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COMPARAGAO DOS EFETIOS DA FOTOBIOMODULAGAO A LASER NOS
COMPRIMENTOS DE ONDA DE 660 nm e 808 nm EM QUEIMADURAS DE
ESPESSURA TOTAL EM RATOS: ESTUDO PRE CLINICO

RESUMO

As queimaduras sao definidas como lesbes térmicas que afetam os tecidos
organicos, e podem ser classificadas em grau, de acordo com sua gravidade, sendo
as queimaduras de grau 3 a forma mais grave da lesdo. A preocupagao com relagao
a reabilitacdo de pacientes queimados esta relacionada ao tempo de recuperacéao e
a gravidade das sequelas da lesédo. A terapia por fotobiomodulagdo (TFBM), tem
ganhado destaque no tratamento de lesbes de pele, porém a selegcdo e aplicagao
dos parametros ainda é controversa. Este estudo tem por objetivo avaliar os efeitos
da TFBM utilizando laser Vermelho (660 nm) e infravermelho (808 nm) na qualidade
de reparagao tecidual em queimaduras de 3° Grau de ratos. Foram utilizados 24
ratos machos Wistar, divididos aleatoriamente em 3 grupos (n=10): grupos controle
(GC), com laser aplicado desligado, grupo laser vermelho (GLV), tratado apenas com
a TFBM utilizando o laser vermelho de 660 nm e, grupo laser infravermelho (GLI),
tratado com laser infravermelho de 808 nm. Os animais foram tratados trés vezes por
semana, durante 21 dias, totalizando nove aplicagdes, utilizando parametros
sugeridos pela literatura (ANDRADE,2016). Foi realizada a documentacéao fotografica
no primeiro e ultimo dia de tratamento para a analise de contracédo da ferida. No 21°
dia, ap6s o ultimo tratamento, os animais foram eutanasiados, e foram realizadas a
coleta de amostras do tecido para realizagdo das analises histologicas. Apds as
analises foi possivel verificar que o GIV, quando comparado com os GC e GV,
apresentou uma fase avangada de recuperacao e revascularizagdo, mostrando uma
epiderme com espessura diminuida, além de minima quantidade de infiltrado
inflamatadrio, e organizagao de colageno bem estabelecida em quase toda a derme.

Palavras chaves: Queimaduras, Fotobiomodulagdo, laser vermelho, laser
infravermelho



COMPARISON OF THE EFFECTS OF LASER PHOTOBIOMODULATION AT
WAVELENGTHS OF 660 nm AND 808 nm IN FULL-THICKNESS BURNS IN
RATS: A PRE-CLINICAL STUDY.

ABSTRACT

Burns are defined as thermal injuries that affect organic tissues, and can be classified
in degree, according to their severity, with grade 3 burns being the most serious form
of the injury. Concern regarding the rehabilitation of burn patients is related to
recovery time and the severity of the injury's sequelae. Photobiomodulation therapy
(TFBM) has gained prominence in the treatment of skin lesions, but the selection and
application of parameters is still controversial. This study aims to evaluate the effects
of TFBM using Red (660 nm) and Infrared (808 nm) laser on the quality of tissue
regeneration in 3rd Degree burns in rats. Thirty male Wistar rats were used,
randomly divided into 3 groups (n=10): control groups (C), with laser applied turned
off, red laser group (GLV), treated only with TFBM using the 660 nm red laser and,
infrared laser group (GLI), treated with 808 nm infrared laser. The animals were
treated three times a week, for 21 days, totaling nine applications, using parameters
suggested in the literature (ANDRADE, 2016). Photographic documentation was
carried out on the first and last day of treatment to analyze wound contraction. On the
21st day, after the last treatment, the animals were euthanized, and tissue samples
were collected for histological analyses.After the analyses, it was observed that the
GIV, when compared to the GC and GV, showed an advanced phase of recovery and
revascularization, with a thinner epidermis, minimal inflammatory infiltrate, and a
well-established collagen organization throughout almost the entire dermis.

Keywords: Burns, Photobiomodulation, red laser, infrared laser
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1. INTRODUGAO

A pele, maior 6rgdo do corpo humano, desempenha fungdes vitais como
protecdo contra infecgdes, regulagédo térmica, percepg¢ao sensorial e prevengao da
perda excessiva de fluidos e eletrdlitos. Estruturalmente, € composta por epiderme,
derme, tecido subcutdneo e anexos como foliculos pilosos e glandulas sebaceas,
apocrinas e écrinas (KIERSZENBAUM et al., 2020). Aléem de suas fungdes
fisiologicas, a pele exerce um papel essencial na percepg¢do da imagem corporal e
autoconfianga dos individuos (SHAH et al., 2023).

As queimaduras sao definidas por injurias térmicas que ocorrem quando a
area entra em contato com agentes quimicos, fisicos ou biolégicos, podendo ser de
leve a alta gravidade, de acordo com a extensdo da les&o. Classificar a queimadura
com base em sua gravidade, considerando profundidade e extensao, € essencial
para determinar o tratamento adequado e prever o prognéstico (JESCHKE, 2020). A
classificagado da gravidade da queimadura cutédnea € dada em graus, assim lesdes
que atingem apenas a epiderme s&o consideradas queimaduras superficiais
(primeiro grau), geralmente sdo tratadas com hidratagdao e analgesia e se resolvem
em até 7 dias. As queimaduras de segundo grau podem ser classificadas como de
espessura parcial superficial ou profunda. As superficiais de espessura parcial sao
dolorosas, exsudativas, seu tempo de reparo tecidual pode levar de 7 a 21 dias. Ja
as queimaduras profundas de espessura parcial apresentam menor sensibilidade
devido a destruicdo parcial dos receptores de dor, tém aparéncia mais seca,
requerem intervencao cirurgica e frequentemente deixam cicatrizes. As queimaduras
de espessura total afetam toda a derme e se estendem para o tecido subcutaneo e
tecidos adjacentes, nao sao dolorosas devido aos danos causados nas terminagdes
nervosas, porém necessitam de protecdo contra infecgdes e frequentemente
cirurgias (EVERS et al., 2010; JESCHKE, 2020). Por fim, o grau de maior gravidade
das queimaduras inclui comprometimento de tecidos mais profundos como musculos
e 0ssos, envolvendo frequentemente perda de tecido comprometido, necessitando
de uma reabilitacdo mais complexa e prolongada (JESCHKE, 2020). Desta forma
pode-se concluir que a gravidade da lesao esta diretamente relacionada ao periodo
necessario de cura e a incidéncia de sequelas (DALLA-CORTE, 2019).

Além da profundidade da lesdo, a classificacdo das queimaduras leva em

consideragcdo a extensao da area total da superficie corporal afetada (TBSA) e
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apresenta diferengcas especificas entre grupos etarios. Queimaduras leves
geralmente envolvem menos de 10% da TBSA. No entanto, a definicdo de
queimadura grave varia de acordo com a faixa etaria, sendo mais rigorosa em
criangas devido a sua maior vulnerabilidade. A presenga de lesdes profundas,
associacdo com inalacdo de fumaca ou outros traumas, e a idade avancada do
paciente sao fatores que contribuem para a gravidade da lesdo e demandam uma
avaliagao individualizada e um manejo multidisciplinar (DALLA-CORTE, 2019).

Segundo o boletim epidemiolégico emitido em 2022 pelo Ministério da Saude,
no Brasil, entre os anos de 2015 e 2020, ocorreram 19.772 6bitos por queimaduras,
mais de 50% dos casos foram causados por queimaduras térmicas, ocorridas em
ambiente domiciliar ou peridomiciliar, sendo que houve um agravo no periodo da
pandemia.

