2015), Yadav et al.
(2016), Rathnakar et al. (2016) e Silveira et al. (2016) utilizaram o comprimento de onda
de 904nm, infravermelho e modo pulsado, e também encontraram resultados positivos no
processo de reparagdo tecidual. O comprimento de onda de 830nm, utilizado por
Rathnakar et al (2016), também apresentou resultados positivos na cicatrizagao de lesdes
de queimadura em animais. De acordo com a literatura, nenhum estudo que compare os
trés diferentes comprimentos de onda, como apresentado na presente pesquisa foi
encontrado até o momento. Isto dificulta a anélise comparativa entre os achados desta
pesquisa e a literatura sobre o tema abordado.

De acordo com o proposto metodologico, foi utilizado uma fluéncia padronizada
para os grupos que receberam fotobiomodulagdo (4J/cm?) considerada ideal para reparos
cutaneos pela literatura (MEDRADO et al., 2003; MESTER, 2013) em diferentes

comprimentos de ondas, vermelho e infravermelho, (658nm,830nm,904nm) e analisados
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em diferentes tempo do reparo tecidual. Medrado et al. (2003) analisou FBM em seu
experimento e utilizou duas fluéncias, 8J/cm? e 4J/cm?, apds induzir a lesdo no dorso de
72 ratos, os resultados morfoldgicos e histologicos comprovaram a eficiéncia no que diz
respeito a diminui¢cdo da inflamag¢dao e aumento de fibras coldgenas com o resultados
melhores para fluéncias mais baixas.

De forma geral, os resultados da presente pesquisa mostraram uma superioridade
do comprimento de onda de 658nm sobre os demais grupos. Sabe-se que a terapia por
FBM produz efeitos quando absorvido pelo tecido, e esta energia luminosa € convertida
em energia térmica e bioquimica. Quanto maior o comprimento da onda emitido, maior
a profundidade gama, o que resulta em menos absor¢ao dos tecidos superficiais, essa
explicacdo poderia ser um ponto importante para entender o resultado satisfatorio do
grupo de FBM de 658nm neste trabalho. Além disso, a luz vermelha ¢ ligeiramente
absorvida pela hemoglobina e pela dgua, permitindo uma maior absor¢ao tecidual.
Comprimentos de onda mais curtos t€ém uma ac¢ao mais superficial, porque eles sdo mais
absorvidos por esses tecidos (TARTARUNAS et al. 1998; KOLARI, 9885, AVCI et al.,
2013).

A quantificacao de células inflamatoérias obteve resultados satisfatorios nos grupos
que receberam FBM com comprimento de onda 658nm e 904nm, sendo que o grupo que
recebeu 658nm apresentou uma diminui¢ao na quantidade de células inflamatorias entre
o terceiro e o 21° dia apds a queimadura. O grupo de FBM de 904nm também reduziu o
numero de células inflamatorias no periodo do sétimo para 21° dia apos a queimadura.

Fidrio et al. (2013) sugere que a FBM resulta em uma taxa mais alta de reparo
tecidual. Utilizando as fluéncias de 3 e 4J/cm?, proximas a fluéncia utilizada neste estudo,
o estudo citado teve como objetivo investigar a regeneragao tecidual apds queimaduras
de 3° grau, também em modelo animal. Com aplicacdo da FBM de comprimento de onda
de 660nm, observou-se que, ambas as fluéncias resultaram em menor quantidade de
células inflamatdrias nos periodos analisados, 8 ¢ 16 dias apds a lesdo. Estes resultados
concordam com os apresentados na presente pesquisa, visto que o grupo que utilizou
FBM de 658nm apresentou redug¢dao do numero de células inflamatérias comparado ao
grupo controle nas avaliagdes realizadas em sétimo e décimo quarto dia pds-operatorio,
sendo essa reducao significativa em vigésimo primeiro dia.

Ao utilizar o comprimento de onda de 660nm e parametros de estimulo da FBM
semelhantes ao deste estudo, Medeiros et al. (2017) observaram significativo aumento

das células inflamatorias sete dias apds lesdo cutanea em animais que receberam a FBM,
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comparado ao grupo controle e, quatorze dias apds a lesdo, uma reducao significativa de
células inflamatoérias do grupo de FBM comparado ao controle. Dados que corroboram
com os achados da presente pesquisa.

