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RESUMO

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar, por meio da
analise histoldgica e imunoistoquimica, o papel da laserterapia de baixa poténcia
GaAs (A904nm) no processo de cicatrizagdo cutdnea em camundongos. Sessenta
e quatro camundongos foram submetidos a realizagdo de uma ferida cirargica
cutanea na regido téraco-dorsal. Em seguida, os animais foram randomicamente
divididos em oito grupos de oito animais, onde quatro grupos foram submetidos
a laserterapia de baixa poténcia GaAs (A 904nm) (GL) e quatro mantidos sem o
tratamento (GC). De cada grupo, foram sacrificados oito animais nos dias um,
trés, sete e 14 apds realizagdo da lesdo e instituigdo do tratamento. Apds a
eutanasia, as feridas cutineas foram coletadas e submetidas ao processamento
histologico para analise histomorfométrica, andlise de fibras colagenas e fibras
elasticas. Foi determinado o indice de macrofagos por campo histologico a partir
da técnica de imunoistoquimica com utilizacdo do anticorpo CD68 (KP1;
Zymed). Nos GL, a resposta inflamatdria apos um, sete ¢ 14 dias ¢ a extensio de
necrose aos trés dias foram menores do que nos animais dos GC. Nos animais do
GL, a deposi¢do de fibras elasticas ocorreu aos sete dias, mais precocemente do
que nos animais do GC e a organizagdo de fibras colagenas aos 14 dias
demonstrou-se mais acentuada. Em relacdo a presenga de macrofagos, observa-
se reducdo significativa dessas células nos GC entre os tempos estudados,
entretanto, sem diferenca estatistica em comparacao aos grupos tratados. O laser
terapéutico de baixa poténcia GaAs mostra-se eficiente na antecipacdo da
cicatrizacdo cutanea em camundongos.

Palavras-chave: Pele. Cicatrizagdo. Fototerapia.



ABSTRACT

This work aimed at determining the histological characteristics of skin
healing and its relation to macrophacytic infiltrate in mice submitted to low
power GaAs laser therapy (A 904 nm). Seventy four Swiss mice were submitted
to a surgical skin wound in the thoracoldorsal region and divided into two
distinct groups: Laser Group, submitted to low power GaAs laser therapy (A 904
nm) and Control Group, maintained without treatment during all the
experimental period. Eight animals of each group were sacrificed at distinct
times: day 1, 3, 7 and 14 after the injury was done and the treatment was
established. The skin wounds were collected and submitted to histological
processing for histomorphometric analysis, collagen fibers and elastic fibers.
The macrophage per histological field was determined by means of the
immunohistochemestry technique using the antibody CD68 (KP1; Zymed). A
smaller inflammatory response was observed after 1, 7 and 14 days in animals
submitted to laser therapy. However, the deposit of elastic fibers was found
more precociously and the organization of collagen fibers at 14 days presented
itself more accentuated. A difference regarding the presence of macrophages in
the studied groups was not observed. Therefore, it may be said that low power
GaAs therapeutic laser is shown to be efficient in the inflammatory process and
anticipation of skin healing process in mice, however, without apparent relation
to macrophacytic infiltration.

Key-words: Skin. Healing. Photo therapy.



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

LISTA DE FIGURAS

Processo inflamatério e cicatricial na pele de camundongos apods
laserterapia em um, trés, sete ¢ 14 dias de tratamento (coloragéo

H.E. em aumento de 40X) ......cceeecviieiienirieniieiie e

Identificacdo de fibras elasticas na pele de camundongos apos
laserterapia em sete e 14 dias de tratamento (coloragdo de

Verhoeff em aumento de 40X).......ccceeeerieeiieniienieecieeie e

Identificagdo de fibras colagenas na pele de camundongos apods
laserterapia em 14 dias de tratamento (coloragdo picro-sirius red

em aumento de 40X) ....occcuiiieiieiiiieeiieeiie ettt e ens

Identificagdo de macréfagos por imunoistoquimica na pele de
camundongos ap6s laserterapia em um, trés, sete e 14 dias de

TrATAIMEIITO ...ttt



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

LISTA DE TABELAS

Valores de p da analise da inflamag8o para os grupos controle e
laser de um, trés, sete ¢ 14 dias comparados pelo teste T nao-
pareado e para os grupos comparados evolutivamente pelas

médias de inflamagdo pelo teste de Tukey.....cccoeevvevcvieviieneieenneennnen.

Valores de p da analise de fibras elasticas para os grupos controle
e laser de sete e 14 dias comparados pelo teste T ndo-pareado e

para os grupos comparados evolutivamente pelo teste de Tukey.....

Valores de p da analise de fibras coldgenas para os grupos

controle e laser de 14 dias comparados pelo teste T ndo-pareado....

Valores de p da analise de macrdéfagos para os grupos controle e
laser de um, trés, sete ¢ 14 dias comparados pelo teste T nao-
pareado e para os grupos comparados evolutivamente pelo teste

E TUKEY .veeeiieiiieeie ettt ettt e tae et e eraeeree e

51



Grafico 1

Grafico 2

Grafico 3

Grafico 4

Grafico 5

LISTA DE GRAFICOS

Distribuicdo das médias da avaliacdo histologica dos animais dos
grupos controle e laser um, trés, sete e 14 dias apds realizagdo da

ferida cirtirgica e institui¢do do tratamento..........cc.cceevevererenennene

Grafico de linhas com as médias de inflamacdo da avaliagdo
histologica dos animais dos grupos controle ¢ laser um, trés, sete
e 14 dias apods realizagdo da ferida cirurgica e instituicdo do

TrAtAMEIITO .. c.ue ittt ea e

Distribuicdo das médias de fibras elasticas dos animais dos
grupos controle e laser dos grupos sete e 14 dias apos realizagdo

da ferida cirargica e institui¢@o do tratamento ..........cceceveeeeeenenne.

Distribuicdo das médias de fibras colagenas vermelhas e verdes
dos animais dos grupos controle e laser 14 dias apos realizagdo

da ferida cirtirgica e institui¢ao do tratamento ............ccceeevveeeuveennenn.

Distribuicdo média de macréfagos dos animais dos grupos
controle e laser um, trés, sete e 14 dias apos realizagdo da ferida

cirirgica e instituigd0 do tratamento ..........ccccveeeveeereeecieenveenieeeneenns



ATP
IL
INF
LPS
Th

LISTA DE ABREVIATURAS

Adenosina trifosfato
Interleucina
Interferon
Lipopolissacarideo

T-helper



AOAC
CFMV
DAB
GaAlAs
GaAs
GC

GL

H.E
He-Ne
InGaAlIP
LASER
LPS
TGF
TNF

LISTA DE SIGLAS

Association of Official Analytical Chemists
Conselho Federal de Medicina Veterindria
Diaminobenzidina

Arseneto de Galio Aluminio

Arseneto de Gélio

Grupo controle

Grupo laser

Hematoxilina-eosina

Hélio-Neon

Fosfato de arsénio indio galio

Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation
Lipopolissacarideo

Fator de Crescimento e Transformagao

Fator de Necrose Tumoral



LISTA DE SIMBOLOS

a Letra grega alfa
Letra grega beta

Comprimento de onda

nm Nandmetro

® Identificacdo de marca registrada
w Watt

J/em? Joule por centimetro quadrado

g Grama

°C Grau centigrado

ml Mililitro

MG Miligrama

°GL (Gay Lussac) Fragdo em volume
cm’ Centimetro quadrado

mm Milimetro

mg/Kg Miligrama por Quilo

cm Centimetro

mW Miliwatt

ns Nanosegundo

% Por cento

um Microémetro



2.1
2.2
2.3

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6

4.1
4.2
4.3

SUMARIO

INTRODUGAO ... 17
REFERENCIAL TEORICO ... 19
Inflamacgo e Reparo Tecidual ..........cccoovveeieviriiiieieeeeeeeeee, 19
O macréfago no reparo tecidual ..........c.ooveveeevicieiiiieeeeeee e 21
Laserterapia de Baixa POtENCIA ...........ccecveviereniinieieierieee e 27
MATERIAL E METODOS.........ooiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeevees e 35
ANTMAES <ttt 35
Ferida CIFUrgICa. ... .ooueeeeeeeeeee e 36
Laserterapia de Baixa POtENCIa ...........ccoeoveeveeiirieicicieeece e, 36
Histopatologia das 18SOES ..........ccceeieieeiieieeeeeeeeeeee e 37
IMUNOISTOQUIMICA. .....vicvicvieeeeecieeeete ettt 39
ANALISE ESTALISTICA ... oottt et 40
RESULTADOS.......ocoiiieiiieieteetee ettt sens 41
HistomMOrfOrmMEtria........coooviviiiiiicicecceceee e 41
Anédlise de fibras elasticas e fibras colagenas............ccceceeieiiieveiennnn, 47
AN&lise IMUNOISTOQUIMICA .......ccoooviiviiieiieiieiceeeccte e 51
DISCUSSAO ... 55
CONCLUSAO ....ooovmieiiieeeei s 61
REFERENCIAS ......oiiiiieieeieiisee s 62
APENDICES........ooiiiiieiieieseies s 74

ANEXOS ... 80



17

1 INTRODUCAO

A pele representa um dos 6rgdos mais suscetiveis a lesdes e precisa ser
reparada para restabelecer sua estrutura e suas fun¢des, como barreira fisica de
prote¢do contra diversos estimulos ambientais e infeccdes e contra a perda
excessiva de agua (DELAVARY et al., 2011; SINGER; CLARK, 1999).

Produgdo e cicatrizagdo de defeitos cutdneos sdo os dois eventos
biologicos mais importantes na pratica dermatologica (KANZLER;
GORSULOWSKY; SWANSON, 1986). O principal objetivo da biologia da
cicatrizacdo de feridas ¢ determinar como a ferida pode ser induzida a reparar o
dano tissular mais rapido e mais eficientemente (SARDARI et al., 2011).

Além de fornecer uma barreira estrutural, a pele contém diversas células
imunoldgicas que podem ser ativadas pela invasdo de patdgenos ou por lesdes
cutdneas de naturezas diversas (DELAVARY et al.,, 2011). Dentre estas, os
macrofagos (pertencentes ao sistema fagocitico mononuclear) desempenham um
papel fundamental para a cicatrizagdo (SUNDERKOTTER et al., 1994).

Diversos estudos demonstram a influéncia da laserterapia de baixa
poténcia no sistema imunolégico (DUBE; BANSAL; GUPTA, 2003;
KIPSHIDZE et al., 2001; NOVOSELOVA et al., 2006), na diminui¢do da dor e
da inflamagdo (BJORDAL; LOPES-MARTINS; IVERSEN, 2006;
MARCHIONNI et al., 2010; MEDRADO et al., 2003; REIS et al., 2008), no
incremento da resposta do hospedeiro a sepse (YU et al., 1997), nas terapias
antimicrobiana (BHAGWANANI; BHATIA; SHARMA, 1996), antiviral
(SANCHEZ et al., 2012; TARDIVO, 1989) e antitumoral (CANTI et al., 1994,
CHEN et al., 2002).

A laserterapia apresenta-se como uma alternativa a terapia

medicamentosa para processos que apresentem reacdo inflamatéria, dor e
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necessidade de regeneragdo tecidual, com a vantagem de ser menos invasivo,
seguro e sem efeitos colaterais (LEVINE et al., 2008).

A eficacia da fototerapia pelo laser de baixa poténcia também ja foi
estudada no reparo de tecidos como pele (MEDRADO et al., 2003; PINHEIRO
et al.,, 2006; REDDY; STEHNO-BITTEL; ENWEMEKA, 2001; REIS et al.,
2008; RIBEIRO et al., 2004), musculos (BIBIKOVA; ORON, 1994; [YOMASA
et al., 2009; WEISS; ORON, 1992), tenddes (RAISER et al., 2003; REDDY;
STEHNO-BITTEL; ENWEMEKA, 1998; SCHMITT et al., 1993; WANDERER
et al., 1994), ligamentos (FUNG et al., 2003), cartilagem e ossos (AKAI et al.,
1997; TRELLES; MAYAYO, 1987) e na regeneracdo nervosa (BAE et al.,
2004; SHAMIR et al., 2001).