Uma das principais complicacdes dessas lesdes, que possui impacto direto na
rotina de atividades diarias e na vida social do individuo acometido, sdo as
contraturas cicatriciais. Estas podem afetar o paciente ndo somente de forma fisica,
mas tambeém psicoldgica, pois limitam a amplitude de movimento da area acometida,
além de causar sequelas estéticas (OOSTERWIJK, 2017).

Outra grande complicagdo das queimaduras mais graves, € o impacto no
sistema imunolégico que agrava de forma sistémica a condicdo do paciente
(ADEREGIBE, 2018). A abordagem da reabilitagdo em queimados graves é
considerada de alta complexidade e necessita de acompanhamento continuo de
uma equipe multidisciplinar, primeiramente realizado em um centro especializado
seguido por atendimento ambulatorial no periodo seguinte, conforme determinado
na Portaria N° 1.273, de 21 de novembro de 2021, emitida pelo ministério da Saude.

A fotobiomodulagéo (FBM) € uma técnica terapéutica que utiliza luz de baixa
intensidade e tem demonstrado grande potencial no tratamento de queimaduras de
espessura total. Esse conceito foi inicialmente descrito em 1967 pelo
meédico-cientista hungaro Endre Mester, que observou que o uso de laser de baixa
dosagem promovia a cicatrizagdo de feridas e estimulava o crescimento capilar em
camundongos. Posteriormente, Mester demonstrou sua eficacia em pacientes
humanos com ulceras de pele, denominando esse fendmeno de fotoestimulagao.
Desde entdo, a FBM tem sido amplamente estudada e aplicada no tratamento de
queimaduras, consolidando-se como uma abordagem promissora para acelerar a
reparagao tecidual (MOSCA et al., 2019).
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Nas décadas de 1970 a 1990, Karu e colaboradores realizaram experimentos
que elucidaram os mecanismos fisioldgicos subjacentes a FBM. Eles demonstraram
que a ativagcdo do citocromo c oxidase eleva a producdo de ATP mitocondrial,
aumentando a atividade metabdlica celular. Simultaneamente, a regulagao do estado
redox do microambiente intracelular promove a expresséo de genes envolvidos na
regeneracgao e reparacgao tecidual. Além disso, a modulagao do sistema imunologico
assegura um esforgo regenerativo coordenado (GLASS, G. E., 2021).

Estudos utilizando comprimentos de onda entre 600 nm e 900 nm
destacam-se no reparo de diversas alteragdes cutdneas (MEIRELLES et al., 2008;
BAYAT et al., 2008; BRASSOLATTI et al.,, 2016; MOSCA et al., 2019). Embora a
literatura e a pratica clinica sejam consistentes quanto a eficacia da FBM na
reparacao tecidual, inclusive em lesdes de dificil cicatrizacdo como queimaduras, a
falta de padronizagdo na parametrizacao limita seu sucesso clinico (BRASSOLATTI
et al., 2018).

Um dos parametros mais discutidos é o comprimento de onda. A maioria dos
estudos utiliza lasers na faixa do vermelho (630-660 nm) (BRASSOLATTI et al.,
2016; ANDRADE et al., 2016). No entanto, pesquisas recentes sugerem que
comprimentos de onda maiores, como no infravermelho, podem oferecer vantagens
adicionais, especialmente na modulacdo do processo inflamatério e na redugao do
tempo de cicatrizacdo (TATMATSU-ROCHA et al., 2018).

Portanto, estudos que aprofundem os mecanismos e os efeitos de diferentes
comprimentos de onda na recuperagdao do tecido cutaneo de dificil cicatrizagao,
como nas queimaduras de espessura total (3° grau), sdo essenciais para otimizar a

aplicagao da FBM e ampliar sua eficacia clinica.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da terapia por TFBM com laser no comprimento de onda
vermelho (630nm) e infravermelho (808nm) na queimadura de espessura total em

ratos.

2.3 Objetivos Especificos

e Avaliar a morfologia do tecido cutaneo apés o tratamento com TFBM a
laser

e |Investigar as alteragbes morfométricas apds o tratamento com TFBM a
laser com diferentes comprimentos de onda.

e Avaliar a organizacdo das fibras de colageno apds o tratamento com
TFBM a laser com diferentes comprimentos de onda.

e Analisar o tempo de cicatrizagdo apos o tratamento com TFBM a laser

com diferentes comprimentos de onda.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Queimaduras

A pele humana desempenha um papel vital como interface entre o corpo e o
ambiente, sendo responsavel por fungcdes essenciais como protegcao imunoldgica,
percepc¢ao sensorial, controle térmico e barreira fisica contra lesdes. Este complexo
é formado por multiplas camadas de tecidos, com uma rica diversidade celular,
incluindo ceratindcitos, melandcitos, fibroblastos, células endoteliais e imunolégicas,
além de uma matriz extracelular densa que garante resisténcia e flexibilidade
(DYRING-ANDERSEN et al., 2020).

As queimaduras representam um problema de saude global significativo,
segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), estando associadas a altos
indices de morbidade e mortalidade. Estima-se que milhdes de pessoas em todo o
mundo sofram queimaduras anualmente, resultando em cerca de 180.000 mortes
anualmente, especialmente em paises de baixa e média renda, onde ocorrem mais
de 90% desses Obitos. Avangos nas Uultimas décadas, como melhorias na
compreensao da fisiopatologia das queimaduras, técnicas de exercicio de pele,
controle de infeccédo e ressurreicdo com fluidos, aumentaram significativamente as
chances de sobrevivéncia, mesmo em casos graves. Apesar disso, muitos
sobreviventes enfrentam incapacidades fisicas permanentes, sofrimento emocional
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2013).

As lesbes sofridas por pacientes vitimas de acidentes com queimaduras, nao
se restringem somente fisicamente. A saude mental e a qualidade de vida séo téo
gravemente impactadas. Desta forma, a sua recuperagao e reabilitagdo envolve uma
série de desafios, podendo se estender por longos periodos de reabilitagdo em meio
a uma equipe multidisciplinar (JESCHKE, 2020).

As queimaduras sao lesdes térmicas, que podem ocorrer por exposi¢cao da
pele a agentes bioldgicos, fisicos ou quimicos que causam feridas abertas, e cujo
processo de reparagao ocorre por segunda intengao, resultando periodos de
reabilitacdo mais longos associados a dores, infecgbes e eventualmente, até a
morte, dependendo de sua gravidade e extensao da lesdo (DE VASCONCELOQOS et
al, 2015). De acordo com BOLGIANI et col (2010), a pele humana pode suportar

temperaturas até 44°C sem causar lesdes, porém acima destas temperaturas a
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gravidade da lesdo varia de acordo com o grau de temperatura e o tempo de
exposigao.

Elas podem ser categorizadas como superficiais, superficiais parciais,
profundas parciais e de espessura total. Enquanto as queimaduras superficiais
afetam apenas as camadas da pele, as queimaduras profundas podem atingir
tecidos moles, como gordura e musculos, e até os mesmos 0ssos. A gravidade
dessas lesdes depende de fatores como tamanho, profundidade, localizacdo da
queimadura, idade do paciente e presenca de condigbes sistémicas subjacentes.
Queimaduras menores, que abrangem menos de 10% da area total da superficie
corporal, tendem a cicatrizar espontaneamente, enquanto queimaduras maiores, que
afetam mais de 20% dessa area, geralmente envolvem intervengdes cirurgicas e
estdo associadas a maiores riscos de complicagcbes, como lesdes, sepse e
cicatrizagao patolégica (BURGESS et al., 2022).

