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RESUMO

INTRODUCAOQ: Diabetes mellitus € um termo heterogéneo geral que classifica os
distarbios metabdlicos ocasionados pelo aumento dos niveis de glicose
(hiperglicemia). Dentre as modalidades terapéuticas pesquisadas com intuito de
acelerar o reparo tecidual, destaca-se a terapia por fotobiomodulacdo a LED e o
biopolimero de fibrina heter6logo. OBJETIVO: Avaliar os efeitos da terapia por
fotobiomodulacdo a LED associada ou ndo ao biopolimero de fibrina heterélogo no
processo de reparo tecidual de lesGes cutaneas de ratos diabéticos.
METODOLOGIA: Foram utilizadas 48 fémeas, adultas, da linhagem Wistar (Rattus
norvegicus albinus), com 60 dias de idade, pesando 230+20 g, provenientes do
Biotério da Universidade Estadual do Piaui. Os animais foram divididos
aleatoriamente em 4 grupos distintos (grupo controle, grupo biopolimero de fibrina
heterdlogo, grupo terapia por fotobiomodulagdo a LED, grupo terapia por
fotobiomodulacdo a LED associado ao biopolimero de fibrina heterélogo), os quais
foram tratados em dois periodos experimentais (7 e 14 dias). A diabetes foi induzida
a partir da administracdo de uma solucdo aquosa de aloxana a 2% e 0s animais
tiveram a glicemia avaliada por meio do glicosimetro e sintomas clinicos. Os animais
foram submetidos a dois procedimentos cirurgicos, nas regides dorsal e cervical, a
primeira por meio de um punch cutaneo, area de 2 cm?, e a segunda uma leséo
linear de 3 cm, na regido cervical. A andlise da cicatrizacdo decorreu a partir do
calculo da contracdo da area da ferida e pela avaliacdo da forca de tracdo.
RESULTADOS: Os tratamentos terapia por fotobiomodulacdo a LED e biopolimero
de fibrina heterdlogo, utilizados de forma isolados ou em associacdo, indicaram a
estimulacdo do processo de reparo. O grupo biopolimero de fibrina heterélogo
apresentou resultados similares ao grupo terapia por fotobiomodulacdo a LED na
regressdo das feridas, mas apresentaram melhor resisténcia cicatricial, sugerindo
que o grupo LED apresenta ambas qualidades de reparo. O grupo terapia por
fotobiomodulacdo a LED associado ao biopolimero de fibrina heterélogo mostrou
melhor resultado na resisténcia e na regressdo quando comparado aos grupos
biopolimero de fibrina heter6logo e terapia por fotobiomodulacdo a LED,
aproximando-se, estatisticamente, mais ao grupo controle. CONCLUSAO: Diante
dos achados foi observado que os tratamentos com LED, BFH ou LED associado ao
BFH atuaram de forma satisfatéria favorecendo a melhora no processo de reparo
tecidual, sugerindo que estes tratamentos, isolados ou associados, foram eficazes
em estimular o processo de reparacao cicatricial em ratos diabéticos.

Palavras-chave: Diabetes mellitus. Feridas. Biopolimero de fibrina

heterdlogo.Terapia por Fotobiomodulag&o. LED.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Diabetes mellitus is a general heterogeneous term that classifies
metabolic disorders caused by increased glucose levels (hyperglycemia). Among the
therapeutic modalities researched in order to accelerate tissue repair, LED
photobiomodulation therapy and heterologous fibrin biopolymer stand out.
PURPOSE: To evaluate the effects of LED photobiomodulation therapy associated or
not with heterologous fibrin biopolymer in the tissue repair process of skin lesions in
diabetic rats. METHODOLOGY: Forty-eight adult female Wistar rats (Rattus
norvegicus albinus), 60 days old, weighing 230+20 g, from the vivarium of the State
University of Piaui, were used. The animals were randomly divided into 4 distinct
groups (control group, heterologous fibrin biopolymer group, LED photobiomodulation
therapy group, LED photobiomodulation therapy group associated with heterologous
fibrin biopolymer), which were treated in two experimental periods (7 and 14 days).
Diabetes was induced by the administration of an agueous solution of 2% alloxan
and the animals had their blood glucose assessed using a glucometer and clinical
symptoms. The animals underwent two surgical procedures, in the dorsal and
cervical regions, the first by means of a skin punch, an area of 2 cm?; and the second
a linear lesion measuring 3 cm, in the cervical region. Healing analysis was
performed by calculating the contraction of the wound area and evaluating the
traction force. RESULTS: The treatments with LED photobiomodulation therapy and
heterologous fibrin biopolymer, used alone or in combination, indicated the
stimulation of the repair process. The heterologous fibrin biopolymer group showed
similar results to the LED photobiomodulation therapy group in wound regression, but
showed better healing resistance, suggesting that the LED group has both repair
qualities. The LED photobiomodulation therapy group associated with heterologous
fibrin biopolymer showed better results in resistance and regression when compared
to the heterologous fibrin biopolymer and LED photobiomodulation therapy groups,
statistically closer to the control group. CONCLUSION: Based on the findings, it was
observed that treatments with LED, BFH or LED associated with BFH acted
satisfactorily, favoring the improvement in the tissue repair process, suggesting that
these treatments, isolated or associated, were effective in stimulating the healing
process in diabetic rats.