Na medicina veterinaria, alguns estudos demonstram a eficiéncia do
laser de baixa poténcia em bovinos com lesdes em tetos (GHAMSARI et al.,
1996a, 1996b, 1997) e ceratoconjuntivite infecciosa bovina (MAENO et al.,
1989), em equinos com lesdes articulares (LINDHOLM et al., 2002), tlceras da
mucosa faringea (GOMEZ-VILLAMANDOS et al., 1995) e desordens musculo-
esqueléticas dos atletas (ANTIKATZIDES, 1986) e cdes com lesdes nervosas e
da medula espinal (ROCHKIND et al., 1988, 2007) e no tratamento pos -
cirurgico do palato (BRAEKT et al, 1991). O laser terapéutico também
demonstrou resultado positivo na mobilidade espermatica de cides (CORRAL-
BAQUES et al., 2005).

Apesar de seu mecanismo de a¢do ainda nao ter sido compreendido, esta
terapia tem sido aplicada com sucesso na pratica clinica (ARAUJO et al., 2007).
O presente estudo foi realizado com o objetivo de verificar, por meio da analise
histologica e imunoistoquimica, o papel da laserterapia de baixa poténcia GaAs
(A904nm) no processo de reparo tecidual em camundongos ¢ sua relagdo com a
formagdo de fibras conjuntivas e a infiltragdo de macréfagos, promovendo a

reorganizagdo tecidual.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Inflamacéo e Reparo Tecidual

A inflamagdo ¢ um processo dindmico que depende de tecido viavel e
um fendmeno benéfico que conduz a cura (JONES; HUNT; KING, 2000). A
resposta inflamatoria ¢ um instrumento que fornece fatores de crescimento e
citocinas que coordenam as células e os movimentos teciduais necessarios para o
reparo (EMING; KRIEG; DAVIDSON, 2007; GILLITZER; GOEBELER, 2001;
LEIBOVICH; ROSS, 1975; SARDARI et al., 2011; SINGER; CLARK, 1999).

O reparo tecidual em mamiferos € rapido e eficiente e seu maior objetivo
consiste em cessar a hemorragia e reconstituir a barreira estrutural e funcional,
prevenindo o ressecamento e a invasdo de microorganismos no organismo
(TORISEVA; KAHARI, 2009).

A cicatrizagdo de feridas, em condi¢des normais nos mamiferos,
consiste em trés principais fases: hemostasia e inflamagdo, proliferacao
fibroblastica e reepitelizagdo com remodelamento tecidual (BAUM; ARPEY,
2005; DELAVARY et al, 2011; EMING; KRIEG; DAVIDSON, 2007;
GURTNER et al., 2008; SINGER; CLARK, 1999; TORISEVA; KAHARI,
2009).

Essas fases sdo funcional e histologicamente distintas, porém requerem
uma elaborada interag@o entre os diversos tipos celulares para orquestrarem uma
série de eventos regulatdrios e sobrepostos (BAUM; ARPEY, 2005; GURTNER
et al., 2008; SINGER; CLARK, 1999; TORISEVA; KAHARI, 2009).

A fase inflamatéria € iniciada com a hemostasia, na qual a
vasoconstri¢do e a adesdo, agregacdo e degranulacao plaquetarias (TORISEVA;
KAHARI, 2009) resultam na formagio da matriz hemostatica para estancar a

hemorragia e secretar diversos mediadores envolvidos na cicatrizagdo (SINGER;
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CLARK, 1999). Apos, ocorre uma vasodilatacdo ativa e um influxo na ferida de
uma variedade de populagdes celulares inflamatoérias, incluindo leucécitos
polimorfonucleares e mononucleares, sendo inicialmente macrofagos e, mais
tardiamente, linfécitos (DELAVARY et al., 2011; STADELMANN; DIGENIS;
TOBIN, 1998).

A cicatrizagdo de feridas ¢ marcada por esta fase inflamatéria que ¢
similar, em progressdo, a outras condi¢des inflamatorias agudas (DIPIETRO,
1995). Os neutroéfilos sdo as primeiras células a chegarem ao local do ferimento,
sendo responsaveis pela limpeza da ferida e secregdo de fatores que amplificam
a formagio do coagulo e a inflamagio (TORISEVA; KAHARI, 2009). Apesar
da prevengao da colonizagdo bacteriana na ferida ser importante para que ocorra
um pronto reparo da area, a migracao dos neutrofilos até o local ndo é essencial
para que venham a ocorrer os processos de reparo (SIMPSON; ROSS, 1972). O
influxo de macréfagos até a area da ferida é, isoladamente, o elemento mais
critico e fundamental na indu¢do dos mecanismos de reparo (DIPIETRO, 1995;
LEIBOVICH; ROSS, 1975; LUCAS et al.,, 2010; PARK; BARBUL, 2004;
SUNDERKOTTER et al., 1994; TORISEVA; KAHARI, 2009).

Apods o debridamento da ferida pelas células inflamatorias, a derme
lesada comega a ganhar volume para a formagdo do tecido de granulagdo,
iniciando a fase de proliferagao fibroblastica (DELAVARY et al., 2011). Com a
ativacdo de macréfagos na ferida, a elaboracdo de fatores de crescimento
especificos e o aumento do niumero de fibroblastos ativados para a produgdo de
colageno no local, a matriz extracelular comega a ser substituida por um tecido
conjuntivo mais forte e mais elastico (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005;
JONES; HUNT; KING, 2000). Além desta fibroplasia ativa, essa fase resulta na
proliferagdo e diferenciag@o de células epidérmicas, restabelecendo a integridade
da epiderme (DELAVARY et al., 2011; RODERO; KHOSROTEHRANI, 2010),
contracdo da ferida e neoangiogénese (DELAVARY et al., 2011).
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Na fase de remodelamento tecidual, todos os processos ativados apds a
lesdo diminuem e cessam, a maioria das células endoteliais, macrofagos e
miofibroblastos sofrem apoptose (DIPIETRO, 1995; GURTNER et al., 2008) e
ocorre involu¢do do tecido de granulacdo e regeneragdo dérmica, formando a
cicatriz (RODERO; KHOSROTEHRANI, 2010). Nesta fase final da cicatrizagdo
ha infiltracdo de linfocitos-T no leito da ferida (DELAVARY et al., 2011). O
processo de remodelamento representa um balanco entre as taxas de sintese de
colageno, sua degradacdo e seu remodelamento (BAUM; ARPEY, 2005;
MONACO; LAWRENCE, 2003).

2.2 O macrofago no reparo tecidual

Desde meados de 1980, o papel desta célula como mediador de
angiogénese em lesdes e fibroplasia foi firmemente estabelecido e, muitos
estudos avaliaram o macrofago no contexto da cicatrizagdo de pele em modelos
animais (DIPIETRO, 1995).

Os macrofagos constituem a primeira linha de defesa contra infec¢des e
desempenham um importante papel na inducdo, regulagdo e expressio da
resposta imune (DUBE; BANSAL; GUPTA, 2003).

Essas células do sistema imunolégico orquestram o processo de reparo
cutaneo em diferentes fases (DELAVARY et al., 2011). Aumentam em niimero
durante a fase inflamatoria, tendo seu pico durante a fase de formagao de tecido
de granulagdo e declinam durante a fase de maturagdo (DELAVARY et al.,
2011; MARTIN; LEIBOVICH, 2005).

Durante essas fases da cicatrizagdo, esses leucocitos mononucleares
atuam como potentes fagocitos auxiliando os neutréfilos na captura de
microorganismos ¢ debris celulares, participando como células apresentadoras

de antigenos e como estimuladores da secrecdo de diversos fatores de
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crescimento e citocinas que sdo importantes na manutencdo da reagdo
inflamatdria, na neoangiogénese, na sintese de colageno e na fibrose
(DELAVARY et al., 2011; DIPIETRO, 1995; MIRZA; DIPIETRO; KOH, 2009;
TORISEVA; KAHARI, 2009).

Os macrofagos consistem de duas populagdes ou subtipos, ambas com a
mesma origem na medula 6ssea (DELAVARY et al., 2011; SUNDERKOTTER
et al., 1994).

A primeira é a de macrofagos teciduais residentes que estdo presentes
nos tecidos durante todo tempo e sob um estimulo apropriado sdo capazes de
entrar em ciclo mitoético (DELAVARY et al., 2011). Apés o processo de
diferenciag¢do final, os macrofagos teciduais assumem propriedades teciduais
especificas como histiocitos, macrofagos alveolares, células de Kupffer,
osteoclastos, macrofagos peritoneais, células da sindvia tipo A ou microglia
(SUNDERKOTTER et al., 1994), estes possuem uma menor importincia na
cicatrizacdo (DELAVARY et al., 2011).

A outra principal populagdo ¢é recrutada de células precursoras
hematogenas, os mondcitos, derivadas de uma rapida divisdo do pool de células
na medula 6ssea (DELAVARY et al., 2011). Ou seja, em condi¢des fisiologicas
normais, a pele contém uma baixa densidade de macréfagos residentes em
repouso ou inativados, porém durante o processo de reparo de lesdes, um grande
numero de mondcitos é recrutado para o tecido lesionado onde se diferenciam
em macréfagos, aumentando a densidade destas células em cinco vezes mais que
o normal (DIPIETRO, 1995).

Ao migrarem, por meio das paredes dos vasos, os macroéfagos produzem
enzimas que fragmentam proteinas da matriz extracelular e criam espagos para
facilitar sua entrada no leito da ferida (DELAVARY et al., 2011). A ativagio

macrofagica implica no aumento da atividade metabolica dentro da célula,
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incluindo aumento da secregdo de fatores de crescimento, citocinas e mediadores
inflamatorios e incremento da atividade fagocitica (DIPIETRO, 1995).

O resultado da fagocitose ativa pode ser o estimulo da secre¢do de
citocinas (DIPIETRO, 1995). Macréfagos fornecem uma fonte continua de
citocinas pro-inflamatérias importantes para o estimulo de fibroblastos e
proliferacao de ceratindcitos (WERNER; GROSE, 2003).

A ativagdo de macréfagos no leito da ferida pode ocorrer por diversos
mecanismos, incluindo fatores derivados de plaquetas, produtos bacterianos,
quando presentes, mediadores inflamatorios originados dos macréfagos e,
talvez, outras células, como resposta ao proprio microambiente da lesdo
(DIPIETRO, 1995).

Células pertencentes a linhagem monocito-macréfago tém sido
reconhecidas como heterogéneas, o que provavelmente reflete a plasticidade e
versatilidade destas células em resposta a exposi¢do aos sinais microambientais
(MANTOVANI et al., 2002). Macrofagos no leito da ferida podem ter diferentes
fenétipos funcionais, sendo divididos em dois grupos: M1 (ativados
classicamente) e M2 (ativados alternativamente) (DELAVARY et al., 2011;
MANTOVANI et al., 2002).

Os fenoétipos de macrofagos influenciam no processo de cicatrizag@o de
feridas de maneiras diferentes, dependendo do microambiente em que eles
exercem sua fun¢do. Ambos sdo essenciais para o desenvolvimento do reparo e
o balancgo entre os dois fenodtipos ¢ importante em diferentes fases do processo
de cicatrizacdo (DELAVARY et al., 2011).

Estudos sugerem que 1) apods a fagocitose de células apoptoticas,
macrofagos M1 revertem-se para macrofagos M2; 2) os macroéfagos M2
derivados dos macrofagos M1 contribuem para e resolu¢do da inflamagdo no
processo de cicatrizacdo de feridas; 3) a deplecdo de macréfagos durante a fase

proliferativa prejudica significativamente a transi¢do desta fase para a fase de
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remodelamento tecidual (DELAVARY et al., 2011; GORDON, 2003; LUCAS
et al.,, 2010; PORCHERAY et al., 2005).

Mais macrofagos M1 sdo necessarios na limpeza de debris e para matar
possiveis patdgenos invasores. Por outro lado, em fases mais tardias, como
quando a neoformacao tecidual ¢ mais pronunciada, macréfagos M2 podem ter
um papel mais importante. No processo de cicatriza¢do incorreto, o balango
entre os dois fendtipos nas fases do reparo ¢é provavelmente errado
(DELAVARY etal., 2011).