A extensdo de uma queimadura é avaliada pela area da superficie corporal
queimada (SCQ), sendo estimada com o auxilio da regra dos nove de Wallace,
amplamente utilizada em situagdes de urgéncia. Outra abordagem é o uso da
superficie palmar do proprio paciente, que corresponde a aproximadamente 1% do
SCQ, permitindo uma estimativa pratica e rapida ao projetar o tamanho da palma
sobre as areas afetadas (DALLA-CORTE et al, 2019). A classificacdo das
gueimaduras esta relacionada a profundidade da lesédo, sendo o grau 1, de menor
gravidade ja que possui espessura superficial atingindo apenas a epiderme. Grau 2
com espessura parcial e sendo dividida em superficial e profunda, afetando a
epiderme e a derme, e grau 3 de maior gravidade de espessura total, podendo até
ultrapassar o0 subcutaneo, destruindo outras estruturas localizadas mais
profundamente. Quanto maior o grau da queimadura, maior sera o tempo de
internacgéo e reabilitacdo (DELLA-CORTE et al, 2019).

As queimaduras de primeiro grau, como as causadas pela exposi¢cao solar,
sao lesdes superficiais que atingem apenas a epiderme, apresentando-se vermelhas
e dolorosas, mas geralmente cicatrizadas completamente sem necessidade de
tratamento intensivo. Queimaduras de segundo grau, por penetrarem na derme, séo
denominadas queimaduras de espessura parcial. Elas podem ser divididas em
queimaduras superficiais de espessura parcial (SPTBs), que afetam totalmente a
epiderme e parte da derme, e queimaduras profundas de espessura parcial (DPTBs)

que atingem camadas mais profundas da derme. As queimaduras de segundo grau
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sdao particularmente dolorosas devido a exposicdo das terminacdes nervosas
sensoriais. A reepitelizacdo depende da extensao do dano dérmico e do numero de
apéndices cutaneos afetados (MARKIEWICZ et al, 2022; DALLA-CORTE et al.,
2019). Assim, queimaduras superficiais de primeiro e segundo graus cicatrizam por
intencdo primaria, onde a reparacdo do epitélio ocorre com minimo tecido de
granulagdo, enquanto queimaduras de segundo grau mais profundas e de terceiro
grau cicatrizam por intengao secundaria, frequentemente resultando em cicatrizes e
contraturas devido a perda de apéndices cutaneos essenciais. As queimaduras de
terceiro grau destroem todas as camadas da pele, incluindo a gordura subcutanea,
sendo classificadas como queimaduras de espessura total, e ndo apresentam dor ao
toque por causa da destruicao dos nervos do plexo dérmico. Queimaduras de quarto
grau sdo as mais graves, estendendo-se por todas as camadas da pele até
musculos, tenddes e 0ssos, o que afeta as terminagdes nervosas. Devido a sua
gravidade, o tratamento dessas queimaduras geralmente envolve desbridamento
cirurgico e enxertos (ORYAN et al, 2017).

Geralmente as queimaduras de 3°grau sdo menos comuns do que as
demais, porém sado as mais graves e estado relacionadas a alto estresse fisioldgico,
além de longos periodos de reabilitagdo (FLORIO et al, 2013). O processo de
cicatrizacdo dessas lesdes é lento e complexo, pois envolve uma cascata
coordenada de eventos divididos em fases, que ocorrem de forma simultanea e
interdependentes (BRASSOLATTI et al, 2018).

A reacdo inflamatéria desencadeada por uma queimadura tem um papel
essencial na protecdo da area lesionada contra patdgenos, ativando uma resposta
imune inata. Durante esse processo, as células inflamatorias eliminam detritos e
células mortas, proporcionando o local para o reparo tecidual de queratinécitos e
fibroblastos (BURGESS et al., 2022). Pacientes com queimaduras extensas
permanecem em um estado persistente de ativacdo do processo inflamatério
sistémico (GREENHALGH et al., 2007). Queimaduras extensas, envolvendo mais de
20% da area total da superficie corporal, provocam uma resposta inflamatéria e
metabdlica intensa, com impacto sistémico significativo, o hipermetabolismo
decorrente dessas lesdes aumenta conforme as necessidades caldricas, chegando a
um equilibrio no gasto energético basal, enquanto a exposigdo continua ao
ambiente, devido a perda da barreira especifica, favorece infecgdes e sepse. Esse

quadro, aliado ao aumento da permeabilidade capilar, leva a perda de fluidos, ao
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choque hipovolémico e a evolugdo para a sindrome de resposta inflamatéria
sistémica (SIRS), que frequentemente resulta em disfungcdo de multiplos 6rgaos
(MODS). Além disso, a inflamagao prolongada pode gerar cicatrizes desfigurantes e
restritivas, exigindo intervengdes (GREENHALGH et al., 2007; BURGESS et al.,
2022).

A resposta local a queimadura € um processo complexo e dindmico que se
divide em trés zonas concéntricas: a zona de coagulagao, a zona de estase e a zona
de hiperemia. A zona de coagulagado, o nucleo da lesdo, sofre necrose irreversivel
devido ao calor, enquanto a zona de estase, uma regido de transi¢do, apresenta
fluxo sanguineo comprometido e inflamacéo intensa. A zona de hiperemia, a mais
externa, é caracterizada por vasodilatacdo e aumento da perfusdo. A evolugao
dessas zonas depende de diversos fatores, como a gravidade da queimadura, a
resposta inflamatoria, a reposicédo de volume e a presenga de infecgdo (DEREK et
al.,2021).

A reparacao tecidual, resposta bioldgica a injuria tecidual, € um processo
dindmico e sequencial que se desenvolve em quatro etapas. A hemostasia inicial
visa conter o sangramento e estabelecer um coagulo. Em seguida, a fase
inflamatdria é caracterizada pela chegada de células de defesa para limpar a area
lesada e iniciar o processo de reparo. A fase proliferativa € marcada pela formagao
de novo tecido, com a proliferagcdo de células e a produgdo de novos vasos
sanguineos. Por fim, a fase de remodelagéo consiste na reorganizagéo do tecido
cicatricial, com a deposicao das fibras de colageno tipo | entrelagadas, garantindo
resisténcia mecanica adequada (COOK et al., 2022).

A conversao de um coagulo em tecido de granulagdo depende de um
equilibrio preciso entre a deposicdo e a degradagdo de proteinas da matriz
extracelular (ECM). Quando esse processo € desregulado, podem surgir alteragbes
na cicatrizagdo, como a formagao de queloides ou cicatrizes hipertroficas, que sao
manifestacdes de uma reparacao tecidual anormal (SCHMID et al., 1998). O fator de
crescimento transformador beta (TGF-) desempenha um papel central na formagéo
de cicatrizes hipertroficas e queloides. Estudos tém mostrado que fibroblastos
presentes em cicatrizes hipertroficas, especialmente apdés queimaduras, exibem uma
expressdo aumentada e sustentada de TGF-p e de seus receptores. Essa
hiperatividade do TGF-$ esta diretamente relacionada a proliferagdo excessiva de

fibroblastos e ao aumento da deposi¢ao de colageno, caracteristicas tipicas dessas
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cicatrizes anbémalas (SCHMID et al.,, 1998; GAUGLITZ et al., 2011). O tecido
cicatricial hipertrofiado comparado com a pele normalmente contém niveis mais
elevados de IGF-1 e PDGF. O IGF-1 aumenta a expressao de colageno tipo | e lll
em fibroblastos dérmicos cultivados, enquanto o PDGF aumenta a rotina de
fibroblastos e a produgcédo de ECM (matriz extracelular). Esses fatores indicam um
papel causador dos niveis elevados de IGF-1 e PDGF na patogénese da reparagao
tecidual (ORYON et al., 2017).