Keywords: Diabetes mellitus. Wounds. Heterologous fibrin

biopolymer.Photobiomodulation therapy. LED.
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DIVULGACAO E TRANSFERENCIA DE CONHECIMENTO

A pesquisa em questdo teve como objetivo geral avaliar o efeito do
biopolimero de fibrina heterdlogo e terapia de fotobiomodulagédo a LED, no reparo de
feridas cutaneas em ratos diabéticos. Nos testes realizados observou-se que 0s
tratamentos com LED, BFH e LED associado ao BFH atuaram de forma efetiva
favorecendo a melhora no processo de reparo tecidual, indicando que estes
tratamentos, isolados ou associados, foram eficazes em estimular o processo de
reparagcdo cicatricial em ratos diabéticos. Assim, conclui-se que € positiva e
recomendada a utlizacdo do LED e do BFH como importantes ferramentas
terapéuticas para o auxilio do processo de reparo tecidual no diabetes.
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1 INTRODUCAO

Diabetes mellitus (DM) é um grave problema de saude publica que atinge,
no Brasil, cerca de 14,3 milh&es de individuos, sendo estimado que 23,2 milhdes de
pessoas apresentardo sinais e sintomas relacionados ao DM até 2040 (LIMA et al.,
2018). DM é um termo heterogéneo geral que classifica os distlrbios metabolicos
ocasionados pelo aumento dos niveis de glicose (hiperglicemia), oriundo das
alteracOes da secrec¢do e/ou agéo da insulina sobre organismo humano. A principal
particularidade do DM est4 associada a dificuldade de reparo das feridas, o qual
retarda a proliferacdo celular, a producdo de fibras colagenas e a formacédo do
tecidode granulacdo (DE PAULA GOMES et al., 2014; SALAZAR, ENNIS e KOH,
2016; MOSTAFAVINIA et al., 2016).

As feridas cutaneas sao complicagbes comuns em pacientes com DM,
ocasionadas pela interrupcdo da continuidade do tecido cutdneo em maior ou em
menor extensdo, causada por traumas fisicos, quimicos ou mecéanicos (SALAZAR,
ENNIS e KOH, 2016). A busca constante por alternativas que reduzam o0s custos
com as lesfes cutaneas tem-se mostrado uma opcéao para equilibrar os gastos com
a saude. Buscar tratamentos que possam diminuir os custos, como também
restabelecer a integridade da pele dos pacientes vislumbra uma alternativa no
processo oneroso dos sistemas de saude (SILVA, et al.,2017).

Dentre as alternativas de tratamento a fotobiomodulacdo (FBM) tem
apresentado resultados positivos no tratamento de feridas crbnicas, cujos efeitos
fotoquimicos, fotofisicos e fotobiol6gicos mostraram-se capazes de alterar o
comportamento celular consequentemente, favorecendo uma adaptacdo tecidual
(MACEDO, et al., 2021).

A FBM utiliza fontes de luz ndo ionizantes com finalidade terapéutica,
dentre essas, o diodo emissor de luz, também conhecido pela
sigla em inglés LED (Light Emitting Diode), tendo a capacidade de modular a
expressao de fatores que contribuem significativamente para atenuar ou minimizar o
desenvolvimento e progressao das alteragdes estruturais, assim como a atividade
funcional. O LED vem sendo estudado ha décadas, e a eficacia do tratamento é

evidenciada por dois principais efeitos estimulantes: pela indugéo na diferenciagéo e


https://pt.wikipedia.org/wiki/L%C3%ADngua_inglesa
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proliferacdo de fibroblastos e e pela sintese de colageno do tecido tissular
(TREVISAN, et al., 2020; DE MORAES PRIANTI et al., 2018).

A eficacia da FBM na aceleracdo da reparacdo de feridas cutdneas é
amplamente conhecida. A radiacdo eletromagnética, coerente e ndo coerente,
aumenta, significativamente, a neovascularizacdo em tecido lesionado, acelerando
0 processo de reparo e diminuindo a area de necrose, indicando um aumento do
fluxo sanguineo em locais de lesdo (FERREIRA et al., 2013). Estudos
experimentais trazem evidéncias do efeito positivo do LED sobre processos de
lesBes teciduais em ratos diabéticos, como apresentado por FERREIRA et al.,
(2013). A eficacia também pode ser observada no estudo clinico realizado por
MINATEL et al., (2009), que utilizou o LED no tratamento de Ulceras em pacientes
diabéticos.

Da mesma forma, o biopolimero de fibrina heter6logo (BFH) vem
demostrando sucesso quando utilizado para estimular o processo de reparo de
feridas. Ele é constituido pela juncdo de fibrinogénio e fator Xlll a trombina,
simultaneamente. A unido desses fatores leva a formacao de um coagulo de fibrina
estavel, polimerizado pela acdo do fator Xlll. Esse produto vem se mostrando
promissor no processo de cicatrizacdo de feridas (SCARDINO, 2019; PINTO;
BASTIANETTO, 2013).