Os macrofagos se diferenciam em macréfagos-M1 por influéncia de
diversos mediadores, sendo os mais importantes os produtos bacterianos, como o
lipopolissacarideo (LPS), e citocinas inflamatorias, como o interferon (INF).
Este fendtipo exibe propriedades antimicrobianas por produzirem mediadores
inflamatorios como o fator de necrose tumoral (TNF)-o, 6xido nitrico e
interleucina (IL)-6, e sdo importantes na defesa do hospedeiro, na qual as
citocinas expressadas sdo capazes de induzir sérios danos teciduais
(DELAVARY et al., 2011). Além disso, esses macrofagos sdo potentes células
efetoras capazes de matar microorganismos ¢ células tumorais e produzir
abundantes quantidades de citocinas proinflamatérias (MANTOVANI et al.,
2002).

Na ferida, sob condi¢des normais, a populagdo dominante aos cinco dias
¢ de macréfagos M2 que, provavelmente, dominam a lesdo em um estagio muito
precoce da cicatriza¢do, porém a fase inflamatdéria pode ser muito curta, em
razdo da auséncia de produtos bacterianos ou excesso de material tecidual morto
(DELAVARY etal., 2011; LUCAS et al., 2010).

Macrofagos ativados por IL-4, IL-10 ou IL-13, vitamina D3 e os
hormonios glicocorticoides desenvolvem-se em M2, ativados alternativamente,
que suprimem reagdes inflamatorias e respostas imunes adaptivas, tendo um

papel importante na cicatrizagdo de feridas, angiogénese e na defesa contra
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infec¢des parasitarias. Também sincronizam as respostas inflamatorias e
adaptivas da imunidade Th-1, limpam debris, promovem angiogénese,
remodelamento tecidual e reparo (GORDON, 2003).

Os macréfagos M2 suprimem as respostas inflamatorias e adaptivas da
imunidade Th-1, mas limpam debris, € promovem angiogénese, remodelamento
tecidual e reparo (DELAVARY et al., 2011). Adicionalmente, eles promovem
uma resposta de Th-2 que esta ligada a fibrogénese (DELAVARY et al., 2011;
WYNN, 2008).

Além disso, macréfagos M2 sdo uma importante fonte de fator de
crescimento e transformacgdo (TGF)-B, que promove inflamagdo, quimiotaxia,
contragdo da ferida, angiogénese e deposi¢do de matriz extracelular, sendo uma
das mais importantes citocinas que estimula a quimiotaxia e produgdo de
citocinas pelos macréfagos e influenciam na fung¢do dos fibroblastos de
quimiotaxia e deposi¢ao de matriz extracelular (DELAVARY et al., 2011).

TGF-B ¢ uma proteina multipotente que promove fibrose por estimular
diretamente as células mesenquimais e fibroblastos (MARTIN; LEIBOVICH,
2005). Ela também estimula a produg@o de colageno e reduz a degradagdo da
matriz da ferida pela colagenase (DELAVARY et al., 2011).

Entretanto, além das fun¢des benéficas, os macrofagos M2 podem
também estar envolvidos em diferentes doengas, como alergias, asma e fibrose
por estas doengas resultarem da resposta T-helper2, que € predominada por IL-4
ou IL-10 (GORDON, 2003).

A importancia do papel do macréfago no processo de cicatrizagdo foi
estudada em diversos trabalhos, nos quais se observou que camundongos que
sofreram ablacdo de macrofagos apresentaram um atraso na cicatrizagdo, em
virtude do prejuizo da fibroplasia, da redugdo da proliferacdo de fibroblastos e
da neovascularizacdo (LEIBOVICH; ROSS, 1975; MIRZA; DIPIETRO; KOH,
2009).
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Macroéfagos fornecem uma fonte continua de citocinas pro-inflamatorias
importantes para o estimulo de fibroblastos e proliferacdo de ceratindcitos
(WERNER; GROSE, 2003). O resultado da fagocitose ativa pode ser o estimulo
da secre¢do de citocinas (DIPIETRO, 1995).

Cohen, Danon e Roth (1987) estudaram o processo de reparo cutaneo
em camundongos relacionando-o com a idade e a fun¢do dos macréfagos. Em
camundongos jovens, a cicatrizagdo da ferida foi mais répida que em
camundongos maduros ou senis. Nado houve diferenca significativa na
comparagdo entre camundongos maduros e senis. Adicionalmente, os
camundongos jovens, ap6s a administracdo local de soro anti-macrofago,
apresentaram um retardo no processo de cicatrizagdo de feridas ao compara-lo
com camundongos senis, sugerindo que a funcionalidade dos macréfagos
também tem um importante papel no processo de reparo.

Seguindo a mesma linha de pesquisa, Danon, Kowatch e Roth (1989)
aplicaram inje¢Oes intraperitoneais de macréfagos em camundongos e
observaram que o processo de cicatrizagdo de feridas foi acelerado,
especialmente quando estas células eram obtidas de animais jovens. Assim,
concluiram que deficiéncias na fung¢do macrofagica de individuos senis
poderiam prejudicar o processo de reparo tecidual e, além disso, sugeriram os
macrofagos como uma possibilidade terapéutica nos processos de reparo.

Estudos sugerem que a cicatrizacdo normal de feridas pode ocorrer na
auséncia de polimorfonucleares e outros leucocitos, mas os monocitos precisam
obrigatoriamente estar presentes para que o reparo ocorra normalmente

(STADELMANN; DIGENIS; TOBIN, 1998).
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2.3 Laserterapia de Baixa Poténcia

O conceito da utilizagdo da luz para propositos terapéuticos,
denominado fototerapia, tem origem nas crengas de que o sol e outras fontes de
luz, como as luzes infravermelha e ultravioleta apresentam beneficios
terapéuticos (LEVINE et al., 2008).

O primeiro feixe de luz de laser ' foi produzido em 1960 & base de
Cristal Ruby, por Theodore Maiman, com comprimento de onda () de 694nm
(MIKAIL; PEDRO, 2006). Desde entdo, varios aparelhos de laser, baseados no
protétipo original, encontraram aplicagdes diversas, desde simples leitores de
codigos de barras até dispositivos militares (KITCHEN; BAZIN, 1998). A partir
de 1970, as pesquisas se intensificaram, possibilitando a utilizagdo de outras
substancias radioativas e a fabricacdo dos aparelhos de laser (BAXTER, 1994).

O laser representa um dispositivo constituido por substancias de origem
solida, liquida ou gasosa que produzem um feixe de luz, quando excitadas por
uma fonte de energia (SILVA et al., 2010).

Durante os anos de 1960 e 1970, os lasers foram considerados
destrutivos, todavia, na atualidade foram reconhecidos como lasers de alta
poténcia ou cirurgicos, com propriedades fototérmicas e abrasivas, usados
rotineiramente para cortar e destruir tecidos (WHINFIELD; AITKENHEAD,
2009).

Em seguida, foram reconhecidas as propriedades terapéuticas da relativa
baixa poténcia pela irradiagcdo de lasers atérmicos, sendo estes referidos como

lasers terapéuticos (WHINFIELD; AITKENHEAD, 2009), de baixa poténcia,

' A palavra “laser” é um acrémio para o termo em inglés “Light Amplification by
Stimulated Emission of Radiation”, com tradu¢do em portugués de Luz Amplificada
pela Emissdo Estimulada da Radiagdo (TUNER; HODE, 2010; WHINFIELD:;
AITKENHEAD, 2009).
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apresentando propriedades analgésicas, anti-inflamatoérias e de bioestimulagdo
(SILVA etal., 2010).

Incluem-se nesta ltima categoria, basicamente dois tipos de lasers, o
hélio-nednio (He-Ne), com comprimento de onda de 633nm, ou seja, na faixa de
luz visivel (luz vermelha) e lasers diodo, como o Arseneto de galio e aluminio
(GaAlAs), Arseneto de galio (GaAs) e o Fosfato de arsénio indio galio
(InGaAlP), cujos comprimentos de onda variam entre 633 e 904 nm
(KREISLER et al., 2003; TUNER; HODE, 2010).

Os lasers podem ser continuos ou pulsateis. Sua poténcia é expressa em
watts (W), variando de deciwatts a megawatts e a energia medida em joules por
centimetro quadrado (J/cm?), sendo igual a poténcia multiplicada pelo tempo de
aplica¢do (DALLAN; OLIVEIRA, 2000).

O mecanismo de acdo do laser de baixa poténcia ainda ndo foi
compreendido e os resultados de diversos estudos sdo controversos, pois ndo se
consideram parametros como comprimento de onda, dose e intensidade
(IYOMASA et al., 2009). Todavia, esta terapia tem sido aplicada com sucesso
na prética clinica (ARAUJO et al., 2007).

As alteragdes biologicas produzidas pelo laser de baixa poténcia ndo
ocorrem por estimulo térmico (BABAPOUR; GLASSBERG; LASK, 1995).
Uma das hipéteses ¢ que o mecanismo de bioestimulagao celular pelo laser pode
ocorrer em nivel mitocondrial (PASTORE; GRECO; PASSARELLA, 2000),
onde se encontra a maioria dos cromoforos (SALET; PASSARELLA;
QUAGLIARIELLO, 1987).

O processo de fotoestimulacdo ocorre quando a luz irradiada no tecido €
absorvida por cromoforos especificos, sendo convertida em energia metabolica,
0 que ativa a cadeia respiratoria, alterando o metabolismo ¢ promovendo

transdugdo de sinais em outras partes da célula e interferéncia em processos
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oxidativos (HILLENKAMP, 1989; HU et al., 2007, KARU, 1996; KARU;
ANDREICHUCK; RYABYKH, 1993).

A ativagdo do transporte de elétrons na cadeia respiratdria resulta em
aumento no potencial elétrico, por meio da membrana mitocondrial, um aumento
no pool de adenosina trifosfato (ATP) e, finalmente, na ativagido da sintese de
acido nucleico (YU et al., 1997).

O principal efeito bioldgico do laser de baixa poténcia ¢ a ativacio da
produgdo e as alteragdes no comportamento bioquimico das moléculas de ATP,
importantes na biologia porque representam o estoque quimico de energia
(AMAT et al., 2004; PARKER, 2007).

As respostas fotobiologicas resultam de mudangas fotoquimicas e/ou
fotofisicas produzidas pela absor¢do de radiagdo eletromagnética ndo-ionizante
(SMITH, 1991). A luz do laser He-Ne pode causar alteracdes celulares
fisiologicas e pode ter efeitos fotobiomodulatérios na proliferacao celular (HU et
al., 2007).

Recentemente, houve um aumento de interesse no uso da irradiacdo do
laser de baixa poténcia vermelho e infravermelho para acelerar cicatrizagdo de
feridas e regeneragio tecidual (ARAUJO et al., 2007).

Experimentos t€ém demonstrado a eficacia da fototerapia pelo laser em
acelerar o reparo de tecidos como a pele (MEDRADO et al., 2003; PINHEIRO
et al.,, 2006; REDDY; STEHNO-BITTEL; ENWEMEKA, 2001; REIS et al.,
2008; RIBEIRO et al., 2004), musculos (BIBIKOVA; ORON, 1994; [YOMASA
et al., 2009; WEISS; ORON, 1992), tenddes (RAISER et al., 2003; REDDY;
STEHNO-BITTEL; ENWEMEKA, 1998; SCHMITT et al., 1993; WANDERER
et al., 1994), ligamentos (FUNG et al., 2003), cartilagem e ossos (AKAI et al.,
1997; TRELLES; MAYAYO, 1987). Adicionalmente, ha estudos confirmando a
melhora da regeneracdo nervosa com o uso do laser de baixa poténcia (BAE et

al., 2004; SHAMIR et al., 2001).
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Estudos demonstram que a irradiacdo pelo laser de baixa poténcia pode
promover proliferacdo celular, sintese de coldgeno e producdo de fatores de
crescimento pelas células (SOMMER et al., 2001).