O tratamento de queimaduras tem sido um desafio médico complexo, com
diversos métodos sendo estudados ao longo do tempo. Uma das abordagens
recentes para prevenir e tratar infeccbes em feridas de queimadura é o uso de
antimicrobianos, que atuam diretamente nos biofilmes, impedindo a infeccdo da
ferida. Porém a resposta inflamatéria crénica e de baixo grau desencadeada,
compromete a epitelizagéo e a reparagao tecidual (ORYAN, 2017).

Os enxertos autélogos sdo amplamente considerados o padrdo ouro para a
reparagdao cutanea devido a sua eficacia na substituicio de tecido perdido;
entretanto, apresentam limitagdes importantes, como a escassez de areas doadoras
disponiveis e os riscos associados a coleta, incluindo infecgbes, dor e formacgao de
cicatrizes, conforme destacado por SHEIKHOLESLAM et al. (2018). Essas restricoes
tém incentivado o desenvolvimento de alternativas terapéuticas que possam superar
tais desafios, como os curativos bioativos a base de hidrogeis de alginato
incorporados com exossomos (EXO), os quais demonstraram, segundo
ADEREGIBE et al. (2018), beneficios significativos, incluindo aceleracdo no
fechamento das feridas, maior reepitelizacdo, deposicdo de colageno e
angiogénese. Uma alternativa promissora sao os andaimes eletrofiados de seda,
que oferecem biocompatibilidade e eficacia na cicatrizacao de feridas, embora
enfrentem barreiras praticas, como os altos custos de produg¢ao e a necessidade de
customizacao, dificultando sua aplicagdo em larga escala, conforme evidenciado por
Safonova et al. (2021). Esses avancgos ressaltam a importancia de continuar
investigando solugdes acessiveis e eficientes que atendam a demanda clinica por
substitutos cutaneos de alto desempenho.

Entre as terapias recentemente exploradas para esse propdsito, a terapia com
laser de baixa poténcia destaca-se por ser um método nao invasivo, seguro e de

baixo custo, com evidéncias cientificas robustas que comprovam sua efetiva
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contribuicdo nas fases do processo de cicatrizagdo de tecidos (BRASSOLLATTI et
al, 2018).

3.2 Fotobiomodulagao em Queimaduras

Em 2014, A American Association for Light Therapy e a World Association for
Laser Therapy chegaram a um consenso sobre a utilizagao do termo de FBM para
descrevé-la com “Uma forma de terapia de luz que utiliza formas nao ionizantes de
fontes de luz, incluindo lasers, LEDs e luz de banda larga, no espectro visivel e
infravermelho. E um processo ndo térmico envolvendo cromoéforos endégenos que
provocam eventos fotofisicos (ou seja, lineares e ndo lineares) e fotoquimicos em
varias escalas biolégicas. Este processo resulta em resultados terapéuticos
benéficos, incluindo, mas ndo se limitando ao alivio da dor ou inflamacgéo,
imunomodulagdo e promogéo da cicatrizagdo de feridas e regeneragéo de tecidos.”
(ANDERS et al, 2015)

A FBM, uma técnica terapéutica baseada na aplicacdo de luz de baixa
intensidade, tem mostrado grande potencial em pegas teciduais de queimaduras de
espessura total. Esse conceito foi inicialmente descrito em 1967 pelo
meédico-cientista hungaro Endre Mester, que recomendou que o tratamento com
laser de baixa dosagem, promovia a cicatrizagdo de feridas e estimulava o
crescimento capilar em camundongos. Mester denominou esse aspecto de
fotoestimulagcao e, posteriormente, demonstrou sua eficacia em pacientes humanos
com Uulceras de pele. Desde entdo, a FBM tem sido extensa e aplicada no
tratamento de queimaduras, sendo considerada uma abordagem promissora para
acelerar o processo de reparacao tecidual (MOSCA et al., 2019).

A luz é uma forma de energia fisica, e compreender suas interacoes
biolégicas € essencial para explorar suas aplicagdes terapéuticas. Os efeitos da
terapia com laser de baixa intensidade sao influenciados por uma variedade de
parametros, incluindo a comprimento de onda, frequéncia dos pulsos, poténcia
maxima, duragdo do pulso/intervalo de repouso, irradiancia, duragédo, energia e
densidade energética, entre outros (GUPTA et al, 2014). Para facilitar esse
entendimento, é apresentada uma visdo geral da terminologia utilizada na terapia

com luz (Tabela 1).
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Tabela 1 - Terminologia Basica para TFBM e interagdes entre tecidos

Parametro

Unidade

Descrigéo

Comprimento de onda

nm

E a medida da distancia em que um
féton percorre durante um ciclo
completo de onda.

Energia

Quantidade de energia ( E ) carregada
por cada foton. Onde E =h( constante
de Planck) .V (velocidade).

Fluéncia

J/icm?

Refere-se a densidade de energia,
calculando a energia entregue E por
area cm?.

Poténcia

Taxa de entrega de energia 1W = 1J

Irradiancia

W/cm?

Refere-se a densidade de poténcia,
calculando a poténcia (W) por area (
cm?).

Onda Continua

CW

A energia é transferida de modo
continuo

Ciclo de trabalho

%

A proporcao do tempo em que a
energia esta “on”. CW a energia esta
“on” 100% do tempo.

Pulsado

Peak Power
(W),frequéncia
de pulso (Hz),
largura de pulso
(s) intervalo de
pulso (s), trem
de pulso (s/min)

A energia transferida por um feixe pode
ser fracionada ou dividida. O pico de
poténcia é declarado em W. A
frequéncia de pulso em Hz, e se refere
ao numero de pulsos por segundo,a
largura do pulso é a duragao em que o
feixe transmite a energia em
segundos,intervalo de pulso (s) € o
tempo em que o feixe esta off , e trem
de pulso é uma série de larguras de
pulsos e lacunas durante um
tratamento. A poténcia média (W) de
um feixe pulsado é calculada através do
pico de poténcia (W), largura de pulso
(s),e frequéncia de pulso (Hz), isso é
importante na dispersido de energia
térmica durante um tratamento para
prevencao de intercorréncias.

Frequéncia

Hz

Numero de oscilagdes que uma onda
realiza a cada segundo. Frequéncia e
comprimento de onda s&o inversamente
proporcionais. Quando a velocidade de
propagacgao é constante, uma onda com
maior frequéncia terd um comprimento
de onda menor.
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Croméforo - Cromdforo € uma regidao molecular
onde a diferenga de energia entre dois
orbitais atbmicos esta dentro do
espectro visivel.

Foton - Particula elementar da radiacao
eletromagnética, que ndo possui massa
mas pode transferir energia

Colimacao - Todos os feixes sao direcionados na
mesma direcdo, e o diametro do feixe
geral é pequeno.

Coeréncia - Fotons estao vibrando em fases
semelhantes (espacgo e tempo).

Fonte: adaptada Terapia de fotobiomodulagédo para tratamento de feridas: uma abordagem fotocéutica
potente e ndo invasiva - Avangos em cuidados com a pele e feridas 32(4):157-167, abril de 2019.

A fototerapia € uma técnica que utiliza luz monocromatica emitida por lasers
de baixa poténcia (inferior a 80 mW), abrangendo comprimentos de onda na faixa
Optica do vermelho ao infravermelho préximo (~600—-1000 nm). Essa abordagem é
nao térmica e nao destrutiva, sendo aplicada no tratamento de diversas condicdes
dermatolégicas, de tecidos moles e neurolégicos (KARU et al.,, 2005). Estudos
indicam que as doses de energia mais eficazes para essa terapia estao abaixo de 5
J/icm?, seguindo o principio da curva de Arndt-Schultz, que destaca os efeitos
estimulantes de baixas doses de energia (CORAZZA, 2005).