Atualmente na literatura vigente, ndo existem estudos que utilizem a
associacao entre BFH e a FBM a LED sobre o reparo de feridas diabéticas, bem
como 0s seus possiveis efeitos isolados. Diante disso, é necessario estudar a
associacdo entre as estratégias clinicas relevantes para acelerar o processo de
reparo tecidual e os modelos experimentais em ratos vém sendo amplamente
estudados com o intuito de avaliar os efeitos dos recursos terapéuticos sobre o

processo de reparo de les6es cutaneas (MOSTAFAVINIA et al., 2016).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da terapia por fotobiomodulacdo (a LED) associada ou
ndo ao biopolimero de fibrina heterélogo (BFH) no processo de reparo tecidual de

lesdes cutaneas de ratos diabéticos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar por meio da analise histolégica as principais caracteristicas
relacionadas ao processo de reparo (presenca de crosta, reepitelizacao,
angiogénese e deposicao de colageno);

Avaliar por método macroscépico a regressao das feridas em dois tempos
experimentais (7° e 14° dias);

Investigar o grau de resisténcia cicatricial dos grupos experimentais.

Avaliar por meio de andlise de imunohistoquimica a angiogénese.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 PELE

A pele tem como finalidade revestir toda a superficie corporal, visto que é
considerada o maior 6rgao do corpo humano, constituindo cerca de 12% do peso
corporeo (4,5 quilos) (MENDONCA e RODRIGUES, 2011). Este 6rgdo tem
origemdo folheto embrionério do ectodérmica e mesodérmica, tendo como funcéo
principal, servir como barreira contra patégenos, luz ultravioleta, produtos quimicos
e lesGes mecanicas. A pele apresenta caracteristicas funcionais proprias, tais
como: impedir a perda de liquidos, manter a temperatura corpérea, absorver
vitamina D (em virtude da exposicdo solar) e participar do processo de
termorregulacdo (NYAME et al. 2014; BORENA et al., 2015).

A pele é composta de duas camadas a epiderme e a derme, sendo a
epiderme a camada mais externa da pele, constituida histologicamente por tecido
epitelial estratificado pavimentoso queratinizado, a qual pode apresentar diversas
variacbes estruturais e funcionais em seu sitio anatdmico. E constituido por
gueratindcitos, células dendriticas de Merkel, Langherans e melanécitos. A sua
principal funcdo é produzir queratina, proteina fiborosa maleavel responsavel pela
impermeabilidade cutanea (MENDONCA e RODRIGUES, 2011; JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2012).

Sabe-se que o estrato corneo (camada mais superficial da epiderme) é
constituido por células desvitalizadas queratinizadas, as quais se agrupam de forma
estratificada, uma sobre as outras, e, em seguida, separam-se para que ocorra a
descamacdo. Abaixo dessa subcamada, sdo encontrados 0s seguintes estratos
(granuloso, espinhoso, lucido e basal). Na epiderme ndo sdo encontrados vasos
sanguineos, contudo, o Unico meio responsavel pela alimentacdo da epiderme é
atraveés da difusdo dos leitos capilares da derme. Esse método é essencial para que
as células mais proximas continuem vivas, porém, a medida em que elas se
dividem e sdo empurradas para a superficie, as mesmas nao estdo propicias a
se alimentarem, ocasionando assim um processo denominado apoptose
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2012).

A derme é uma camada espessa constituida por tecido conjuntivo

altamente vascularizada, constituida por proteinas fibrosas (colageno e elastina)
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embebidas em substancia basal amorfa, propriedades viscoelasticas, que se situa
entre a epiderme e a tela subcutanea, apresentando em torno de 1 mm até 4 mm
de espessura, sendo composta de duas porgOes: a derme papilar (externa) e
reticular (interna) (MENDONCA e RODRIGUES, 2011).

A derme papilar é constituida por numerosos fibroblastos e pela substancia
fundamental, as quais formam as papilas dérmicas que s&o constituidas por tecido
conjuntivo frouxo, colageno tipo Il e fibras coldgenas, representando cerca de 10%
da espessura da pele. Ja a camada reticular é constituida por tecido conjuntivo
denso ndo modelado, os quais sédo entrelacados por fibras colagenas tipo | e fibras
elasticas, contendo ainda, vasos sanguineos, nervos e glandulas (sebéaceas e
sudoriparas) (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2012). A derme € constituida por
diferentes tipos de células, entre as principais, destacam-se: fibroblasto e fibrdcitos,
mastoécitos e leucocitos sanguineos, neutréfilos, eosindfilos, linfécitos, mondcitos e
plasmadcitos, macrofagos teciduais e melandfagos (JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2012).

A tela subcutdnea também conhecida como hipoderme é formada a partir
do folheto embrionario do mesoderma, sendo constituida principalmente por tecido
adiposo, o qual tem como funcdes principais: reserva energética, isolante térmico e
protecdo contra choques mecanicos. O tecido adiposo € um tipo de tecido
conjuntivo caracterizado pelo predominio de células adiposas (adipdcitos).
Encontra-se distribuido na tela subcutdnea em dois estratos distintos: o lamelar
(compostos por adipécitos fusiformes e pequenos que se sobrepdem e armazenam
0 maior volume de gordura) e o areolar (formado por células globulares, tlrgidas e
superpostas, sendo seu maior eixo perpendicular a superficie da pele)
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2012).

3.2 FERIDAS CUTANEAS

A ferida pode ser definida como qualquer perda da integridade da pele, que
dependendo do nivel pode levar a perda da funcéo essencial. Fisiologicamente, nas
feridas superficiais o processo de reparo estd sempre associado a contracdo da
pele e crescimento das células seguido pelo fechamento e recuperagéo da ferida.
Ja nas feridas profundas o tempo de reparo pode ser maior associado ou ndo a

presenca de processos infecciosos que podem tornar mais dificil o processo de
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cicatrizacdo (NYAME et al., 2014).