Yamamoto et al. (1996) realizaram um estudo com fibroblastos humanos
e descreveu que o laser de baixa poténcia estimula a proliferacdo fibroblastica e
sintese de coldgeno por meio de mecanismos como alteragdes bioquimicas nas
propriedades enzimaticas e um concomitante aumento da atividade celular pelo
estimulo da sintese de ATP.

Iyomasa et al. (2009) utilizaram o laser vermelho e concluiram que a
terapia contribuiu para o reparo muscular em gerbil, por meio da ativacdo de
fibroblastos, macrofagos, células capilares endoteliais e fibras musculares.

Em estudo comparativo entre os efeitos do laser e do ultrassom
terapéutico em cicatrizagdo de tenddo calcanear comum de ratos da linhagem
Swiss, Demir et al. (2004) observaram que houve aceleragio da cicatrizagdo com
o primeiro método e auséncia de eficacia na associacao dos métodos utilizados.

Reddy, Stehno-Bittel e Enwemeka (1998) descreveram um acréscimo de
26% na concentragdo de colageno em tenddes de coelhos tratados com laser
terapéutico em comparacdo ao grupo controle, quando aplicado diariamente apos
tenotomia e reparo cirurgico. O aumento da concentracdo de colageno e a
liberacdo de fatores de crescimento dos fibroblastos foram correlacionados com
uma melhora na cicatrizagdo tendinea.

Pacientes humanos com tendinite que utilizaram o laser de baixa
poténcia apresentaram redug¢do da inflamacdo e dor (BJORDAL; LOPES-
MARTINS; IVERSEN, 2006). Em caes, Schmitt et al. (1993) verificaram que
tenddes calcaneos de cdes irradiados com Laser AsGa apresentaram melhor
vascularizagdo, menos aderéncia e cicatrizacdo com melhor aparéncia estética.

Wanderer et al. (1994) descreveram que esses mesmos tenddes irradiados
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apresentavam fibroblastos com alta sintese proteica e fibras colagenas mais
organizadas na matriz extracelular.

Ribeiro et al. (2004) demonstraram que a irradiagdo do laser vermelho
em peles com lesdo por queimaduras acelerou a reepitelizagdo promovendo um
fechamento mais rapido da ferida.

Hopkins et al. (2004) utilizaram a laserterapia na cicatrizagdo de feridas
superficiais em pacientes humanos, revelando um aumento da contragdo da
ferida com aceleracdo de sua cicatrizagdo. Adicionalmente, foi detectada a
facilitagdo da cicatrizagdo de outras feridas no membro que ndo havia sido
irradiado diretamente por laser, sugerindo um efeito indireto de seus beneficios
em tecidos adjacentes.

Reddy, Stehno-Bittel ¢ Enwemeka (2001) utilizaram o laser, durante
cinco dias por semana, durante aproximadamente trés semanas, em feridas
cirargicas induzidas na pele de ratos diabéticos. Nesse estudo, o laser acelerou o
processo de reparo tecidual, sendo evidente o incremento a sintese de colageno.

Em trabalho in vitro, com cultura de celular humana, foi demonstrado
que o laser vermelho aumentou a migragdo de ceratinocitos epidérmicos e
proliferacdo e granulagdo tecidual, por estimular a expressdao de IL-la e IL-8
promovendo uma reepitelizagdo mais rapida (YU et al., 1996).

Aratjo et al. (2007) descreveram que a radiagdo pelo laser vermelho
acelerou a cicatrizacdo de feridas pelo estimulo de atividades biologicas e
diferenciagdo de fibroblastos e por reduzir o processo inflamatdrio.

O mecanismo dos efeitos imunomodulatérios induzidos pelo laser de
baixa poténcia in vivo ainda ndo esta compreendido, todavia, alguns estudos
forneceram evidéncias das atividades imunomodulatorias desta fototerapia
(ARAUJO et al., 2007; DUBE; BANSAL; GUPTA, 2003; KIPSHIDZE et al.,
2001; NOVOSELOVA et al., 2006; SHIROTO et al., 1989; ZHENG et al.,
1992).
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Young, Dyson e Bolton (1990) sugerem que alguns destes efeitos
positivos podem ser atribuidos ao aumento da permeabilidade das membranas
celulares aos ions de célcio.

Araujo et al. (2007) sugeriram que a irradiagdo pelo laser inibe a
resposta inflamatoria, pois observaram um precoce desaparecimento dos
neutrofilos e necrose no primeiro dia de lesdo e um menor nimero de
macrdfagos e discreto edema dias mais tarde.

Kipshidze et al. (2001) descreveram um incremento na producdo de
fator de crescimento endotelial vascular e promog¢do de crescimento de células
endoteliais in vitro por agdo do laser vermelho.

Novoselova et al. (2006) observaram que a produgdo de IL-2 aumentou
significativamente e houve acumulo dessa citocina no plasma sanguineo 24
horas apds uma unica aplicacao do laser. Adicionalmente, os autores estudaram
que o principal marcador de estresse, a proteina Hsp70 (proteina de choque
térmico), € expressa com apenas uma unica irradiagdo do laser vermelho na
superficie da pele de camundongos, indicando sua alta sensibilidade ao laser de
baixa poténcia.

Para entender os efeitos celulares do laser de baixa poténcia, diversos
estudos tém sido desenvolvidos em células imunocompetentes, tais quais
linfocitos e macrofagos (BERKI; NEMETH; HEGEDUS, 1988; DUBE;
BANSAL; GUPTA, 2003; FUNK; KRUSE; KIRCHNER, 1993; KLEBANOV
et al., 1998; LUZA; HUBACEK, 1996; YOUNG et al., 1989; ZHENG et al.,
1992).

Estudos com linfécitos demonstraram que a irradiagdo com laser He-Ne
promove incremento na secrecio de imunoglobulinas (BERKI; NEMETH;
HEGEDUS, 1988), producdo de citocinas (FUNK; KRUSE; KIRCHNER,
1993), atividade fagocitica (LUZA; HUBACEK, 1996) e priming de leucécitos
(KLEBANOV et al., 1998). Todavia, Novoselova et al. (2006) descreveram que
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a producdo de TNF-f pelos infocitos T ndo apresentou diferenga significativa
entre animais irradiados com laser e ndo irradiados.

O mecanismo dos efeitos produzidos pela luz vermelha nos macrofagos
nao ¢ claramente compreendido (DUBE; BANSAL; GUPTA, 2003). Todavia,
diversos estudos in vitro (ZHENG et al., 1992) e in vivo (ARAUJO et al., 2007;
DUBE; BANSAL; GUPTA, 2003; NOVOSELOVA et al., 2006; ZHENG et al.,
1992) demonstraram que a laserterapia de baixa poténcia tem efeito positivo no
estimulo da atividade de macrofagos.

A irradiagdo pelo laser vermelho He-Ne tem a capacidade de promover
estimulo a atividade macrofigica e aumentar a atividade fagocitica (BERKI;
NEMETH; HEGEDUS, 1988; DUBE; BANSAL; GUPTA, 2003; ZHENG et al.,
1992). Nesses estudos, foram encontrados aumento da atividade dos marcadores
de estimulacdo de macréfago, como catepsina (DUBE; BANSAL; GUPTA,
2003), quantidade de lisozima (DUBE; BANSAL; GUPTA, 2003; ZHENG et
al., 1992) e atividade da fosfatase 4cida na lisozima (ZHENG et al., 1992).
Lisozima e catepsina sdo enzimas que regulam os mecanismos celulares
citotoxicos (BERKI; NEMETH; HEGEDUS, 1988; ZHENG et al., 1992).

Trabalhos in vitro demonstraram que macréfagos irradiados com laser
produzem fatores de crescimento capazes de modular a proliferagdo fibroblastica
(RAJARATNAM; BOLTON; DYSON, 1994; YOUNG et al., 1989).

Young et al. (1989) também descreveram a agdo do laser vermelho no
estimulo a producdo de fatores de crescimento pelos macrofagos. Em
contrapartida, nos estudos de Novoselova et al. (2006) houve inibicdo da
producdo de TNF-a pelos macréfagos peritoneais, assim como a producao de
oxido nitrico pelos macrofagos também nao apresentou diferenga significativa
entre os animais tratados pelo laser e os que ndo receberam esta terapia.

Novoselova et al. (2006) estudaram que as exposi¢des excessivas ao

laser diminuiram a quantidade de Hsp70, demonstrando deplecdo da resposta
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celular adaptiva sobre influéncia de doses cumulativas. Efeitos similares foram
observados na produgdo de oxido nitrico e IL-2. Ao observarem que a
irradiagdo, durante um periodo de 30 dias induziu a forte imunodepressdo,
acompanhada pela reducdo na concentragdo de citocinas plasmaticas e na
habilidade dos macrofagos, em produzir 6xido nitrico, os autores sugeriram que
o laser de baixa poténcia deve ser sempre usado com cautela, pois pode ser um
eficiente modulador, indicado como ferramenta ndo-invasiva na imunoterapia,
tanto quanto pode suprimir a resposta imune, quando seu uso for prolongado,

sendo entdo indicado apenas em patologias auto-imunes.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

O presente estudo foi conduzido atendendo aos principios éticos para
salvaguardar o bem-estar do animal e minimizar o desconforto, sendo aprovado
de acordo com protocolo n° 048/11 do Comité de Etica da Universidade Federal
de Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brasil (Anexo A).

Sessenta e quatro camundongos (Mus musculus), Swiss, pesando
aproximadamente 30g, com 10 semanas de idade foram adquiridos do Biotério
de Itatna (Anexo B) e submetidos aos procedimentos experimentais no Biotério
da Universidade Federal de Lavras (UFLA/MG). Todos os animais foram
mantidos em gaiolas individuais, em sala com temperatura controlada de 25 +
3°C, ciclo dia: noite 12horas e receberam ragdo Nuvilab® e agua ad libitum.

Apds a adaptacdo de cinco dias, em dieta padrao preparada com base nas
recomendagdes da Association of Official Analytical Chemists - AOAC (1990),
os animais foram randomicamente distribuidos em oito grupos de oito animais,
onde quatro grupos foram submetidos a laserterapia de baixa poténcia e quatro

mantidos sem o tratamento, a saber:

a) Grupo-Controle um dia (GC1): avaliagdo da lesdo um dia apos,

com tratamento placebo;

b) Grupo-Laser um dia (GL1): avaliagdo da lesdo um dia apos, com

uma aplicagdo de laser;

¢) Grupo-Controle trés dias (GC3): avaliagdo da lesdo trés dias apods,

com tratamento placebo;

d) Grupo-Laser trés dias (GL3): avaliagdo da lesdo trés dias apds,

com trés aplicagdes de laser;
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e) Grupo-Controle sete dias (GC7): avaliagdo da lesdo sete dias apds,

com tratamento placebo;

f) Grupo-Laser sete dias (GL7): avaliagdo da lesdo sete dias apos,

com sete aplicacdes de laser;

g) Grupo-Controle 14 dias (GC14): avalia¢do da lesdo 14 dias apos,

com tratamento placebo;

h) Grupo-Laser 14 dias (GL14): avaliagdo da lesdo 14 dias apos, com

quatorze aplicagdes de laser.

3.2 Ferida cirargica

Inicialmente, os animais foram anestesiados com cetamina (Ketamina®,
Agener Uniio) e xilazina (Calmiun®, Agener Unido) na dose de 0,1ml para cada
100g de camundongo da mistura de 1ml de cetamina (50mg) e 1ml de xilazina a
2% (20mg), aplicadas por via intramuscular na face externa da coxa.

Apo6s indugdo anestésica, realizou-se tricotomia e assepsia com alcool
70°GL, na regido dorsal dos animais, em uma area de aproximadamente trés
cm’.

Na sequéncia, provocou-se uma ferida nesta regido com o uso de um
punch de quatro mm de didmetro. Os animais receberam analgesia com dipirona

(Analgex V®, Agener Unido) aplicada por via intramuscular na face externa da

coxa, em dose tnica de 50mg/Kg.