Vale destacar que, de acordo com o processo de reparagdo tecidual, a fase
inflamatéria apresenta um periodo descrito de trés dias, com diminui¢do das células
inflamatérias (CAMPOS et al., 2007; WITTE et al., 1997). Os resultados dos estudos
sugerem um atraso do inicio do processo inflamatorio nos grupos controle e de aplicagao
de FBM de 904nm.

Corroborando também com os achados da presente pesquisa, outro estudo,
descrito por Rabelo (2006), sobre os efeitos da FBM no processo de reparo tecidual em
ratos diabéticos e saudaveis, utilizou parametros diferentes do estudado nesta pesquisa,
15 mW, tempo de exposi¢io de 17 segundos e densidade de energia de 10 J/cm?. porém
com o comprimento de onda semelhante (632nm), no espectro de luz vermelha. Os
resultados evidenciam que os animais tratados tiveram um processo inflamatorio menos
intenso que os controles. Os achados no 7° dia, indicam um tecido cicatricial na derme
com menos capilares e células inflamatorias mais discretas em relagdo ao grupo nao
tratado, especialmente em animais ndo diabéticos, resultados semelhantes aos
encontrados nesta pesquisa.

Segundo Dantas et al. (2011), a terapia laser pode facilitar a cicatrizagao tecidual
devido seus efeitos inibitorios no surgimento de fatores quimiotaticos nos estagios iniciais
da inflamacao, interferindo assim nos efeitos de mediadores quimicos induzidos pela
inflamagdo. Para Lamaro-Carsoso et al. (2019), a FBM pode promover um processo
inflamatério precoce com o comprimento de onda de 660nm. Nossos achados estdo de
acordo com o que esta descrito na literatura, sugerindo que o comprimento de onda
658nm parece interferir na fase inflamatéria de maneira mais satisfatoria que os demais
comprimentos de onda analisados.

Ainda, o comprimento de onda 904nm apresentou reducdo de células
inflamatérias no terceiro dia ap6s queimadura e aumento em sétimo, precisando ser
melhor investigado pois ndo foi encontrado na literatura, at¢ o momento, descricdo do
seus efeitos anti-inflamatérios em relagcdo ao reparo de tecidos cutaneos pds lesdo. De
acordo com Tarajad et al. (2013), o comprimento de onda produz diferentes efeitos no
fechamento de feridas cronicas, com redugao da area de lesdo em sujeitos que utilizaram

a FBM de 658nm comparado a 830nm e 904nm.
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A FBM ¢ capaz de fotoativar mecanismos celulares responsaveis por tratar a area
lesionada, acelerando o reparo tecidual. Os citocromos mitocondriais absorvem a
radiacdo da luz e se transformam em energia celular, resultando em uma maior sintese de
proteina benéfica para o fechamento da lesao (AVCI et al., 2013; CHUNG et al., 2012).
Observou-se neste estudo que, a FBM de 658nm, permitiu um maior namero das fibras
colagenas tipo III nos dias trés e sete apds a lesdo, sugerindo reparacao precoce, quando
comparado aos demais grupos. Em 14° e 21° dias ap6s a queimadura o numero de
colageno tipo III reduziu em todos os grupos, provavelmente relacionado a substitui¢ao
pelo colageno tipo I (BROUGHTON et al., 2006; CAMPOS et al., 2007).

O estudo de Fiorio et al. (2013) analisou a quantidade de fibras colagenas do tipo
I e tipo III, e seus resultados estdo de acordo com que foi encontrado neste trabalho,
independente das fluéncias testadas pelos autores (3 e 4 J/cm?), ambos os grupos que
receberam a FBM de 660nm tiveram aumento no nimero de fibras coldgenas em relagao
ao grupo lesionado e ndo tratado, principalmente no oitavo dia pos lesdo. Ja no décimo
sexto dia parecem ter se equilibrado, porém os autores foram capazes de identificar um
aumento de fibras maduras (tipo I) nos grupos de FBM em comparacao ao controle.

Em outro estudo, Fidrio et al., (2017), ao analisar animais idosos, notou que a
FBM de 660nm, com energia total de 2J por ponto, obteve aumento na produgdo de
colageno em sétimo dia apds a queimadura, com reducao no 14° dia, resultado semelhante
ao encontrado nesta pesquisa, também sugerindo a substituicao pelo colageno tipo I. Estes
autores observaram também aumento da metaloproteinase em 3PO, enzima que atua na
degradacao de componentes extracelulares e estimula a sintese do colageno tipo III.