As feridas cutaneas podem ser agrupadas em dois tipos: aguda e cronica.
As feridas agudas correspondem aquelas que apresentam sinais de recuperacao
em menos de 3 meses, sendo que as principais causas de lesdo agudas sdo as
incisdes cirurgicas, laceracfes e abrasbes. As feridas cronicas sdo identificadas
como feridascujo periocidade do tratamento foi superior a trés meses, sendo que as
causas principais deste tipo sdo as doencas vasculares periféricas e as lesées por
pressdo (WALKER et al., 2015).

REZENDE et al., (2008) realizaram em seus estudos um levantamento
acerca do custo para o tratamento das feridas de pé diabético, o qual constatou,
analisando os valores pagos por internacao pelo SUS, a média por internacédo foi
de R$ 633,97 + 4.945,00, sendo o custo diario total das 109 interna¢fes foi de R$
69.103,03, sendo esse valor apenas para pés diabéticos, excluindo as demais
lesBes causadas pela DM e seus respectivos custos.

As feridas crbnicas afetam cerca de 37 milhdes de individuos em todo
mundo podendo causar morbidade e mortalidade. CORTEZ et al., (2019)
realizaram um levantamento acerca do custo para tratamento de feridas crénicas,
na qual estabeleceram, constatando o tempo médio de acompanhamento da leséo
de 620 dias e com a troca diaria do curativo convencional, o custo estimado total de
todos os pacientes foi no valor de R$ 101.030,58 (US$ 26.586,94). Na modalidade
de tratamento com coberturas avancadas, o tempo médio de acompanhamento foi
de 151 dias, o que resultou em um custo total de R$ 15.631,02 (US$ 4.113,43).
Para calcular esses valores, foi levantado o valor de insumos por unidade.

As coberturas e tratamentos avancados apresentam maior custo quando
analisadas isoladamente, mas, considerando-se o numero reduzido de trocas e as
propriedades terapéuticas desse tipo de cobertura, o custo do tratamento € cerca
de sete vezes menor, quando comparadas a cobertura convencional.

Além desses beneficios, os curativos com coberturas interativas permitem
melhora da qualidade de vida para os pacientes, com aceleracao da cicatrizacao e,
ao mesmo tempo, retorno as atividades laborais e sociais, antes restritas pela
presenca da lesdo (MEYER et al., 2019; LUCIO, PAULA, 2020).

Portanto é necessaria a compreensdo dos processos relacionados a
cicatrizacdo das feridas, assim como, as principais modalidades terapéuticas

indicadas para cada fase do tratamento.
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3.3 FASES DO PROCESSO DE REPARO TECIDUAL

Segundo Sun, Siprashvili e Khavari (2014); Frykberg e Banks (2015) e
Borena et al., (2015), o processo de reparo de feridas cutaneas pode ser dividido
em trés fases distintas, taiscomo: fase de inflamatéria (hemostasia), proliferativa e
remodeladora.

A hemostasia é o primeiro estagio do reparo de feridas, a qual depende da
atividade plaquetéria e da cascata de coagulacdo, que tem como finalidade formar
um coagulo por meio de uma vasoconstricdo imediata, no intuito de evitar possiveis
perdas exorbitantes de sangue no espaco extravascular apdés a agressdo. O
coagulo é formado por fibrina que tem como finalidade reorganizar a homeostase
para que ocorra a liberagdo dos fatores de crescimento (FCs), interleucina-1 (IL-1),
fator de crescimento transformante B (TGF-B), citocinas e elementos da matriz
extracelular (MEC), além disso, niveis elevados de espécies reativas de oxigénio
(EROS) dentro de neutrofilos e macréfagos iniciam a via de coagulacao extrinseca
induzindo as plaquetas a liberarem os fatores de coagulacdo que atuam como
suporte para a migracdo das células (Ql et al., 2014).

Os principais constituintes celulares de uma ferida sdo a presenca de
leucdcitos polimorfonucleares (PMN) e os macréfagos derivados de mondcitos, 0s
quais aparecem proporcionalmente a sua quantidade presente na circulagéo
(OLIVEIRA e DIAS, 2012). Os macrofagos apresentam capacidade fagocitica de
bactérias e ativa o desenvolvimento de tecido de granulacdo, predominantes do 3°
ao 5° dia apdés a lesdo (OLIVEIRA e DIAS, 2012). A hemostasia e a fase
inflamatéria ocorrem imediatamente apdés a lesao e duram em tornode 1 a5 dias,
as quais sao acompanhadas por vasodilatacdo sistémica e vasoconstricdo
endotelial vascular e com participacdo dos neutrofilos e macrofagos que agem no
intuito remover os detritos da lesdo para prevenir a infec¢ao. (ZENG et al., 2018).

Nesta fase destaca-se a participacdo do fator de necrose tumoral-alfa
(TNF-a), um importante mediador inflamatério, visto que este quando depositado
em grandes quantidades pode estar relacionado as doencas inflamatérias crénicas,
fazendo com que as feridas evoluam para cicatrizes indesejaveis (CHILDS e
MURTHY 2017). Também sé&o sintetizadas glicoproteinas, como a cicloxigenase
(COX), a qual apresenta duas isoformas: COX-1 e COX-2. Ressalta-se o papel da
COX-2, a qual esta associada na producdo de importantes mediadores pro-
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inflamatorios que atuardo sobre o processo fisiopatologico (CHILDS e MURTHY
2017).