A interacao da luz com o tecido humano ocorre por meio de quatro processos
principais: absorcao, reflexao, dispersao e transmissao. Para que a luz tenha efeito
terapéutico, € necessaria a absorcdo de cromdforos biolégicos, como melanina,
hemoglobina e agua, presentes nos tecidos. A reflexdo e a dispersdo também
influenciam a eficacia, sendo a reflexdo menor quando o feixe é perpendicular ao
tecido, e a dispersao reduz a abrangéncia da luz, especialmente em tecidos mais
heterogéneos, como a derme. A luz de comprimentos de onda mais curtos, como a
ultravioleta e visivel, € mais dispersa, enquanto os comprimentos de onda vermelhos
(620 -750 nm) penetram mais profundamente devido a menor absorgéo por
melanina e sangue. No infravermelho proximo, a agua (750 - 950 nm) torna-se o
principal croméforo, determinando a absorgao e, consequentemente, a profundidade
de penetracdo. Quando ndo ha croméforos especificos para um determinado
comprimento de onda, a luz transita pelo tecido sem gerar efeitos biolégicos
(MOSCA et al., 2019).
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Biofisicamente, a capacidade do laser de penetrar no tecido esta relacionada
ao comprimento de onda utilizado. A luz na faixa de comprimento de onda de
700-1000 nm, que é invisivel ao olho humano, penetra mais profundamente nos
tecidos em comparagado com a luz de comprimentos de onda vermelhos (600-700
nm). Enquanto a luz vermelha é limitada a penetracdo na camada superficial da
pele, a luz nas faixas de comprimento de onda mais longas pode alcangar camadas
mais profundas, como os musculos, permitindo uma acao terapéutica mais
abrangente (GUPTA et al., 2014).

De acordo com Karu, 2010 a agao do laser baseia-se na absorgao de luz por
fotorreceptores especificos nos tecidos, sendo a citocromo ¢ oxidase o mais
conhecido. Apds a absorcdo da luz, ocorrem mudancgas significativas no
metabolismo celular. Primeiramente, observa-se um aumento na produgao de ATP
celular, resultante da estimulagdo da cadeia de transporte de elétrons presente nas
mitocdndrias. Em seguida, ocorre um incremento na sintese de DNA e RNA, que
influenciam diretamente na regulacéo do ciclo celular e favorecem a sintese proteica
e a proliferacao celular.

Conforme citado por MOSCA e colaboradores em 2019, a terapia por TFBM
atua em diferentes mecanismos celulares, incluindo a modulacdo de receptores e
transportadores na membrana celular, como as opsinas, o receptor transitorio V1 e o
receptor de hidrocarboneto arila. A interagcdo da luz com esses componentes regula
o transporte de ions essenciais, como calcio (Ca?*), protons (H*) e sédio/potassio
(Na'/K*), entre o citosol e a matriz extracelular, desempenhando papeis criticos na
fisiologia celular e contribuindo para efeitos analgésicos e anti-inflamatérios.

Além disso, em um estudo publicado por ARANY e colaboradores em 2014,
que investigou o uso da TFBM como uma ferramenta minimamente invasiva para
ativar o fator de crescimento transformador-81 (TGF-B1), que subsequentemente
diferencia células-tronco hospedeiras para promover a reparagdao do tecido,
identificou um terceiro mecanismo extracelular, que envolve a ativacédo do fator de
crescimento transformador B (TGF-B). Nesse processo, espécies reativas de
oxigénio (ROS) causadas pelo TFBM interagem com um sensor redox de metionina,
promovendo uma alteragdo conformacional do TGF-B1 latente e sua subsequente

ativacao, influenciando as respostas ao contexto dos celulares.
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Uma linha de pesquisa emergente destaca a interagdo dos fétons com a agua
intracelular estruturada (IWL) como um elemento-chave na elevagdo de ATP e na
eletricidade celular causada pela luz R-NIR (SOMMER, 2019).

As primeiras aplicagdes da fototerapia, utilizando a luz laser como recurso
terapéutico, ocorreram na década de 60, através das pesquisas realizadas pelo Dr.
Mester. Muitas pesquisas realizadas, posteriormente, que a TFBM quando utilizado
a faixa espectral entre o vermelho e infravermelho (600 a 1200nm) possui resultados
terapéuticos benéficos na diminuicdo da dor e inflamacado, além de atuar na
cicatrizacdo de feridas e reparacdo de tecidos através do mecanismo de
imunomodulagdo (MOSCA et al, 2019).

A faixa vermelha do espectro Optico oferece potenciais modulagdes
terapéuticas em tecidos vivos, com seus efeitos dependendo tanto do estado
fisiologico do tecido no momento da irradiagdo quanto dos parametros épticos do
laser. Estudos indicam que células danificadas ou sob estresse respondem melhor a
TFBM a laser do que células normais. A aplicagdo da TFBM em queimaduras é
baseada em suas propriedades modulatdrias da inflamacéao, aceleragao do processo
de cicatrizagdo e melhora no reparo tecidual (ANDRADE et al., 2020)..

Um estudo conduzido por DEANA e colaboradores em 2021, demonstrou que
a TFBM favorece a contracdo de feridas, neoangiogénese e deposi¢cao de fibras
colagenas em queimaduras de 2 e 3 graus.

A literatura € concisa em discutir, que a TFBM a laser com comprimento de
onda vermelho promove resultados eficazes no controle de alteragbées cutaneas e
diversas causas e profundidades. Essa eficacia € observada em uma variedade de
condigbes cutdneas, desde lesdes superficiais até queimaduras de maior
profundidade (GUPTA et al., 2014; ANDRADE et al., 2020).

Em um estudo realizado com a TFBM a laser de 660 nm, foi possivel verificar
que a area da lesado irradiada com energias entre 3J e 4J, apresentou melhor
cicatrizacdo devido a melhor deposi¢cao de colageno na regiao. (OLIVEIRA et al,
2017).

Como discutido anteriormente a utilizacdo da TFBM no comprimento de onda
vermelho é extensamente explorada na literatura dentro do contexto de lesdes
cutaneas, porém, atualmente discussdes importantes tém sido levantadas a respeito
da utilizagdo do comprimento de onda infravermelho com o objetivo de reparo de
feridas e ulceras de pele (BRASSOLATTI et al., 2018).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Para a realizacao do estudo foram utilizados 24 animais (Rattus norvegicus:
var.albinus, Rodentia Mammalia), machos, da linhagem Wistar, pesando entre 250 —
300 gramas, provenientes do biotério central da Universidade Sao Paulo (USP — Séo
Paulo). A execugcdo do periodo experimental foi realizada no Centro de
Experimentacdo e Treinamento em Cirurgia Einstein (CETEC), em que 0s animais
permaneceram em gaiolas apropriadas, de polipropileno padréo, individualizadas, no
biotério, mantidos em condigdes ambientais controladas como, umidade do ar (45 e
60%), temperatura (20 e 24°C), sistema de exaustéo e de renovagao de 100% do ar
ambiente, além de controle de ciclo de claro e escuro de 12 horas. Durante todo o
experimento os animais tiveram livre acesso a agua filtrada e alimento (ragao
padrdo), exceto nos breves periodos do experimento. O estudo foi conduzido de
acordo com as normas internacionais de ética na experimentagdo animal
(NATIONAL RESEARCHE COUNCIL, 1996) e aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEUA) sob o protocolo n® 5931/2024. Ao final do estudo os
animais foram eutanasiados, e suas carcagas armazenadas em freezer apropriado

até que sejam retiradas e descartadas por uma empresa competente.