3.3 Laserterapia de Baixa Poténcia

Durante a terapéutica, os animais foram imobilizados com auxilio de um
dispositivo confeccionado em tubo Falcon®, constante de um tubo sem saida de

4,5cm de diametro e dotados de uma perfuragdo anterior para aeragdo ¢ de uma
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janela superior, onde permaneceu exposta a regido da lesdo (PEREIRA, 2001)
na qual a probe do laser foi posicionada de forma perpendicular e apoiada
diretamente sobre a ferida, protegida por papel filme (transparente) para evitar a
contamina¢do da mesma.

Nos animais dos GL, as lesdes foram irradiadas com laser terapéutico de
baixa poténcia pulsado, com comprimento de onda de 904nm, GaAs, poténcia de
pico 25W, duragio de pulso 200ns (modelo Physiolux Dual®, Bioset), densidade
de energia de 1J/cm? por 23 segundos. O equipamento foi calibrado e revisado
pelo fabricante antes do periodo experimental (ANEXO C).

Segundo Tunér e Hode (2010), para célculo da dose (D), expressa em

joules por centimetro quadrado (J/cm?), considera-se:

D=Pxt [Jem?].
A

em que, P = poténcia de saida do laser em watts; t = duragdo do
tratamento em segundos; A= area a ser tratada em cm?.

A irradiacdo foi realizada em tnica aplicacdo diaria, em horario e
condi¢cdes de umidade semelhantes. Nos animais dos GC, foi considerado
tratamento placebo a utilizacdo do equipamento, com a probe posicionada da

mesma maneira e pelo mesmo tempo, porém desligada.

3.4 Histopatologia das lesdes

Apés o periodo experimental, previamente estabelecido para cada grupo,
os animais foram submetidos a 12 horas de jejum e, em seguida, anestesiados e
eutanasiados por aprofundamento da anestesia geral, seguindo as diretrizes

relativas ao topico e padronizadas pela Associa¢do Brasileira de Bioterismo, de
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acordo com os procedimentos e principios éticos da resolugdo N° 714 do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria - CFMV (2002).

Posteriormente a eutanasia, fragmentos de pele da 4area da ferida
cirurgica foram coletados e fixados em formalina tamponada a 10%,
processados pelos métodos de rotina de inclusdo em parafina para realizacao de
cortes histologicos de trés pm.

Os cortes ¢ as etapas de preparacdo, coloracdes e analises das laminas
foram realizados no Laboratorio de Patologia Comparada da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte, MG, Brasil.

Os cortes foram submetidos a analise de microscopia optica de luz
convencional, apos as coloragdes hematoxilina-eosina (H.E.) para avaliacdo
histomorfométrica e Verhoeff para analise das fibras elasticas (PROPHET et al.,
1992), e em microscopia Optica em luz polarizada, apds coloragdo por picro-
sirius red para caracterizag@o do tipo de colageno (JUNQUEIRA; BIGNOLAS;
BRENTANI, 1979).

Para a avaliacdo microscopica, foram obtidas imagens digitais de
campos histologicos em aumento de 40x, a partir do software Spot Basic,
associado ao sistema de captura digital conectado ao microscopio Olympus
BX40, sendo analisados cinco campos histolégicos para avaliagdo
histomorfométrica, trés campos para avaliagdo de fibras colagenas e trés campos
para avaliagdo de fibras elasticas.

A avaliagdo histomorfométrica foi realizada em todos os grupos e
determinada a partir do percentual de areas de inflamagdo, necrose, edema e
tecido normal com o auxilio de uma graticula com 100 pontos obtidas no
software Corel Draw 11, semelhante a usada por Silva et al. (2004). Para analise
das fibras colagenas no GC14 e GL14, a mesma graticula foi utilizada para

determinar as porcentagens de fibras vermelhas, que representam colageno
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imaturo e fibras verdes, que representam coldgeno maduro (FERREIRA et al.,
2003).

Adicionalmente, para a avaliacdo das fibras elédsticas no GC7, GL7,
GC14 e GL14, quantificou-se o numero de fibras por campo a partir do software

Corel Draw 11.

3.5 Imunoistoquimica

A técnica de imunoistoquimica foi realizada no Laboratério de Patologia
Comparada da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte,
MG, Brasil.

O indice de macrofagos tecidual foi avaliado por imunoistoquimica
utilizando marcador de macréfagos Anti-CD68 — Clone KP1 (Zymed). Foi
realizada a técnica de reagdo biotina-peroxidase com identificacdo a partir de
anticorpo secundario polimerizado (ADVANCE HRP - ready to use —
DakoCytomation).

A recuperagdo antigénica foi realizada, usando-se solugdo de pepsina a
0,04% incubada a 37°C durante 30 minutos. Para realizagdo de bloqueio da
peroxidase enddgena, as laminas foram incubadas em solucdo de H,0, 3% em
alcool metilico. Os reagentes foram aplicados pela técnica manual, sendo o
tempo de incubagdo em camera umida do anticorpo primario na concentragdao
1:50 de uma hora e os demais reagentes de 30 minutos, com exce¢do do
cromégeno DAB (DAB substrate system, Dakocytomation), de cinco minutos.
Como controles positivos foram usadas amostras de glandula mamaria de cadela
previamente testadas e os controles negativos foram obtidos por substitui¢do do
anticorpo primario pelo soro normal.

Foram considerados macrofagos as células com positividade

citoplasmatica evidente para o anticorpo CD68.
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Para a avaliagdo microscopica de todos os grupos, foram obtidas
imagens digitais dos campos histologicos a partir do software Spot Basic,
associado ao sistema de captura digital conectado ao microscopio Olympus
BX40, sendo analisados cinco campos histolégicos em aumento de 40x para

quantifica¢do de macréfagos/campo.

3.6 Analise estatistica

Inicialmente, para cada parametro avaliado foi calculada a média dos
valores = desvios padrio (DP). Os GC e GL foram comparados, usando-se o
teste T ndo-pareado analisados pelo software Graphpad Instat 3.0 for Windows.

Nos casos de comparagdes multiplas entre os grupos, utilizou-se a
analise de varidncia (ANOVA) seguida do Teste de Tukey.

Todos os valores foram apresentados com desvio padrao e considerados

significantes quando assumiram valores para p<0,05.
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4 RESULTADOS

Os animais mantiveram-se sauddveis e apresentaram caracteristicas de
cicatrizacdo sem evidéncias clinicas e/ou macroscdpicas de infecgao.

Macroscopicamente, nos animais dos grupos tratados e ndo tratados,
notou-se o fechamento completo da lesdo aproximadamente ao 10° dia. Neste
periodo, a maioria dos animais do grupo controle apresentava inicio de
crescimento de pelos, enquanto os animais do grupo laser apresentavam pelos
recobrindo quase toda a area da ferida. No 11° dia, a area das lesdes dos animais
do grupo laser estava completamente recoberta por pelos, diferente do grupo

controle (APENDICE D).

4.1 Histomorformetria

Nos grupos de animais com um dia de les@o, observou-se a destruigcio
tecidual com infiltrado inflamatdrio polimorfonuclear intenso e mononuclear
moderado (Figura 1A; Figura 1B). A inflamagdo foi mais acentuada no GC e a
diferen¢a entre as médias do GC 1 e o GL1 (Grafico 1) foi considerada
significante estatisticamente (Tabelal). A fibrina, quando presente, estava
concentrada na superficie da lesdo com coloracao fortemente eosinofilica.

O estroma do tecido conjuntivo apresentava pequenas fibrilas esparsas e
desorganizadas, entremeadas por edema severo distribuido por toda area da
lesdo (Figura 1A). Células necroticas com nucleos pindcticos estavam dispersas
na area de inflamacdo. As médias de areas de edema e necrose eram semelhantes
no GC1 e no GL1 (Gréfico 1).

Aos trés dias apos lesdo, observaram-se, ainda, sinais de inflamagao
aguda na derme, com infiltracdo intensa de polimorfonucleares e moderada de

mononucleares, com células integras e degeneradas (Figura 1C; Figura 1D). A
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inflamagdo apresentava-se discretamente maior no GL3, porém, sem diferenca
significativa do mesmo em relagdo ao GC3 (Tabela 1).

Observou-se epitélio em regeneracdo com migracdo de ceratindcitos,
rara angiogénese e hiperemia em ambos os grupos. Algumas lesdes ainda
possuiam fibrina depositada na superficie. O GL apresentava quantidade
moderada de fibroblastos e escassa de matriz extracelular, enquanto que o GC
demonstrava escassas quantidades destes componentes (Figura 1C; Figura 1D).
Neste periodo, ndo foram observadas diferencgas.

Sete dias apdés a lesdo, o infiltrado inflamatorio, constituido
principalmente de mononucleares, apresentava-se em intensa quantidade em
ambos os grupos controle ¢ laser (Figura 1E; Figura 1F), sendo maior no
primeiro, com diferenga estatisticamente significante (Tabela 1) entre as médias
(Grafico 1).

Notou-se presenga de tecido de granulagdo e o processo de
reepitelizacdo estava completo em ambos os grupos. No grupo laser, o epitélio
apresentava-se mais espesso na maioria das lesoes. Havia grande quantidade de
fibroblastos, fibrocitos subjacentes a epiderme e neovascularizagdo,
especialmente no GL. (Figura 1E; Figura 1F).

Aos 14 dias apds a lesdo, em ambos os grupos controle e tratado com
laser ndo se observava mais necrose e edema. A inflamacdo apresentava-se em
grau discreto, sendo menor no grupo laser com diferenca entre as médias
(Grafico 1) estatisticamente significante (Tabela 1). A reepitelizacdo estava
completa em ambos os grupos e nos animais do GL havia deposi¢do de estrato
cormneo. GC e GL demonstraram neoangiogénese, repilacdo, fibroblastos e
fibrocitos (Figura 1G; Figura 1H).

Na comparagdo evolutiva da inflamagdo nos grupos controles (GCl,
GC3, GC7 e GC14) houve diferenca estatistica extremamente significante

(Tabela 1), diferente do observado no grupo tratado (Grafico 2).
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Distribuicdo das médias pela avalia¢do histologica
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Grafico 1 Distribuicdo das médias da avaliagdo histologica dos animais dos
grupos controle e laser um, trés, sete ¢ 14 dias apos realizacdo da
ferida cirargica e institui¢ao do tratamento
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Grafico 2 Grafico de linhas com as médias de inflamagdo da avaliagdo
histologica dos animais dos grupos controle e laser um, trés, sete e 14
dias apds realizagdo da ferida cirrgica e institui¢do do tratamento



Tabela 1 Valores de p da andlise da inflamagdo para os grupos controle e laser
de um, trés, sete e 14 dias comparados pelo teste T ndo-pareado e
para os grupos comparados evolutivamente pelas médias de

inflamagdo pelo teste de Tukey

Valores de p — Inflamagéo

Inflamacéo

1 Dia p=0,0029*
3 Dias p=0,0630
7 Dias p=0,0378*
14 Dias p=0,0378*

1x3x7x14 Dias (GC)  p<0,0001
1x3x7x14 Dias (GL)  p=0,0530

Edema
p=0,8910
p=0,4249
p=0,7218

Necrose
p=0,7894
p=0,1841

Tecido Normal
p=0,1764
p=0,3271
p=0,0136*
p=0,0144*

*diferenca estatistica significante
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Figural Processo inflamatério e cicatricial na pele de camundongos apoés
laserterapia em um, trés, sete e 14 dias de tratamento (coloragdo H.E.
em aumento de 40x) (...continua...)
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Figura 1 Processo inflamatério e cicatricial na pele de camundongos apés

laserterapia em um, trés, sete e 14 dias de tratamento (coloragdo H.E.
em aumento de 40x)

Nota: A) Lesdo de um animal do GCl. Nota-se presenca de intenso infiltrado

inflamatorio por toda area da lesdo, areas de edema e necrose. B) Lesdo de um
animal do GL1. Presencga de intenso infiltrado inflamatorio por toda area da lesdo,
areas de edema e necrose mais discretas do que no GC. C) Lesdo de um animal
do GC3. Desorganizagao do colageno, presenca de intenso infiltrado inflamatorio
na derme, areas de edema e necrose. D) Lesdo de um animal do GL3. Maior
organizagdo do colageno, presenca de intenso infiltrado inflamatério na crosta e
na derme, minimas areas de edema e necrose. E) Lesdo de um animal do GC7.
Presenca de tecido de granulagdo e reepitelizagdo completa. Nota-se ainda
presenca de infiltrado inflamatério na derme, angiogénese, fibroblastos e
fibrocitos. Raras areas de edema e auséncia de necrose. F) Lesdo de um animal do
GL7. Presenca de tecido de granulagdo e reepitelizagdo completa com epiderme
espessa. Nota-se ainda presenca de infiltrado inflamatoério na derme, angiogénese
mais evidente, fibroblastos, fibrocitos e foliculo piloso. G) Lesdo de um animal
do GC14. Reepitelizagdo completa, presenca de pouco infiltrado inflamatorio na
derme, angiogénese, fibroblastos e fibrocitos e foliculo piloso. H) Lesdo de um
animal do GL14. Presenca de reepitelizagdo completa com deposi¢do de estrato
corneo, infiltrado inflamatério na derme, angiogénese, fibroblastos e fibrocitos.
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4.2 Analise de fibras elésticas e fibras colagenas

Nos animais tratados com laser, observou-se maior deposicao de fibras
elasticas aos sete dias apds lesdo quando comparados aos animais controle
(Figura 2), sendo essa diferenca entre as médias (Grafico 3) estatisticamente
significantes (Tabela 2).