A fase proliferativa é marcada pelo estagio de fagocitose da ferida, em
virtude da reparacao do tecido epitelial e conjuntivo. Nesta fase, ocorre a formagao
de uma matriz contendo fibrina, fibronectina e queratindcitos, que séo liberados dos
reservatorios de células-tronco se proliferando e diferenciado para reconstruir uma
barreira epidérmica sobre a matriz, assim como a proliferacdo de células
endoteliais incrementadas por fatores de crescimento endotelial vascular (VEGF)
atuando sobrea angiogénese (OLCZYK et al., 2014). Durante esta fase, a formacéo
de novo vasos sanguineos é necessaria, visando suprir as demandas metabdlicas
das células em proliferacdo durante a reepitelizacdo e granulacdo (OLCZYK et al.,
2014).

A expressado dos receptores da integrina nas células epidérmicas permite
que eles interajam com uma variedade de proteinas da MEC (fibronectina e
vitronectina) que séo intercaladas com colageno tipo | do estroma na margem da
ferida e entrelacadas com o coagulo de fibrina na ferida (OLCZYK et al., 2014). Os
fibroblastos produzem o coldgeno que sustenta uma rede de capilares que
mantém a base da formacado do tecido de granulacdo, auxiliando o crescimento
capilar ao redor lesdo, o qual atua por um periodo de 5 a 14 dias (ORYAN e
SAHVIEH, 2017).

O tecido de granulacao é produzido apés a inducao da lesdo (3 a 4 dias), a
partir de processo intermediario entre o desenvolvimento da malha formada por
fibrina, fibronectina e colageno. A partir deste evento, inicia-se a fase de contracao
das paredes marginais da lesdo, a qual € marcada pela atuacao dos fibroblastos
que se diferenciam em miofibroblastos, que tem como finalidade agir sobre a
aproximacdo das margens da ferida, fazendo com que as fibras de colageno se
sobrepbem e se entrelagcarem no intuito de estimular o fechamento da lesdo. Ao fim
dessa fase, ocorre o0 estagio de epitelizacdo, cujo qual € marcado pela migracao de
queratinodcitos (células epiteliais) desde as margens da ferida (OLIVEIRA e DIAS,
2012).

Por fim, a fase remodeladora pode ocorrer simultaneamente 3 a 4 dias apés
afase de proliferacdo, podendo durar de 3 semanas a 2 anos. E a fase mais
importante clinicamente, em que ocorre a diminuicdo da atividade celular, do

namero de vasos sanguineos e a perda do nucleo dos fibroblastos. O colageno (tipo
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I) é depositado para formar uma rede bem organizada sob a influéncia do TGF-8 e
do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) (OLIVEIRA e DIAS, 2012).

A angiogénese em constante mudanca exige coordenacdo precisa de
citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, tornando as quimiocinas
extremamente importantes na cicatrizacdo de feridas, visto que um desequilibrio
entre 0 ambiente da quimiocina pode retardar o processo de cicatrizacao da ferida,
como o DM, onde ha um excesso de inflamagdo impedindo que a ferida
progrida para o estagio de proliferagdo, levando ao desenvolvimento de uma ferida
cronica que nao repara ou forma com uma cicatriz remanescente (RIDIANDRIES;
TAN e BURSILL, 2018).

3.4 DIABETES MELLITUS

Diabetes mellitus é um conjunto de doencas metabdlicas crbnicas néo
transmissiveis de origem multifatorial representada pela prevaléncia da
hiperglicemia cronica decorrente das alteracdes da secrecdo de insulina e/ou
incapacidade da insulina de exercer sua funcdo fisioldgica no corpo humano
(CHENTLI, AZZOUG e MAHGOUN, 2015). A prevaléncia do DM, em geral, esta
crescendo em todo o mundo, e esta se tornando um problema epidémico e
endémico com a carga social e econdmica, estima-se que cerca de 10,9 milhdes de
adultos norte-americanos com faixa etaria entre 30 a 65 anos, apresentam
diagnostico de DM, ainda acredita-se que esse numero devera atingir 26,7 milhdes
até 2050 (BORISSOVA et al.,2015; NGUYEN et al., 2015; KALRA et al., 2015).

A classificacdo do DM é determinada de acordo com a sua etiologia,
podendo ser categorizada em: DM tipo 1, DM tipo 2, DM gestacional e outros tipos
especificos. A DM tipo 1 é relacionada com a destruicdo das células pancreaticas
beta (B) com a escassez absoluta da insulina e com tendéncia a cetoacidose,
enquanto, que o DM tipo 2, resulta na resisténcia a produgéo dos niveis de insulina
e pela deficiéncia em sua producdo pelo organismo e por fim, a DM gestacional,
que € definida por uma anomalia da tolerancia aos hidratos de carbono
diagnosticada ou detectada pela primeira vez durante a gravidez, resultando em
graus variaveis de hiperglicemia materna, podendo persistir apdés o parto ou ser
uma condicdo temporéaria se for tratada adequadamente (PUNTHAKEE et al.,
2018).

Geralmente, acredita-se que no DM tipo 1 é ocasionado uma destruicdo
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imune, diretamente mediada das células B pancreaticas produtoras de insulina,
embora o DM tipo 1 possa ser diagnosticado em qualquer idade, € uma das
doencas cronicas mais comuns da infancia entre os 5 e 7 anos de idade, sendo
mais comum em individuos do género masculino. Polidipsia, polifagia e poliaria (o
trio classico de sintomas associados ao inicio da doenca), juntamente com a
hiperglicemia evidente, permanecem como marcos diagnosticos em criancas e
adolescentes e, em menor grau, em adultos (WHITING et al.,, 2011; ATKINSON;
EISENBARTH e MICHELS, 2014).