4.2 Modelo experimental de queimaduras de espessura total

Para realizacdo do modelo experimental os animais foram inicialmente
anestesiados com injecao intraperitoneal de Ketamina (95 mg/kg) e Xylazina (12
mg/kg) e posteriormente foram tricotomizados pela técnica digital, na regidao dorsal
em uma area de 4cm X 5cm. Em seguida, foi realizada a lesdao térmica com um
dispositivo adaptado, com uma placa de aluminio em formato circular, com 3cm de
diametro, acoplada a um ferro de solda com temperatura de 150°C. A placa foi
posicionada em contato com a pele do animal, na regido dorsal, por 5 segundos,
sendo estes parametros ja pré-estabelecidos na literatura por ANDRADE e
colaboradores em 2016, totalizando uma area queimada de 7,1 cm? Ressalta-se
que o controle da temperatura foi realizado através de um termostato, conforme

ilustrado na Figura 1.
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Figura 1 - Dispositivo adaptado para o estudo. Placa de aluminio em formato
circular, com 3cm de didametro, acoplada a um ferro de solda e Multimetro Digital

Et-1110a Minipa utilizado para afericao de temperatura.

rr——

Figura 2 - Imagem llustrativa da queimadura A: imediatamente apds o

procedimento de lesdo térmica e B: 48 horas apos a lesao térmica.

Imediatamente apds a realizagdo do modelo experimental, a fim de promover

analgesia, os animais receberam Meloxicam, 1-2 mg/kg de peso corporal,
administrada por via subcutdnea. Em seguida, os animais permaneceram em

periodo de observagao de 4 horas apds este processo.

4.3 Grupos Experimentais

Na sequéncia da realizacdo do modelo experimental, os animais permaneceram

no Biotério do CETEC, sendo alocados em trés grupos, com 8 animais em cada:
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e Grupo Controle (GC): os animais foram tratados com a TFBM por 5 minutos,
com o equipamento desligado.

e Grupo laser vermelho (GLV): os animais foram tratados através da TFBM a
laser utilizando o comprimento de onda de 630nm, com os parametros
estabelecidos pela literatura.

e Grupo laser infravermelho (GLI): os animais foram tratados através da
TFBM a laser utilizando o comprimento de onda de 808nm, com os

parametros estabelecidos pela literatura.

4.4 Intervencgao

Para a realizagdo da TFBM a laser foi utilizado o equipamento THERAPHY
XT® cedido gentilmente pela empresa DMC® (Sao Carlos, SP), utilizando o
aplicador do tipo probe (ponteira) operando com os seguintes parametros, através

de 5 pontos na queimadura, sendo 4 pontos ao redor da ferida e 1 ponto central.

Figura 3 — THERAPHY XT®, aplicador do tipo probe, cedido gentilmente pela
empresa DMC®.

e GV: emissao continua, comprimentos de onda 660 nm = 10 nm, Poténcia
100 mW 1 20%,

e GIV: emissao continua, comprimentos de onda 808 nm = 10 nm, Poténcia
100 mW £ 20% de poténcia,

A aplicagéo foi realizada ao redor da lesdo, com disténcia de 1 cm por ponto

de aplicagao, totalizando quatro aplicagbes ao redor. A técnica de aplicacdo ocorreu
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por contato direto, da ponta da caneta laser com a borda da queimadura. A fim de

evitar sujidade e contaminagao, a mesma foi envolvida em filme plastico, sendo esse

descartado a cada aplicagdo. Os animais foram irradiados trés vezes por semana,

durante 21 dias, totalizando 9 aplicagdes ao final do periodo experimental.

Figura 4- Esquema de lesdao de queimadura e aplicagao da terapia por TFBM.

Anestesia -
Ketamina/Xilazina

Queimdura

Modelo Experimental ;e\;

GLV: FBM a laser (660nm)

Tratamento
+ 4 pontos ao redor da leséo
« 1 ponto central
+ 3x/semana em dias alternados;
« 21 dias - 9 aplicagbes

GLV: FEM a laser (808Bnm)

Tabela 2 - Parametros para a terapia por TFBM utilizados no estudo.

Quadro 1. Parametros da TFBM a Laser

Numero de Lasers 1 probe
Comprimento de onda (nm) £ 2% 660 e 808
Poténcia (mW) 100
Densidade de poténcia (W/cm?) + 20% | 3,57
Energia (J) - total 15
Energia (J) — por ponto 3

Densidade de energia — por ponto
(J/lcm?)

107

Modo de aplicacéo

Diametro do feixe (cm) 0.028
Tempo (s) por ponto 30
A ponteira foi aplicada

perpendicularmente em contato ao
redor da les3o.
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4.5 Eutanasia e coleta das amostras

A eutanasia dos animais ocorreu 24h apds a ultima irradiacdo, sendo
coletadas amostras do tecido cutdneo, com aproximadamente 2cm? e abrangendo
area de tecido saudavel e area do tecido lesionado. Apds as coletas, as amostras
foram fixadas em formalina e armazenadas em &lcool 70%, para posteriormente
serem realizadas as analises histolégicas e morfologicas (HE). Os animais foram
eutanasiados com a técnica de anestesia letal, através de injecao intraperiotonial de
Ketamina e Xylazina, seguindo o guia de eutanasia para animais de ensino e
pesquisa CETEC.

4.6 Avaliagoes

4.6.1 Monitoramento Fotografico

Para controle e acompanhamento da cicatrizagao, a analise clinico-fotografica
foi realizada através do calculo da porcentagem de cicatrizagdo das ulceragdes,
sendo observado a partir da captura e analise das imagens pelo programa Image
J®, verséo 1.3.1 (NHI, Estados Unidos).

A primeira captura de imagem ocorreu imediatamente apds o desacoplamento
da placa na area da lesao, e foi repetida no final do experimento (21° dia). Todas as
fotos foram realizadas com uma camera digital (Sony, com resolugdo de 5152 x 3864
pixels), a uma distancia de 15 cm (altura entre o dorso do animal até o limite inferior
da maquina). O grau de contragédo (GC) da area da ferida foi calculado por meio da

férmula adaptada de Oliveira et al., 2000:

’élrea .fi'm.zl da ﬁ{cera (piJ.cel) %100
area inicial da ulcera (pixel)

Porcentagem de cicatrizagao= 100 —

4.6.2 Analise Histologica

ApOs a coleta das amostras, estas foram imersas em uma solugdo de
formaldeido a 10% para fixagcao durante 24 horas. Em seguida, foram submetidas a

uma lavagem em agua corrente por 24 horas, preparando-as para o processo de
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desidratacdo. A desidratacdo ocorreu em trés etapas, com uma hora para cada, nas
concentragdes de 70%, 90% e 100%, utilizando alcool etilico. As amostras passaram
por diafanizacdo em uma solugcdo de alcool/xilol (na propor¢céo de 1:1) em cada
etapa de desidratagdo, e em seguida, por dois banhos em xilol puro. As amostras
foram incorporadas em parafina e cortadas longitudinalmente em cortes de
espessura padronizada de 5um. Os cortes foram montados em laminas histolégicas
e corados com hematoxilina e eosina, permitindo a avaliagdo da intensidade de
infiltrado inflamatério, organizagdo das fibras de colageno e formagdo de novos
vasos de forma qualitativa.

Ainda, foi realizada a analise da espessura da epiderme utilizando o software
ImagedJ. A média das espessuras foi calculada para cada grupo, permitindo uma
comparacao precisa entre os diferentes tratamentos ou condi¢gdes experimentais.