Em relacdo aos grupos de 14 dias apds a lesdo, notou-se maior
deposi¢do de fibras elasticas no GL14 (Figura 2), entretanto na comparagio
entre as médias (Grafico 3) ndo existiu diferenca significante (Tabela 2).

A comparagdo evolutiva da formagao de fibras elasticas entre os grupos
controles (GC7 e GC14) demonstrou diferenga estatistica significante (Tabela
2), diferente da comparacdo para os grupos tratados com laser (GL7 e GL14),

nos quais nao existiu diferenca significativa (Tabela 2).
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Figura2 Identificacdo de fibras elasticas na pele de camundongos apoés

laserterapia em sete ¢ 14 dias de tratamento (coloracdo de Verhoeff
em aumento de 40x)

Nota: A) Lesdao de um animal do GC7. Nota-se menor expressdo de fibras elasticas. B)
Lesdo de um animal do GL7. H4 maior expressdo de fibras eldsticas a sua
presenca no tecido de granulagdo. C) Lesdo de um animal do GC14. Nota-se
reepitelizagdo com pouca expressao de fibras elasticas e presenga destas na area
da cicatriz. D) Lesdo de um animal do GL14. Nota-se uma maior expressdo de
fibras elasticas.
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Distribuicao média de fibras elasticas
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Grafico 3 Distribuicdo das médias de fibras elasticas dos animais dos grupos
controle e laser dos grupos sete e 14 dias apos realizagdo da ferida
cirurgica e instituicdo do tratamento

Tabela2 Valores de p da analise de fibras elasticas para os grupos controle e
laser de sete e 14 dias comparados pelo teste T ndo-pareado e para os
grupos comparados evolutivamente pelo teste de Tukey

Valores de p — Fibras elasticas

7 Dias p=0,006*

14 Dias P=0,53
7x14 Dias (GC) p=0,008*

7x14 Dias (GL) p=0,7308

*diferenca estatistica significante

Para analise de fibras colagenas, em ambos os grupos, essas fibras
tendiam a organizagdo, porém nos animais do GL14, essa organizacdo do
colageno era mais evidente (Figura 3).

Na avaliacdo de fibras colagenas, os animais controle demonstraram
uma quantidade discretamente menor de fibras vermelhas tal qual maior de

fibras verdes (Grafico 4), sem qualquer diferenga estatistica (Tabela 3).
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Figura 3 Identificacdo de fibras colagenas na pele de camundongos apds

Nota:

laserterapia em 14 dias de tratamento (coloragdo picro-sirius red em
aumento de 40x)

A) Lesdo de um animal do GC14. Nota-se uma menor expressdo de fibras
colagenas imaturas ¢ minima quantidade de fibras maduras no lado esquerdo da
figura, no qual se observa tecido normal. B) Lesdo de um animal do GL14. Ha
maior expressdo de fibras colagenas imaturas com tendéncia a organizagdo e
auséncia de fibras maduras (Coloragdo picro-sirius red; aumento de 40x).

B GCfibras vermelhas M GL fibras vermelhas GCfibras verdes M GLfibras verdes

Distribuicdo média de fibras colagenas

49,875
44,36842105

Grafico 4 Distribui¢do das médias de fibras coldgenas vermelhas e verdes dos

animais dos grupos controle e laser 14 dias apos realizag@o da ferida
cirurgica e instituicdo do tratamento
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Tabela3 Valores de p da andlise de fibras coldgenas para os grupos controle e
laser de 14 dias comparados pelo teste T ndo-pareado

Valores de p — Fibras colagenas
Fibras vermelhas Fibras verdes
14 Dias p=0,2714 p=0,4870

4.3 Andlise imunoistoquimica

Na avalia¢do imunoistoquimica, observou-se um menor indice médio de
macrofagos no GL1 quando comparado ao GC1 (Grafico 5), entretanto, ndo
houve diferenca estatisticamente significante (Tabela 4).

A média de macrofagos foi muito semelhante nas lesdes dos animais do
GC3 e GL3 (Grafico 5), ndo havendo diferenca estatisticamente significante
(Tabela 4).

Em relagdo aos grupos de sete dias apds a les@o, a média de macrofagos
foi discretamente maior no GC7 do que no GL7 (Grafico 5), todavia sem
diferenca significante (Tabela 4).

Aos 14 dias apds a lesdo, na avaliacdo imunoistoquimica, a média de
macrofagos foi maior no grupo de animais ndo submetidos ao tratamento
(GC14) (Grafico 5), porém essa diferenca ndo foi estatisticamente significante
(Tabela 4).

Realizando a comparagdo evolutiva da deposi¢cdo de macrofagos entre os
grupos controles (GC1, GC3, GC7 e GC14), ndo houve diferenca estatistica
significante (Tabela 4), porém notou-se um niimero maior de macréfagos no
primeiro dia apos a lesdo e sua reducdo gradual. Comparando evolutivamente os
grupos tratados com laser (GL1, GL3, GL7 e GL14), observou-se que os
macrofagos aparecem no primeiro dia no leito da lesdo, aumentam no terceiro
dia e reduzem apenas no sétimo e décimo quarto dias, sendo essa redugdo nao

significativa estatisticamente (Tabela 4).
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Distribuicao média de macréfagos
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Grafico 5 Distribui¢do média de macréfagos dos animais dos grupos controle e
laser um, trés, sete e 14 dias apds realizagdo da ferida cirrgica e
instituigdo do tratamento

Tabela 4 Valores de p da anédlise de macrofagos para os grupos controle e laser
de um, trés, sete e 14 dias comparados pelo teste T ndo-pareado ¢
para os grupos comparados evolutivamente pelo teste de Tukey

Valores de p — Macrofagos

1 Dia p=0.3996

3 Dias p=0.9490

7 Dias p= 0.4156

14 Dias p=0.5153
1x3x7x14 Dias (GC) p=0.0637

1x3x7x14 Dias (GL) p=0.6362
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Figura4 Identificacdo de macrofagos por imunoistoquimica na pele de
camundongos apés laserterapia em um, trés, sete e 14 dias de
tratamento (...continua...)



Figura4 Identificacdo de macrofagos por imunoistoquimica na pele de
camundongos apoés laserterapia em um, trés, sete e 14 dias de
tratamento

Nota: A) Lesdo de um animal do GC1. Nota-se a presen¢a de macrofagos indicados na
seta. B) Lesdo de um animal do GL1. Presenga de unico macrofago (seta). C)
Les@o de um animal do GC3. Nota-se a presenga de dois macrofagos indicados na
seta. D) Lesdo de um animal do GL3. Ha presenga de um macrofago (seta). E)
Les@o de um animal do GC7. Auséncia de macréfagos. F) Lesdo de um animal do
GL7. Observa-se auséncia de macrofagos. G) Lesdo de um animal do GC14. Nao
ha presenga de macrofago. H) Lesdo de um animal do GL14. Auséncia de
macréfagos.



55

5 DISCUSSAO

A eficacia da fototerapia pelo laser de baixa poténcia ja foi estudada no
reparo de tecidos moles, como pele (MEDRADO et al., 2003; PINHEIRO et al.,
2006; REDDY; STEHNO-BITTEL; ENWEMEKA, 2001; REIS et al., 2008;
RIBEIRO et al., 2004), musculos (BIBIKOVA; ORON, 1994; [YOMASA et al.,
2009; WEISS; ORON, 1992), tenddes (RAISER et al., 2003; REDDY;
STEHNO-BITTEL; ENWEMEKA, 1998; SCHMITT et al., 1993; WANDERER
et al.,, 1994), ligamentos (FUNG et al., 2003; KREISLER et al., 2003;
TAKAHASHI et al., 2002), nervos (BAE et al., 2004; BARBOSA et al., 2010;
SHAMIR et al., 2001), cartilagem e ossos (AKAI et al., 1997; TRELLES;
MAYAYO, 1987).

A densidade de energia de 1J/cm?, utilizada em nosso estudo, corrobora
com Tunér e Hode (2010) que relataram que a utilizagdo do laser terapéutico
GaAs a uma densidade de energia de 0,01 a 2J/cm? para tratamento de feridas e
dores superficiais ¢ mais eficaz. Eles descreveram que doses mais elevadas
podem exercer um efeito inibidor sobre o processo de cura.

Durante o processo de reparo tecidual, os estudos demonstram que a
terapia laser promove aumento da proliferacdo fibroblastica (GARAVELLO-
FREITAS et al., 2003; MEDRADO et al., 2003; NOVOSELOVA et al., 2006;
PARKER, 2007; POURZARANDIAN et al., 2005), maior expressdo de fibras
elasticas e colagenas (PUGLIESE et al.,, 2003) e promog¢do da angiogénese
(GARAVELLO; BARANAUSKAS; CRUZ-HOFLING, 2004).

O mecanismo dos efeitos no sistema imunoldgico induzidos pelo laser
de baixa poténcia in vivo ainda ndo estd compreendido, mas alguns estudos
forneceram evidéncias das atividades imunomodulatérias desta fototerapia

(ARAUJO et al., 2007; DUBE; BANSAL; GUPTA, 2003; KIPSHIDZE et al.,
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2001; NOVOSELOVA et al., 2006; SHIROTO et al., 1989; ZHENG et al.,
1992).

Hé poucos estudos em relacdo a agdo do laser sobre a presenca (bem
como uma analise quantitativa) de macréfagos in vivo (ARAUJO et al., 2007) e
sobre a sintese dos varios tipos de fibras contidas na matriz extracelular
(PUGLIESE et al., 2003). Adicionalmente, ha ainda a escassez de literatura
sobre a agdo desta fototerapia em células do sistema imunoldgico
correlacionadas a uma analise histologica completa.

Aratjo et al. (2007) descreveram que o processo de reepitelizagdo
ocorreu mais rapido em lesdes de pele de camundongos irradiados pelo laser
vermelho (A632,8nm), em dose tUnica de 1J/cm? Eles relataram que,
aparentemente, a radiagdo inibiu a resposta inflamatoria, observada pelo precoce
desaparecimento de neutr6filos. Medrado et al. (2003) também encontraram
menor reacdo inflamatoria, com diminuicdo do infiltrado inflamatorio, nos
animais do grupo laser (A670m), doses de 4J/cm? e 8 J/cm?, quando comparados
aos animais do grupo controle durante o primeiro dia apds a lesdo. Isso
corrobora com o observado no presente estudo, onde os animais avaliados com
um dia apo6s lesdo do grupo laser apresentavam reacdo inflamatdéria mais
discreta.