DM tipo 2 consiste na resisténcia a insulina, que reduz a captacdo de
glicose em tecidos insulinodependentes e inicia-se com hiperinsulinemia
compensatoria, que pode persistir por meses ou anos (BENDINELLI et al., 2012). O
DM tipo 2, que representa 90% a 95% dos casos, ocorre predominantemente apos
os 40 anos de idade, visto que nesses casos, embora a hiperglicemia esteja
presente, a cetoacidose raramente se desenvolve. Além do DM, a resisténcia a
insulina tem muitas manifestacdes que incluem obesidade, nefropatia, hipertensao
arterial, dislipidemia (hipertrigliceridemia, HDL baixo, didametro das particulas de LDL
diminuido, lipemia poés-prandial aumentada e acumulo de lipoproteinas
remanescentes), hiperandrogenismo ovariano e adrenarca prematura, gordura nao
alcodlica, doenca hepatica e inflamacao sistémica (KHARROUBI et al., 2015).

Ramos et al., (2014) esclarecem em seu estudo que no DM ocorre uma
dificuldade de reparo nas feridas, devido ao comprometimento do baixo fluxo
sanguineo, evitando um adequado fornecimento de oxigénio, nutrientes e
antibiéticos, as quais estdo associadas a supressdo da resposta inflamatoéria, tais
como: diminuicdo na angiogénese (formacdo de novos vasos), alteracdes na
migracao e proliferacdo de fibroblastos e células endoteliais e defeitos na deposi¢ao
de colageno.

Lima e Araujo (2013) retratam varios mecanismos que sdo apontados como
fatores importantes na diminuicdo do processo de reparo, entre eles, a produgao
excessiva de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS), diminuicdo do Oxido Nitrico
(NO), diminuicdo da reposta aos Fatores de Crescimento (GFs) e das proteinas da
via de sinalizacéo da insulina.

A presenca da disfuncdo endotelial, caracterizada pela incapacidade das
artérias e arteriolas em desempenhar suas funcdes na regulacéo do ténus vascular,

em resposta a um estimulo apropriado, leva a um microambiente isquémico, ou
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seja, uma porcdo do organismo que nao recebe oferta sanguinea suficiente. Esta
disfuncdo esta associada com a diminuicdo da biodisponibilidade do NO, pela
diminuicdo da producdo pelo endotélio e/ou aumentada inativacdo do NO por
ROS. A excessiva producdo de ROS em pacientes diabéticos é um fator primério
que contribui para deficiéncias de cicatrizacdo de feridas. O rompimento do
equilibrio normal das Metaloproteinases (MMPs) e dos Inibidores Teciduais da
Metaloproteinases (TIMPs) também contribui para o retardo da cicatrizagdo em
diabéticos. Outra via envolvida neste processo € a da sinalizagdo da insulina,
expressa na pele intacta de animais, sendo que, com o estimulo exégeno de
insulina, ocorre a ativacao de proteinas. Estudo recente identificou que as proteinas
envolvidas na via de sinalizacdo de insulina na ferida cutanea de animais diabéticos
estdo diminuidas em relacdo aos animais saudaveis, dificultando o reparo tecidual
(LIMA e ARAUJO, 2013).

E de suma importancia considerar que diversos métodos de terapias
alternativas tém sido amplamente estudados para investigar os reais efeitos sobre o
processo de reparo de feridas em diabéticos, devido aos tratamentos existentes
serem curativos e pouco eficazes e a necessidade de troca continua resultar em

alto custo.

3.5 TERAPIA POR FOTOBIOMODULACAO

A terapia por fotobiomodulacdo se refere a aplicacdo de luz a um sistema
biolégico capaz de induzir um processo fotoquimico, principalmente nas
mitocondrias, com estimulacdo da producdo de energia em forma de adenosina
trifosfato (ATP), o que pode aumentar o metabolismo celular e produzir efeitos
como analgesia, reparo de tecidos, reducdo de fadiga muscular, dentre outros
(BACELETE e GAMA, 2021).

As primeiras aplicacdes clinicas da fotobiomodulacéo realizadas com laser
de baixa intensidade ocorreram na década de 60, sendo o médico hungaro Endre
Mester, o descobridor do potencial fotobiolégico do laser de rubi. A partir de entéo,
a terapia por fotobiomodulacdo com laser, vem sendo um dos recursos
terapéuticos mais utilizados na pratica clinica para modular a inflamacéo e
estimular o reparo de diferentes tecidos (PAULA, 2016). No entanto, o0s

mecanismos de acdo da terapia por fotobiomodulacdo ainda ndo sao totalmente
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conhecidos. Sabe-se que seu mecanismo biologico basico € descrito através da
absorcéo de luz vermelha pelos croméforos mitocondriais, em particular o citocromo
C oxidase que atua como um fotorreceptor, contido na cadeia respiratéria localizada
no interior das mitocéndrias e também por fotorreceptores na membrana plasmética
das células.