As anadlises foram realizadas utilizando um microscopio optico (Olympus
CX23) com cémera acoplada, utilizando lente ocular de 10x e objetiva de 40x,
proporcionando um aumento total de 400x. Ressalta-se que a analise foi cegada em

relacdo aos grupos experimentais e foi realizada por dois revisores.

4.6.3 Analise morfolégica de colageno

Para a analise morfologica de colageno foi utilizada a coloragdo com
Picrosirius red, que consiste em uma técnica seletiva amplamente utilizada para a
analise qualitativa de tecidos conjuntivos, particularmente para avaliar as fibras
colagenas presentes no tecido. Neste estudo, laminas coradas com Picrosirius Red
foram examinadas com o objetivo de observar a organizagéo das fibras colagenas e
quantificar a presenga de colageno tipos | e lll, sem diferenciar entre eles. Foram
capturadas trés imagens por corte, utilizando um microscopio optico convencional
(OLYMPUS CX23) com aumento de 40x.

4.7 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada pelo programa GraphPad Prisma®. Os
dados foram apresentados em média e desvio padrdo e por meio de técnicas
descritivas, tais como graficos e tabelas. Os dados foram analisados através do

teste de normalidade de Shapiro Wilk, e da analise de variancia dada pelo teste
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anova one-way. Na presenca de diferenga significante (p<0,05) foi aplicado o teste

de Bonferroni

5. RESULTADOS

Ap6s a anadlise dos resultados da fotodocumentacdo e a avaliacdo da
porcentagem de cicatrizagdo, com base na contragdo da ferida,, foi possivel
observar que ao final do periodo experimental todas as lesbes apresentaram
fechamento superior a 90% da leséo inicial, porém o GLI (97.8%) apresentou maior
percentual de contragdo da ferida estatisticamente significante, quando comparado
ao GC (91.3%) (Figura 5). Em contraste, ndo foram identificadas diferengas

significativas na porcentagem de cicatrizagédo entre os grupos GLI e GLV.

Figura 5 - Imagem ilustrativa comparativa da contracao da ferida apés 21 dias
da lesao inicial nos grupos experimentais. A= imagem fotografica das les6es
iniciais e finais nos grupos experimentais. (GC) Grupo Controle/ (GLI) Grupo tratado
com o laser Infravermelho / (GLV) Grupo tratado com laser vermelho. B= Gréafico
ilustrativo demonstrando a analise estatistica de fechamento da ferida apos periodo

experimental de 21 dias.

GC GLV GLI

Inicial (0)

Final (21°)
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Para os resultados das analises histologicas, foi possivel identificar que no
grupo GC, a espessura média da epiderme foi de 85 micrémetros, indicando uma
espessura aumentada (Figura7). Observou-se uma quantidade significativa de
infiltrado inflamatdrio na derme, além de um inicio na organizagdo do colageno na
derme reticular. Esses achados sugerem que o grupo GC representa uma fase inicial
do processo de cicatrizacdo, com sinais de inflamacgao ativa e inicio da remodelacao
tecidual (Figura 6).

No grupo GLV, a espessura média da epiderme foi de 41 micrébmetros,
apresentando uma espessura reduzida em comparagao com o grupo GC (Figura 7).
O infiltrado inflamatério na derme foi observado em menor quantidade, e o colageno
exibiu uma organizagao mais avangada. Estes resultados indicam um progresso na
fase de cicatrizacdo, com reducdo da inflamacdo e melhoria na organizagdo do
colageno (Figura 6).

No grupo GLI, a espessura média da epiderme foi de 31 micrébmetros (Figura
7). A quantidade de infiltrado inflamatério foi minima, e a organizagao do colageno

estava bem estabelecida em quase toda a derme. Além disso, observou-se a
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formagdo de novos vasos, sugerindo uma fase avangada de recuperagdo e
revascularizagdo. Estes achados refletem uma fase mais madura da cicatrizagao,
com resolugao da inflamacédo e completa recuperacao estrutural da derme (Figura
6).

Figura 6 - Fotomicrografias representativas dos grupos experimentais no
21°dia ap6s o modelo experimental de queimadura. (A) Grupo controle (GC), (B)
Grupo tratado com laser Vermelho (GLV) e (C) Grupo tratado com laser
Infravermelho (GLI). (EP = Epiderme/ DE = Derme). Gréfico ilustrativo com a

proporgdo da epiderme

Na analise estatistica das espessuras da epiderme, observou-se que tanto o
grupo GLV quanto o grupo GLI apresentaram valores significativamente menores em
comparagao ao grupo controle (GC) ao final do periodo experimental. Além disso, o
grupo GLI apresentou uma espessura epidérmica menor que o grupo GLV, diferenga

esta que também foi estatisticamente significativa (Figura 7).
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Figura 7 - Grafico comparativo da espessura da epiderme nos grupos
experimentais apos 21 dias. Exibicdo da espessura da epiderme, medida em
micrémetros, comparando trés grupos experimentais: GC (grupo controle), GLV
(grupo com tratamento via laser vermelho) e GLI (grupo com tratamento via laser
infravermelho). Os resultados indicam que o grupo controle (GC) apresentou uma
espessura epidérmica significativamente maior do que os grupos tratados (GLV e
GLI). A espessura da epiderme no grupo GLV foi significativamente maior do que no
grupo GLI, mas menor do que no grupo controle. A significdncia estatistica foi

indicada por asteriscos: ** (p < 0,01) e * (p < 0,05).

Espessura da Epiderme

k%
‘ =%
100 = | mm GC
i = GLV
w i - mm GLI
e |
E -
50 = T
o |
L2
E -
0- |
GLV GLI

A analise qualitativa com a coloragao de Picrosirius Red revelou diferencas
significativas na organizagédo das fibras colagenas entre os grupos experimentais.
No GC, a organizagao das fibras colagenas estava predominantemente restrita a
derme reticular, com uma disposicdo mais dispersa € menos ordenada. Essa
organizacdo limitada sugere uma menor integridade estrutural do colageno neste
grupo (Figura 8A).

No grupo GLV, as fibras colagenas foram identificadas tanto na derme papilar
quanto na derme reticular. No entanto, a organizagdo dessas fibras foi menos

definida quando comparada ao grupo GLI. Embora o colageno estivesse presente
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em ambas as camadas da derme, o padrdo de arranjo era menos COesO €
apresentava uma organizagao menos avancgada (Figura 8B).

Por outro lado, o grupo GLI mostrou uma organizagcado das fibras colagenas
mais alinhada e estruturalmente integrada. As fibras exibiram um padrao de arranjo
mais robusto e consistente em todo o tecido, indicando uma maior maturidade e
estabilidade do colageno. Esta observagao sugere que o grupo GLI desenvolveu
uma arquitetura colagena mais estruturada e eficiente, refletindo uma resposta

tecidual mais avangada no processo de cicatrizagao (Figura 8C).

Figura 8 - Imagem ilustrativa analise de Picrossirius realizada nos grupos
experimentais apdés 21 dias da lesdao. A = analise GC/ B= Analise do GV/ C =
andlise GLI. Pode-se verificar maior organizagao das fibras colagenas na imagem C

(GLI), quando comparada aos demais.