Essa diferenciagdo entre as fibras coldgenas pode servir como uma limitagdo em
nosso estudo, pois foi feita a quantificagdo apenas do colageno imaturo do tipo IIl na area
lesionada e tal fato impede uma discussao mais ampla sobre a deposicao de colageno
maduro. Todavia, Lamaro-Cardoso et al. (2019) apontam uma maior quantificagao de
colageno tipo I, trinta dias apos a lesdo por queimadura em animais, momento nao
analisado na presente pesquisa.

Ao analisar as correlagdes entre as varidveis, nota-se que, em terceiro dia apos a
queimadura todos os grupos apresentaram correlagdes forte e muito forte entre colageno
e vasos sanguineos, sugerindo que a formagdo de novos vasos favoreca a producao de
colageno imaturo.

Outra variavel analisada, a quantificacdo de vasos sanguineos, mesmo sem

apresentar diferencas estatisticas, reforgam a possibilidade dos grupos que receberam
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FBM apresentarem uma maior neovascularizagdo na area lesionada, principalmente no
nos grupos que receberam FBM de 658nm e 830nm, com maior nimero de vasos no
terceiro dia apos queimadura, seguido de uma diminui¢dao no sétimo, 14° € ao 21°dias a
quantidade de vasos sanguineos aparece aumentada quando comparada ao terceiro dia
ap6s queimadura. Na figura relacionada aos vasos sanguineos, observa-se que, em
terceiro dia apés queimadura hd maior nimero de intersec¢des relacionada ao maior
diametro dos vasos devido a vasodilatagao fisiologica do processo inflamatorio, enquanto
no 21° dia, tal nimero de intersec¢des voltou a aumentar pelo maior numero de vasos,
possivelmente secundario a angiogénese.

Fortuna et al. (2017) utilizou em seu estudo o comprimento de onda 670nm
(4J/cm?) versus o grupo controle, afim de investigar a neoangiogénese e fibroplasia
durante o remodelamento tecidual em ratos. Apds serem submetidos a uma ferida
cirtrgica, os tecidos também foram coletados nos devidos tempos programados, 14°, 21°,
28° ¢ 35° dia pos lesdo. Os autores verificaram resultados positivos no grupo que recebeu
FBM nas analises de colageno e formacao de novos vasos, principalmente no décimo
quarto dia apos a lesdo cirurgica. Embora sem significancia estatistica, o marcador
endotelial VEGF também apresentou aumento no grupo que recebeu FBM de 660nm.
Tais resultados fortalecem a possibilidade do comprimento de onda 658nm ser eficiente
no processo de neovascularizacao.

Outro estudo que apresentou melhores resultados na neoangiogénese (GARCIA
et al., 2010), utilizou a FBM com fluéncia de 4J/cm? ¢ comprimento de onda 685nm, os
pesquisadores analisaram a efetividade da FBM isolada e associada a outras terapias,
além do grupo controle, que ndo recebeu intervencdo. Este trabalho também
experimental, onde os autores induziram queimadura de terceiro grau em 96 ratos teve
como conclusdo que o grupo que recebeu FBM isolado poderia ser tutil para tratar
queimaduras cutaneas quando iniciadas em um estagio inicial, em especifico, a formagao
de novos vasos foi descrita pelos autores como moderada em torno do sétimo dia apos a
lesao (GARCIA et al., 2010). Contrapondo o resultado desta pesquisa que, no sétimo dia
ap6s a lesdo, apresentou queda na quantidade de numero de vasos, porém na analise
intergrupos, no mesmo periodo, o grupo que recebeu FBM de 658nm ainda teve valores
superior de vasos quando comparado ao controle.

Ao analisar os vasos sanguineos intergrupos, no sétimo dia apds a queimadura,
observou-se maior numero de vasos no grupo que recebeu FBM de 658nm em relagdo ao

grupo controle. Ja no 21° dia o grupo de FBM 658nm aumentou a quantidade de vasos
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sanguineos em comparagdo com os grupos 904nm e controle. Este resultado talvez
indique a superioridade da FBM no espectro de luz vermelha em comparacdo ao
infravermelho em relacdo a neoangiogénese.

De acordo com Brioschi et al. 2003 a termografia cutanea por imagem
infravermelha reflete a dinamica microcirculatoria da superficie em tempo real e pode
servir como método diagnostico para variadas condi¢des de saude. Nao foi encontrado na
literatura, até o momento, estudos que abordassem a temperatura cutanea superficial em
animais em processo de reparacdo cutanea apos lesdes por queimadura de 3° grau, que
contribua com a discussdo dos resultados obtidos.