Resultados satisfatorios com o uso do laser na faixa espectral do vermelho
ao infravermelho (600-1200nm) tém sido comprovados através de estudos
experimentais e clinicos, indicando que esta terapéutica pode ter eficiente acéo
moduladora de inflamacdo e analgésica, além de aumentar a producdo de
adenosina trifosfato (ATP), facilitando o crescimento celular e a neovascularizacéo
e, consequentemente, promovendo rapidez e qualidade no processo de reparo de
lesBes cutaneas (SANCHEZ; ANDRADE; PARIZOTO, 2018).

Outras fontes de luz com objetivos semelhantes ao laser foram descobertas
e exploradas, como o LED sigla do inglés Light-emitting diode. Ambas as fontes de
luz (laser e LED) ndo séo ionizantes e monocromaticas diferindo apenas na
coeréncia, que consiste na radiacdo formada por ondas eletromagnéticas de
mesma frequéncia e direcdo que mantém uma relacdo de fase constante entre si.
Estudos que investigaram a importancia da coeréncia da luz nos efeitos
terapéuticos e observaram que a coeréncia que difere a luz laser do LED néo é o
parametro de maior relevancia, ja que o LED, uma luz ndo coerente também tem
demonstrado efeitos positivos no tratamento dos tecidos (ANDERS; LANZAFAME;
ARANY, 2015; LEAL JUNIOR et al., 2009)

Estudos experimentais em ratos diabéticos (DE LOURA SANTANA et
al.,2015; PATROCINIO-SILVA et al., 2016; AHMED et al., 2018) tém demonstrado
gue a FBM apresenta resultados efetivos acerca do reparo tecidual, devidos
aos seus efeitos fisioldgicos, tais como: a proliferacao de fibroblastos (FORTUNA
et al., 2017), reducédo do processo inflamatério (PESSOA et al., 2017), incremento
da sintese de colageno e reparo tecidual (DE LOURA SANTANA et al.,2015;
PATROCINIO-SILVA et al., 2016; AHMED et al., 2018).

A FBM atua na migracao celular, viabilidade, na angiogénese e proliferacéo
em células fibroblasticas, agindo diretamente nos danos causados pela deficiéncia
vascular oriunda da DM, que provoca uma distribuicéo prejudicada de sangue para
as extremidades do corpo, ha uma reducado da sensibilidade, caréncia de oxigénio,
reducéo da formag&o de novos vasos (LUCIO, PAULA, 2020).
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Considerando as propriedades envolvidas no reparo dos tecidos apos leséao
tecidual, a FBM € um recurso de grande relevancia clinica, uma vez que promove
efeitos fotobioldgicos efetivos sobre o reparo de feridas, no entanto, o seu
mecanismo de acdo ainda ndo esté totalmente elucidado pela literatura vigente é
totalmente compreendida, em que acredita-se que os efeitos fisioldgicos sao
almejados por vias proliferativas e energéticas, transducdo de sinais elétricos,
bioguimicas ou atividade imunitaria, que dependem de parametros dosimétricos
(comprimento de onda, energia, tempo de irradiacdo, entre outros) (KARU et al.,
2014).

3.6 BIOPOLIMERO DE FIBRINA HETEROLOGO

O biopolimero de fibrina heterélogo (BFH) foi desenvolvido em 1990 por um
grupo de pesquisadores do Centro de Estudo de Venenos e Animais Pegonhentos
(CEVAP), no Estado de Sao Paulo, Brasil, objetivando se tornar um adesivo a base
de fibrina sem o uso de sangue humano, impedindo a transmissdo de doencas
infecciosas. Ap6s o desenvolvimento de pesquisas com o BFH, comprovou-se sua
capacidade adesiva; acdo coagulante, acdo adjuvante no reparo 0sseo,
cartilaginoso como também a possibilidade de utilizacdo como arcabouco para
células-tronco mesenquimais (LIMA, 2019).

O BFH é constituido por um crioprecipitado rico em fibrinogénio extraido do
sangue de bufalos Bubalus bubalis, de uma enzima semelhante a trombina
(serinoprotease) obtida do veneno da cobra Crotalus durissus terrificus e um
diluente de cloreto de célcio. A falta de derivados do sangue humano impede a
transmissdo de doencas infecciosas de virus novos ou mesmo antigos. Os
beneficios descritos para o uso do biopolimero de fibrina em Ulceras cronicas estéo
relacionados a hemostasia e & maior aderéncia do enxerto ao leito da Ulcera. Além
de sua funcdo de aderéncia, o biopolimero de fibrina é um excelente arcabouco
bioldgico. Sua caracteristica de aderir ao leito da ferida, por pelo menos quatro dias,
o torna uma excelente estrutura de liberacdo de farmacos para incorporacédo e
liberacdo de células, fatores de crescimento e até antibioticos (ABADDE et al.,
2021).

O BFH é preparado a partir do concentrado de fibrinogénio, fator Xl e

fibronectina com a adicdo da trombina e acido tranexamico ou aprotinina, onde o0s
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componentes sdo misturados no momento da aplicacdo. O acréscimo de aprotinina
ou acido tranexamico contribui para a formacdo do coagulo de fibrina. O
fibrinogénio sendo precursor da fibrina, representa o elemento basico do coagulo. A
transformacado do fibrinogénio em fibrina estavel ocorre a partir da acdo da
trombinae do fator Xlll. O BFH mimetiza as etapas finais da cascata da coagulacéo,
de maneira autbnoma em relacdo ao mecanismo de coagulacdo, sendo também
efetiva nos pacientes portadores de coagulopatias ou naqueles que estao fazendo
uso de anticoagulantes ou heparina. O codgulo estavel, reforcado pela ativacdo do
fator XIllIl, o qual participa da sintese de colageno e proliferacdo de fibroblastos,
contribuem para a cicatrizacdo dos tecidos (OLIVEIRA, et al., 2020; MONSEF et
al.,2014 SCARDINO et al., 2019).