Os animais avaliados no 3° dia ap6s lesdo ndo aparentaram diferenca
significante em rela¢do ao processo inflamatério, porém nos animais do grupo
controle houve uma reacdo inflamatéria mais discreta do que os animais do
grupo laser, semelhante ao relatado por Mendez et al. (2004). Assim, os autores
concluiram que a laserterapia, utilizada em diversos protocolos diferentes,
promove melhor cicatrizagdo de feridas em ratos, caracterizada pelo precoce
inicio e resolu¢do da inflamacdo. Esse resultado conflita com Medrado et al.
(2003) que relataram diminuicdo do infiltrado inflamatério nos animais

irradiados pelo laser.
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No presente estudo, notou-se que as areas de edema foram discretamente
menores no grupo de animais tratados pelo laser o que corrobora com Medrado
et al. (2003) que, também, relatou resultado semelhante neste periodo pela
diminui¢do do edema nos animais irradiados pelo laser. As areas de necrose
foram mais intensas nos animais do grupo controle, de acordo com Araujo et al.
(2007) que descreveram que a radiagdo promoveu precoce desaparecimento da
necrose nos primeiros dias de lesao.

Os animais avaliados sete dias apos a lesdo demonstraram que no grupo
controle ainda havia um processo inflamatorio mais intenso que no grupo laser e
um discreto aumento de areas de edema, o que também ja foi observado em
outro estudo (ARAUJO et al., 2007). Ambos os grupos (GC7 e GL7) ndo
demonstraram mais necrose celular. No estudo de Pardo et al. (2006), os efeitos
de unica aplicagdo do laser infravermelho (A830nm) com densidade de energia
de 36J/cm? foram estudados sete dias apds realizagdo do retalho cutaneo
isquémico em ratos e houve significante reducdo da necrose das lesdes
irradiadas.

No grupo de 14 dias apés lesdo, notou-se inflamagdo discreta, mais
evidente nos animais do grupo controle. Todavia, neste periodo, a cicatrizagdo
estava completa, formada pela nova epiderme, com crescimento de pelos em
todos os animais, o que também foi descrito por outros autores (ARAUJO et al.,
2007; MEDRADO et al., 2003).

Pugliese et al. (2003) descreveram uma expressdo similar das fibras
elasticas ao 7° ¢ 14° dias nos animais do grupo controle e grupo tratado com
dose unica de laser GaAlAs (A670nm) em lesdes experimentais no dorso de ratos
Wistar, nas fluéncia de 4J/cm? e 8J/cm?. Esses resultados diferem parcialmente
dos encontrados no presente estudo, pois foi observada diferenca

estatisticamente significante nos animais dos grupos de sete dias, com

quantidade acentuada de fibras no grupo laser. Todavia, aos 14 dias,
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ambos o0s grupos apresentavam valores de média semelhantes
estatisticamente. Assim sendo, o laser pode auxiliar no processo de
formacao precoce de fibras elasticas. Embora ndo existam dados na literatura
que indiquem uma possivel acao bioestimulante do laser sobre as fibras elasticas
nestes periodos, uma vez que a sintese das fibras elasticas ¢ um evento que
ocorre cronologicamente mais tarde em comparagdo com as fibras de colageno,
seria possivel encontrar diferencas mais acentuadas entre os grupos se o periodo
estudado fosse prorrogado para 21 a 30 dias (PUGLIESE et al., 2003).

Pugliese et al. (2003) concluiram que a terapia a laser de baixa poténcia
parece aumentar a expressao e organizagao de fibras colagenas em lesdes de pele
de ratos, apesar de ndo ter sido encontrada diferenca significante
estatisticamente entre os grupos controle e tratado com laser. Para Araujo et al.
(2007), a irradiagdo pelo laser aparenta ter um efeito na organizagdo das fibrilas
de colageno no compartimento extracelular e os efeitos benéficos desta terapia
foram particularmente distinguiveis nos dias oito e 15 ap6s lesdo. Mendez et al.
(2004) também relataram uma maior deposi¢do de colageno nos animais que
receberam laserterapia. Todos esses resultados corroboram com o do presente
estudo, pois embora ndo tenha ocorrido diferenga estatistica significante,
observou-se maior expressao das fibras coldgenas, com maior tendéncia a
organizagdo no grupo de animais que receberam a terapia a laser 14 dias apods a
lesdo experimental e a institui¢do do tratamento.

O aumento na expressdo e organizagdo das fibras coldgenas e elésticas
pode ocorrer, segundo Novoselova et al. (2006), em virtude do notavel efeito da
irradiacdo do laser na biologia dos fibroblastos. Os autores demonstraram que
aos oito dias ap6s a lesdo, os fibroblastos das lesoes irradiadas possuiam sinais
de alta sintese de proteinas e secre¢do, além de muitos fagossomos contendo
colageno, indicando compromisso com a degradacdo da matriz extracelular

danificada. A fagocitose das fibras colagenas foi claramente notada nas lesdes
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irradiadas. Outro estudo demonstrou que as dermes das feridas irradiadas
continham fibroblastos grandes e ativados, assim como maior numero de
miofibroblastos. Adicionalmente, observaram que os fibroblastos dos animais
irradiados demonstraram um alto nimero de fagossomos contidos no colageno
quando comparados com os fibroblastos dos animais ndo irradiados (ARAUJO
et al., 2007).

O laser de baixa poténcia modula a fungdo de células imunoldgicas in
vitro NOVOSELOVA et al., 2006). Araujo et al. (2007) sugeriram que, como a
irradiacdo pelo laser inibe a resposta inflamatoria, ocorre precoce diminui¢do do
niumero de macrofagos. Isso corrobora parcialmente com o presente estudo.
Neste, ndo houve diferenca significante no nimero de macréfagos quando
comparados os animais do grupo controle com o grupo laser em cada periodo de
avaliacdo. Todavia, observou-se no grupo controle um nimero maior de
macrofagos no primeiro dia apos a lesdao e sua redugdo gradual. Estatisticamente
o valor de p estava muito préximo de demonstrar diferenca significativa. J4 na
comparagdo evolutiva dos grupos tratados com laser, notou-se que os
macrofagos aparecem no primeiro dia no leito da lesdo, aumentam no terceiro
dia e reduzem apenas no sétimo e décimo quarto dias, sendo essa redugdo nio
significativa estatisticamente.

No presente estudo foi evidente o menor numero de macrofagos nos
grupos tratados pela laserterapia em todos os periodos avaliados. Estudos
demonstram que o laser terapéutico de baixa poténcia promove estimulo a
atividade macrofagica e aumento da atividade fagocitica (BERKI; NEMETH;
HEGEDUS, 1988; DUBE; BANSAL; GUPTA, 2003; ZHENG et al., 1992).
Nesses estudos, foram encontrados aumento da atividade dos marcadores de
estimulacdo de macréfago, como catepsina (DUBE; BANSAL; GUPTA, 2003),
quantidade de lisozima (DUBE; BANSAL; GUPTA, 2003; ZHENG et al., 1992)

e atividade da fosfatase acida na lisozima (ZHENG et al., 1992). Lisozima e
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catepsina sdo enzimas que regulam os mecanismos celulares citotoxicos
(BERKI; NEMETH; HEGEDUS, 1988; ZHENG et al., 1992). Outros trabalhos
in vitro demonstraram que macrofagos irradiados com laser produzem fatores de
crescimento capazes de modular a proliferacao fibroblastica (RAJARATNAM,;
BOLTON; DYSON, 1994; YOUNG et al., 1989). Assim, a quantidade de
macrdéfagos pode ser menos importante que a funcionalidade destas células

durante o processo de reparo tecidual.
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6 CONCLUSAO

Os resultados encontrados permitem concluir que o laser terapéutico de
baixa poténcia A = 904nm, nas especificagdes do equipamento utilizado,
densidade de energia de 1J/cm?, conforme o protocolo deste estudo, modifica a
infiltracdo de macréfagos, durante o processo de reparo, o que pode estar
relacionado com a diminui¢do progressiva da resposta inflamatoria e
antecipagdo do periodo de formacdo de fibras elasticas, demonstrando-se

eficiente na antecipacdo do processo de cicatrizagdo cutdnea de camundongos.
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APENDICES

APENDICE A - Foto da vista dorso-ventral da regifo da tricotomia e da
localizacéo da leséo feita com punch quatro mm
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APENDICE B - Foto do contensor de camundongo para aplicacéo do laser
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APENDICE C - Fotos demonstrando o posicionamento da probe do laser

sobre a ferida
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APENDICE D - Fotos demonstrando a aparéncia macroscopica das lesbes

ao 11° dia no grupo controle e laser, respectivamente
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APENDICE E - Foto demonstrando a graticula de 100 pontos utilizada nas

coloracgdes por H.E. e Picro-sirius red
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APENDICE F - Foto demonstrando o uso da graticula de 100 pontos

utilizada na coloracao por H.E. Avaliam-se os pontos de interseccdo da
graticula

Normal (N)
Inflamac&o(l)
Edema (E)
Necrose (NE)
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ANEXOS

ANEXO A - Documento de aprovacdo do Comité de Etica

I UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS
lrm i PRO-REITORIA DE PESQUISA
e TR BT A COMISSAQ DE ETICA NO USOQ DE ANIMAIS
Cx.P.3037 - Lavras — MG — 37200.000 — (35) 3820-5182 cha@nintec.ufla.br
CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 048/11, relativo ao projeto intitulado
“Avaliagdo Histolégica A iada a Identificagdo de M. fagos no Pr de

Reparo de Feridas Induzid Experi ite em Camundongos Tr

Pela Laserterapia de Baixa Poténcia (A904nm)”, que tem como responsavel
Amanda Lemos Marques, estd de acordo com os Principios Eticos da
Experimentagdo Animal, adotados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (Comisstes Permanentes/PRP-Ufla), tendo sido aprovado na
reunido de 27/10/2011.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 048/11, related to the project entitied
“Histological A 1t Associated Macrophage Identification Process in
Wound Repair Experimentally Induced in Mice Treated by Low Level Laser
Therapy (A304nm).", under the supervision of Amanda Lemos Marques, is in

agreement with the Ethics Principles in Animal Experimentation, adopted by the
Bioethic Committee in Utilization of Animals (Comissdes
Permanentes/PRP-Ufla), and was approved in October 27, 2011.

Lavras, 27 de outubro de 2011.
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Presidente em exercicio da/Comifssin e Eticl na Wio-de Animais CEUA

Universidade Fedaral de Lavras
Pré-Riitoria do Pesquiaa (Comisstes Permanenios
Campus Universiticio -

Calxn Poslal 3037 { CEP 37200 000 - Lavras, MG - Brasd
Tol.: +55 (35) 3020 5182
chnnintocufia e - waw p.ufln br
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 048/11, relativo ao projeto intitulado
“Avaliacdo Histolégica Associada a Identificagio de Macréfagos no Processo de
Reparo de Feridas Induzidas Experimentalmente em Camundongos Tratados
Pela Laserterapia de Baixa Poténcia (A904nm)”, que tem como responsavel
Amanda Lemos Marques, estd de acordo com os Principios Eticos da
Experimentacdo Animal, adotados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (ComissGes Permanentes/PRP-Ufla), tendo sido aprovado na
reunido de 27/10/2011.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 048/11, related to the project entitled
“Histological Assessment Associated Macrophage Identification Process in
Wound Repair Experimentally Induced in Mice Treated by Low Level Laser
Therapy (A904nm).", under the supervision of Amanda Lemos Marques, is in
agreement with the Ethics Principles in Animal Experimentation, adopted by the
Bioethic Committee in Utilization of Animals (Comissdes
Permanentes/PRP-Ufla), and was approved in October 27, 2011.