A e
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6. DISCUSSAO

A terapia por fotobiomodulagdo (TFBM) tem se destacado como uma
abordagem promissora devido a sua capacidade de processos modulares celulares
essenciais, como a reparagao tecidual. Neste estudo, avaliamos seus efeitos no
contexto das pecas de feridas de queimaduras de espessura total em ratos,
comparando os comprimentos de onda de 660 nm e 808 nm. Embora os
mecanismos de acado da TFBM ainda ndo sejam completamente compreendidos, a
literatura ressalta sua relevancia como recurso coadjuvante na cicatrizagdo de
tecidos. Nossos resultados indicaram que o uso do laser de 808 nm, com doses de
100 mW, aplicando 3J por ponto em quatro pontos ao redor da ferida e um ponto de
aplicagado no centro, promoveu maior contracdo da lesdo e melhor organizagao das
fibras colagenas em comparagdo a outros grupos avaliados. Esses achados
reforcam os beneficios da TFBM como uma estratégia ndo invasiva no tratamento
de feridas de queimaduras de espessura total.

Ao comparar os resultados deste estudo com um estudo anterior de
Brassolatti e colaboradores, 2016, que avaliaram os efeitos da TFBM com 660 nm
em queimaduras de terceiro grau em ratos, observa-se que ambos os estudos
corroboram a eficacia da TFBM no processo de cicatrizacao de feridas. No presente
estudo, com laser 808nm, foi observada uma maior contracdo da ferida e melhor
organizagdo das fibras colagenas, o que indica uma melhora significativa na
qualidade da cicatrizacdo. Esses achados estdo em consonancia com os resultados
do estudo com laser 660 nm, que demonstrou que a aplicacdo de TFBM com 25
J/cm? promoveu uma diminuigdo do infiltrado inflamatorio e uma maior expressao do
VEGF, sugerindo uma melhora na angiogénese e, consequentemente, na
restauracao da microcirculagao local

GUPTA e colaboradores verificaram em estudo realizado em feridas causadas
por queimaduras em ratos, no ano de 2014 que, a utilizagdo da TFBM através de um
comprimento de onda NIR, (904nm, frequéncia de 100Hz e 90W de pico de pico de
poténcia), apresentou uma contragdo mais rapida do que o grupo controle (n&o
irradiado). Nos animais irradiados com uma poténcia de densidade de 0,4 mW/cm2,
por 10 minutos, com uma entrega total de fluéncia de 0,2 J/cm2, houve reducgao
significativa de na area da ferida (50%, p <0,05), no 8 dia apds o ferimento, em

comparag¢ao com os animais nao irradiados (GUPTA et al., 2014). Esses resultados
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sugerem que, apesar das diferengas nos comprimentos de onda e nas dosimetrias
utilizadas, ambos os tratamentos TFBM sao eficazes na modulagdo da resposta
inflamatoéria e na promog¢ao da reorganizagao tecidual, o que é crucial para a
cicatrizagdo adequada de feridas. No entanto, o estudo com laser 660 nm destacou
a importancia da reducao da inflamacao e da estimulagdo da angiogénese, enquanto
o presente estudo com laser 808nm enfatizou a contragéo da ferida e a organizagao
das fibras colagenas como principais mecanismos de agao.

Os resultados de PEREIRA et al. (2002) demonstraram que a irradiagdo com
Laser de Baixa Poténcia, especificamente nas densidades de energia de 3 e 4
J/cm?, promoveu um aumento significativo no crescimento celular de fibroblastos
cultivados, com elevacao de trés a seis vezes no numero de células em comparagao
as culturas controle. No entanto, esse efeito foi observado dentro de uma faixa
estreita de densidades de energia, uma vez que a aplicagao de 5 J/cm? ndo produziu
efeito sobre o crescimento celular. Notavelmente, a densidade de energia de 3 J/cm?
foi eficaz em estimular o crescimento celular, mas sem impacto na sintese de
pré-colageno, como evidenciado pela analise de imunoprecipitagdo. Esses achados
sdo congruentes com os resultados obtidos no presente estudo, refor¢ando a ideia
de que a eficacia da TFBM pode ser altamente dependente da dosimetria aplicada,
influenciando de maneira distinta o crescimento celular e a sintese de colageno.

De acordo com o estudo realizado por DE BEM et al. (2010), que
investigaram alteragdes histolégicas e morfométricas em tecido sadio de 30 ratos
Wistar divididos em cinco grupos experimentais, foi estabelecida uma média de
espessura da epiderme de 29,25 um nos animais do grupo controle (GC), irradiados
com 0,0 W/cm? de ultrassom na regidao dorsal. Esse valor foi utilizado como

referéncia para a normalidade do tecido epidérmico. Observa-se que, no presente
estudo, as medidas de espessura epidérmica apresentadas pelo Grupo GIV , 31 um,

estdo proximas a essa referéncia, sugerindo um comportamento morfolégico
semelhante ao tecido saudavel, diferindo dos outros grupos experimentais. Essa
similaridade reforga a hipotese de que as condigdes experimentais aplicadas ao GIV
permitiram reparacao tecidual mais proxima ao valor de referéncia de normalidade.
Ao comparar nossos resultados sobre o processo de pecas teciduais com os
estudos de SOMMER (2019) e ROSSI (1998), é possivel levantar a hipétese de que

a TFBM com R-NIR pode ter desempenhado um papel crucial na prevengao do
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déficit de volume de liquidos, comuns em pacientes queimados. De acordo com
Sommer (2019), a queda da consisténcia da agua intersticial (IWL) mediada pela
TFBM com R-NIR é um pré-requisito para a regulagao positiva do ATP, uma vez que
os fétons R-NIR poderiam reduzir a particularidades do envelope da IWL, impedindo
a inibicdo da rotagdo normal do nanomotor mitocondrial em células submetidas ao
estresse oxidativo. Essa reducdo da toxicidade pode ter contribuido para a
manutencdo do volume de liquidos, facilitando a recuperagao tecidual e evitando
complicacdes relacionadas a perda de fluido. Essa observacédo pode explicar, por
outro lado, as pecgas teciduais observadas sem agravamento do quadro clinico,
indicando que a TFBM pode ter ajudado a mitigar o impacto da perda de liquidos no
processo de cicatrizagao.

Os achados do presente estudo reforgcam o potencial terapéutico da TFBM no
tratamento de queimaduras de espessura total, destacando a eficacia do
comprimento de onda de 808 nm na promog¢ao de contracdo das lesbes e
organizacao das fibras colagenas. Apesar das diferencas observadas em relagéo a
outros comprimentos de onda, como o 660 nm e o0 904 nm, os dados corroboram a
ideia de que a TFBM modula importantes processos bioldgicos, como a resposta
inflamatoria, a angiogénese e a remodelacéo tecidual.

No entanto, ainda sdo necessarias investigagcbes mais detalhadas que
abordem a parametrizagdo da técnica, incluindo a otimizagdo das dosimetrias,
comprimentos de onda e protocolos de aplicagdo. Estudos futuros também devem
explorar os mecanismos celulares e moleculares envolvidos, especialmente em
modelos humanos, para ampliar o entendimento sobre as interagdes entre a TFBM e

os tecidos lesados.
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7. CONCLUSAO

Com base nos achados deste estudo, concluimos que a aplicacdo de FBM
utilizando laser vermelho e Infravermelho, através de nove sessdes, acelerou
significativamente o processo cicatricial em feridas de queimadura de espessura
total em ratos. Observou-se que o comprimento de onda de 808 nm (infravermelho)
proporciona uma cicatrizacdo de maior qualidade no tempo proposto. [JESIES
resultados corroboram com a literatura internacional existente, que demonstra
efeitos semelhantes da terapéutica experimental proposta na sintese e deposigéo de
BOIEEERE. Assim, o estudo reforca a eficacia da FBM como uma abordagem
promissora para a aceleracdo da cicatrizacdo de queimaduras, evidenciando a

relevancia do comprimento de onda de 808 nm na melhoria dos processos

reparatorios.
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