Nos resultados que se referem a temperatura cutanea superficial foi notado um
comportamento comum entre os grupos que receberam FBM, uma diminui¢do da
temperatura do terceiro para o 14° dia, refletindo a fase de proliferacdo celular e possivel
redug¢do do processo inflamatorio. Porém, estes grupos apresentaram um aumento de
temperatura do 14° para o 21° dia, observando que o grupo de 658nm manteve
temperatura mais baixa em relagdo aos demais grupos.

A escassez de pesquisas em queimaduras que utilizam a termografia como recurso
de avaliacao dificulta a compreensao do aumento de temperatura (nao significativo) que
ocorreu em 21° dia ap6s a queimadura. Em analise de artigos sobre reparacgao tecidual,
ap6s quinze dias do processo de cicatrizagao, hd elevacao de actina do musculo liso
presente na estrutura citoesquelética do miofibroblasto, que, proximo a quatro semanas,
sofre apoptose. Este evento leva a hipdtese que a contragdo da ferida ¢ resultado do
movimento das células com uma reorganizagdo concomitante do citoesqueleto dos
miofibroblastos (CAMPOS et al., 2007; WITTE et al., 1997), que poderia gerar elevagao
da temperatura.

E necessario destacar que, nas analises de correlagio do 21° dia, no grupo de FBM
de 658nm, ha uma correlacdo inversa entre a temperatura cutanea e os vasos sanguineos
e as células inflamatorias, inferindo que nao ha a instalagao de um processo inflamatério
envolvendo o aumento de temperatura cutanea. Em contrapartida, a correlagao ¢ positiva
e forte nos grupos que receberam 830nm e 904nm, entre a temperatura € o coldgeno, o
que poderia incitar que, os fendmenos que ocorrem para a substitui¢do do colageno
contribuiriam para o aumento da temperatura.

Sobre a temperatura cutanea, nota-se ainda que, no grupo controle, a temperatura
se elevou do terceiro para o sétimo dia, sugerindo um prolongamento do periodo

inflamatério da reparacao tecidual, contradizendo a literatura que apresenta um pico do
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processo inflamatdrio entre o terceiro e quarto dia apds a lesao tecidual (CAMPOS et al.,
2007; WITTE et al., 1997). Dessa maneira, a redugao dessa temperatura nos grupos que
receberam a FBM pode sugerir que o processo inflamatdrio destes grupos foi controlada
de maneira efetiva, como demonstrado na pesquisa de Lamaro-Cardoso (2019) ao avaliar
a FBM no processo de reparo tecidual de animais sob queimadura cutanea.

Apesar da grande publicagao em torno da FBM no reparto tecidual, Brassolatti et
al. (2017), em revisao sistematica sobre uso da FBM em queimaduras de modelo animal,
destaca a abrangéncia de parametros utilizados e diversidade de protocolos de lesao. Mas,
observam que a melhora da microcirculagao local e a proliferagdo celular sdao os
principais beneficios da técnica, como visto neste estudo.

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos dos diferentes
comprimentos de onda nos diferentes tempos do reparo tecidual poés queimadura de
terceiro grau. Ao analisar as variaveis discutidas acima, a FBM com o comprimento de
onda 658nm parece favorecer a regeneragao tecidual, seguido dos demais comprimentos
de ondas quando comparado ao controle.

Diante do exposto, seria necessario analises mais complexas como as realizadas
em outros estudos (BRASSOLATI et al. 2017; CHIAROTTO et al. 2014), que estudaram
o comportamento de citocinas e fatores de crescimento fundamentais para o reparo
tecidual e sdo importantes sinalizadoras sobre a relagdo da neoangiogénese e também
fibras coldgenas que poderiam fortalecer e fundamentar melhor os resultados deste

estudo.
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7 CONCLUSAO

Em conclusdo, este estudo avaliou os efeitos de diferentes comprimentos de onda
da FBM nos diferentes tempos do reparo tecidual em queimadura de terceiro grau. A
FBM de comprimento de onda 658nm obteve melhores respostas quando comparado aos
demais grupos, porém os demais grupos com comprimentos de ondas maiores também se
mostraram satisfatorios quando comparado ao controle. Este trabalho fortaleceu o
embasamento cientifico para o uso da FBM no processo de cicatrizagdo tecidual e expos
a necessidade de pesquisar os efeitos de comprimentos maiores com critérios de analises

rebuscados para entender melhor sua efetividade.
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