Lavras, 27 de outubro de 2011.
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Universidade Federal de Lavras
Pré-Relloria de Pesquisa /Comissdes Permanentes.
Campus Unhversitrio -
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ANEXO B - Nota fiscal referente a compra dos animais do Biotério de
Itadna

BIOTERIO ITAUNA LTDA. R Dl
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ANEXO C - Documento de comprovacéo da calibracdo do Laser de Baixa
Poténcia (Bioset®)
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ANEXO D - Protocolo para coloragédo por hematoxilina-eosina (HE) do
Laboratério de Patologia do Departamento de MedicinaVeterinaria (DMV)
da Universidade Federal de Lavras (UFLA)

v Desparafinizagéo:

XALOL et 15minutos
XALOL TT. e e e 15minutos

v' Hidratacéo:

AICOOL 100%0......eeeeeeveeeeee e 2minutos
AICOOL 100%0......eveeeeveeeeee e 2minutos
ALCOOL T00%0...veveerverervioreieseeiereseesesessees s sssse s esssenas 2minutos
ATCOOI O0Y0......veveeeeeeeeeeee e mergulhar
ALCOOL 80%b.....oveeeeeeeeeeeeeeeee e mergulhar
ATICOOL 7O mergulhar
AGUA COTTENLE. ... Sminutos

v Coloragéo:

HematoXilina.........cccveecuieeiieeiie et 2minutos30”
AGUA COITENLC. ... Sminutos
BOSINA. ...ttt ettt et et e e snbeerae e Iminuto
AQUA COTTENLE. ... lavar

v Desidratacao:

ATCOOL 7O mergulhar
ATCOOL 80Y6.....eveveeeeeeeeeeeee e mergulhar
ALCOOL 90%b......ooeeeeeeeeeeeeeeee e mergulhar
ALCOOL 100%......ocvoveeeeeeeeeeeee e mergulhar
AICOOL 100%0......eveoeeeeee e mergulhar
DG 10 B PSRRI Iminuto
DG 10 1 L E RS RUURUUP SRR Iminuto

v' Montagem da lamina

Gota de Enthelan® e colar laminula, retirando bolhas de ar.
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ANEXO E - Protocolo para coloragdo por picro-sirius red do Laboratério
de Patologia Comparada (LPC) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)

v Desparafinizagéo:

XALOT et 20minutos
XALOL T e 20minutos

v" Hidratacéo:

ALCOOL 100t e et r et s e s s seenas Sminutos
ALCOOT Q00 ettt e s eeenas Sminutos
ALCOOL 0%ttt e s seenas Sminutos
ALCOOL 70Uttt e s e Sminutos
Agua 1070 5 (<3 81N Sminutos

v Coloragéo:

Solugdo de PICro-SIriUS FeU........cecvveiericiicrierieeiei et lhora
Obs.: Cobrir os cortes com a solugdo em suporte horizontal.

* Solucgdo de picro-sirius red:

= PiCTO-SITIUS. ..eotvtieiieeiie et 0,1g
- Solugdo de acido picrico saturada....................... 100mL
*Solugado de acido picrico saturada:
- Acido picrico.......ocovvvrvrenennn. 1,3g
- Agua destilada..............cccooon...... 100mL
Escorrer e Gotejar HCL 0,01N......cccoeiiriiiieieieeeeceeeeeee e 3minutos

Obs.: Observar (pode demorar de 2 a 15 minutos).

* Acido cloridrico 0,01N:
- Acido cloridrico concentrado............cccoeeeuvveeeenne. 0,5mL
- Aguadestilada.........coeveninininiininicee 500mL



AQUA COTENLE. ... lavar rapidamente
HematoXiling.......coceoivirinininiieeceeectccteeee e Iminuto30”
AGUA COTTENEL. ....eeeeniieeiiieiteeieeeiteettesie et te et e st et e st e eteesabeenseeennees 15minutos

v Desidratacéo:

ATCOOL 7OV mergulhar
ALCOOL 80%0......voveeeeeeee e mergulhar
ALICOOL O0%0......veveeeeeeeeee e mergulhar
AICOOL 100%0......oveeeeeeeeeee e 3minutos
Obs.: Secar com ventilador.

D1 (o) 1 ORI 3minutos
D61 o) 1§ E RN 3minutos

v' Montagem da lamina

Gota de Enthelan® e colar laminula, retirando bolhas de ar.
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ANEXO F - Protocolo para coloracéo por Verhoeff do Laboratério de
Patologia Comparada (LPC) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)

» Material:
- Hematoxilina...........ccocovevvvvvivceci e 19
- Alcool absolUtO.........c.cvvevevcceece e, 22mL
- Cloreto férrico solugdo 10% aquecida........... 8mL
S LUQOL e 8mL

» Aquecer o alcool.

» Preparar solugdo de lugol.

*Solucao de lugol:

=10d0 28 0,5g

- lodeto de potassio 4g.......ccecveveveeeennen. g

-H,O200mL......oooooiiiiiiiiiiieeeee, 50mL
» Cloreto férrico (40%........... 10%).

*Cloreto férrico 100mL:

- Percloreto de ferro..........ccooveevvennnnnnns 25mL

-HyO destilada..........coooveeenniiieeeee, 75mL
*Solucéo 10%FeCls:

10g 100mL H,O

16,66g 100mL H,O

Obs.: 16,66g — se for hexahidratado (.6 H,O)

» Hipossulfito de sodio 5% ou tiossulfato.

* Solugdo 200mL.:
- Tiossulfito de sO0dio........cceevvervrerennnnns 25g
- Dissolver em H,O

» Dissolver a hematoxilina no alcool.

» Ao calor, filtrar e adicionar o cloreto férrico e depois o lugol.
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» O corante deve ser usado apos 24 horas e pode ser reutilizado.
» Indicado usar o sistema de coar em suporte horizontal.

» Técnica:
v Desparafinizacéo:
G110 OSSP 30minutos

D G1 (o) B U OO SRTRRORRRRRRRRN 30minutos

v Hidratagéao:

ALCOOL T00%0... oo sess et 2minutos
ALCOOL 1000 een 2minutos
ALCO0L Q0% mergulhar
ATCOOL 80Y0.....eveveeeeeeeeeeeeee e mergulhar
ATCOOL 7OV mergulhar
AGUA COITENLC. ... Sminutos

v" Coloracao:

Hematoxilina de Verhoeff...........c.ccccooiviiininininininnncnee, 15minutos
Obs.: Nio precisa filtrar. Colocar o corante sobre os cortes em suporte
horizontal.

Obs.: Os cortes devem ficar pretos. Caso ndo ficar, recolocar o corante por mais
15 minutos.

Agua (0703 1 (=7 4L PPPPPPRN Sminutos
Descorar na solugdo de cloreto férrico 2%........ccceceevereenncnnne. alguns segundos
Obs.: Fazer em cuba (borrel).

Obs.: Acompanhar em microscopia Optica: os cortes devem estar limpos, mas as
fibras elésticas a mostra (tingidas de preto). Cuidar para ndo descorar muito.

AGUA COTTENTE. ... lavar
ALCOOL 5% mergulhar
Tratar pela solucao de hipossulfito de s6dio 5%.......ccccevvevevrverrnnnnne Sminutos
Agua (0703 5 L7 4L PP PPPPPPPION Sminutos
CoNtra-Corar COM €OSINA.........eerurrerreeeerierierereeereeseeesseesseesseessseees 15segundos

Obs.: Pode substituir eosina por verde-luz (30segundos).



v Desidratagéo:

ATCOOL TOY0...oveveeeeeeeee e mergulhar
ALCOOL 80%b......voeeeeeeeeeeeeeeeee e mergulhar
ALCO0L Q0% mergulhar
AICOOL 100%0.....eveeeeeeeeeee e mergulhar
ATCOOL 100%0......eveeeeeeeee e mergulhar
DG 10 B USRS Iminuto
XUOT Tttt Iminuto

v" Montagem da lamina

Gota de Enthelan® e colar laminula, retirando bolhas de ar.
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ANEXO G - Protocolo para coloracéo por imunoistoquimica do
Laboratério de Patologia Comparada (LPC) do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)

OBS: Sempre retirar da geladeira minutos antes o reagente para que este fique a
temperatura ambiente ¢ ndo promova choque térmico nos cortes.

1. Ao chegar ao laboratorio, fechar as janelas, ligar o ar condicionado e o
banho-maria.

2. Colocar as laminas em Xilol I por 15 minutos (desparafinar e hidratar).

3. Enquanto isso, fazer o PBS e a solucdo retrieval, ambos a 10%, e medir o
pAIjicionar 200uL de Tween 20 — Dako (sabdo 0,05%) para cada 1L de PBS.

* O pH do PBS deve ser de 7,0 a 7,5.

4. Colocar as laminas em Xilol II por 15 minutos.

5. Colocar as laminas em ABS I por cinco minutos.

6. Colocar as laminas em ABS II por cinco minutos.

7. Colocar as laminas em Alcool 90GL por cinco minutos.

8. Colocar as laminas em Alcool 80GL por cinco minutos.

9. Lavar as laminas em agua corrente por cinco minutos. Coloca-las no
cantinho do recipiente e abrir pouco a torneira para nao danificar os cortes.

10. Para o uso da Pepsina, colocar o cuvete na estufa a 37°C por 30 minutos, ao
invés do banho-maria.

11. Colocar as laminas em PBS por cinco minutos.

12. Colocar as laminas em PBS por cinco minutos.
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13. Colocar as laminas no bloqueio da Peroxidase por 15 minutos.
e 5SmL de perdxido de hidrogénio + 45mL de alcool metilico
(10% de H,O, em solugdo de CH;0OH)
14. Colocar as laminas em PBS por trés minutos.
15. Colocar as laminas em PBS por trés minutos.
16. Colocar as laminas em PBS por trés minutos.

17. Colocar as laminas em PBS por trés minutos.

18. Enxugar delicadamente as 1aminas com papel higi€nico e contornar os cortes
com a caneta PAP PEN.

19. Colocar as laminas na cAmara imida e cobrir os cortes com gotas de soro
normal*. Em seguida, tampar a cdmara e deixar por 10 minutos.
(Large volume ultra V Block — Ref.: TA 015 VB — Lot.: AUB 60719 — Lab
Vision_ — frasco branco).

20. Enquanto isso, fazer a dilui¢do do anticorpo.
*(Diluente: Large volume ultrAb Diluent — Cat.: TA 125 UD — Lot.: AUD
30929 — Lab Vision)
e Diluigdo: 1:50.
e Apds a diluicdo do anticorpo, deve-se agitd-lo no Vortex por 5-
10 segundos para melhor homogeneizacdo do diluente com o
anticorpo.
OBS: Nao retornar o anticorpo primario diluido para a geladeira. Este deve
permanecer em temperatura ambiente para ndo haver choque térmico ao ser
colocado sobre os cortes histologicos.

21. Escorrer o soro e enxugar as ladminas delicadamente com papel higiénico.

22. Pipetar o anticorpo primario e incubar as ldminas na camara umida por uma
hora.

23. Retirar o anticorpo primario e lavar as laminas com PBS por trés minutos.

24. Colocar as laminas em PBS por cinco minutos.
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25. Colocar as laminas em PBS por cinco minutos.

26. Colocar 50uL de potencializador do anticorpo primario e incubar na camara
umida por 20 minutos, a temperatura ambiente.

27. Colocar as laminas na cimara umida e cobrir os cortes com gotas do
polimero*. Tampar a cdmara imida e deixar por 30 minutos.
*(Ultravision One HRP Polymer — Ref.: TL 015 PHJ — Lot.: PHJ 60929 —
frasco amarelo)
28. Retirar o soro e colocar as 1aminas em PBS por trés minutos.
29. Colocar as laminas em PBS por cinco minutos.
30. Colocar as laminas em PBS por cinco minutos.
31. Enquanto isso, fazer a dilui¢do do DAB (usar luvas).
e 40uL de DAB Plus Chromogen (1 gota) + 2mL de DAB Plus
Substrate
32. Dentro da capela de fluxo laminar, cobrir as 1aminas com DAB utilizando
uma micropipeta. Tampar a cdmara imida e deixar por 10 minutos.

Enquanto isso, filtrar a hematoxilina.

33. Descartar o DAB no local apropriado.

34. Lavar as laminas em agua corrente por cinco minutos.
35. Colocar as laminas em hematoxilina por trés segundos.
36. Lavar as laminas em agua corrente por 10 minutos.

37. Colocar as laminas em Alcool 80GL por trés minutos.
38. Colocar as laminas em Alcool 90GL por trés minutos.
39. Colocar as laminas em ABS II por 10 minutos.

40. Colocar as laminas em ABS I por 10 minutos.
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41. Colocar as laminas em Xilol I por dois minutos.
42. Colocar as laminas em Xilol II por dois minutos.

43. Montar a lamina: colocar uma gota de balsamo do Canadé sobre o corte,
sobrepor com a laminula e retirar possiveis bolhas de ar.