Os BFH vém sendo amplamente utilizados em aplicacdes clinicas, na
forma de adesivo biologico, em virtude das suas propriedades hemostaticas, que
atua reduzindo os quadros de hemorragias. O BFH pode servir como um arcabouco
apropriado, permitindo a proliferacdo celular sem que ocorra deformacéo estrutural
(MONSEEF et al., 2014; SCARDINO et al., 2019).

A aplicabilidade do BFH vem sendo estudada por meio de modelos
experimentais em animais, entre as principais, destaca-se: a pele (RAHAL et al.,
2003), intestino (LEITE et al., 2000), tenddo (FERRARO et al., 2005) entre outras
aplicacoes.

Apbs anos de pesquisas, Lima (2019) afirma que foi constatado que o
biopolimero de fibrina heter6logo atua na formacao de cicatriz mostrando resultado
satisfatorio para a area de adesdo; sem apresentar efeitos téxicos locais ou
sistémicos. Outro ponto positivo que podemos salientar € que o biopolimero de
fibrina heterélogo tem menor custo de producédo sendo de facil aplicagéo tornando-
se viavel para utilizacdo em modelos animais.

O BFH é uma cola derivada do veneno de serpente com diversas
aplicacbes na area da saude. Tém propriedades hemostética, adesiva, selante,
arcabouco e é amplamente utilizada em procedimentos médicos e odontologicos
(COLETTA et al., 2019).

Estudo utilizando o biopolimero de fibrina heterélogo mostraram resultados
satisfatérios em cirurgias de enxerto de gengiva se comparado com enxertos
suturados, indicando que o BFH pode representar uma alternativa eficaz e segura

assuturas convencionais em procedimentos gengivais (BARBOSA et al., 2007).
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Vicente et al., (2007) compararam a eficacia da coaptacdo com o BFH na
reparacao do nervo fibular. Ratos Wistar tiveram seu nervo seccionado e reparado
imediatamente com o BFH. Os nervos que foram reparados com o BFH foram
mielinizados e tiveram as fibras nervosas reparadas, demonstrando uma
interrupcdo da hemorragia e a recuperacao funcional da estrutura do nervo .

Estudos realizados com fémeas de ratos Lewis demostraram a eficiéncia do
BFH na recuperagcdo motora e na preservacao sinaptica de cirurgia reparadora de
avulsdo de raiz ventral, na interface do sistema nervoso central, auxiliando na
neuroprotecdo e preservacao da rede sinaptica, reduzindo a reacdo astroglial e
aumentando os niveis de RNA mensageiro (RNAmM) para as neutrofinas e
citocininas, que podem contribuir para a melhora da funcdo motora (BARBIZAN et
al.,2013).

Estudos conduzidos por latecola et al., (2013) constataram a capacidade
osteocondutora do BFH na reparacdo de defeitos no cranio em ratos Wistar
machos,que pode representar um recurso, aplicado nas cirurgias de reconstrucao
ossea.

Estudo realizado por Ereno (2009) aponta o uso do biopolimero como
arcabouco para células-tronco mesenquimais (CTMs) em neurocirurgia,
corroborando Gasparotto et al., (2014) constataram que o BFH nao afetou o
microambiente biolégico das células ndo havendo prejuizo na adesdo celular,
proliferacédo ou diferenciacédo e permitiu a aderéncia e o crescimento de CTMs. Tais
resultados sugerem que o BFH €é um polimero biocompativel e adequado
carrear células-tronco em distintas situacdes, inclusive na engenharia de tecidos.
Essa funcdo de estrutural foi descrita com sucesso por Orsi et. al.,, (2017), ao
utilizar o BFH como arcabouco para CTMs, na regeneracdo 0ssea de ratos com
osteoporose.

No momento atual o biopolimero de fibrina heterdlogo tem eficacia
comprovada por diversos estudos publicados em revistas cientificas indicando ser

um produto seguro e com eficacia promissora.
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4 METODOLOGIA
4.1 ASPECTOS ETICOS E LEGAIS

Este trabalho foi realizado em modelo in vivo (modelo animal). O presente
estudo foi submetido ao Comité de Etica para o Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Estadual do Piaui (UESPI) e aprovado sob protocolo 0298/2019
(Anexo A). Para realizacdo do presente projeto, foram respeitadas as premissas
éticas através da Lei 11.794, de 8 de outubro de 2008, que rege os

procedimentos para o0 uso de animais em pesquisas cientificas.

4.2 ANIMAIS

A pesquisa foi realizada no laboratorio de Fisiologia da UESPI, situado na
rua Olavo Bilac, n°® 2335, bairro Centro (Sul) em Teresina — Piaui. Para a
realizacdo deste estudo foram selecionados 48 ratos Wistar (Rattus norvegicus
albinus) fémeas, adultas (acima de 60 dias de vida), com 250 g + 30g de massa
corporal, provenientes do Biotério da UESPI. Os animais foram mantidos em
gaiolas individuais, de polietileno,devidamente etiquetadas, 0s quais estiveram em
temperatura ambiente controlada de 25°C e umidade do ar de 60%, fotoperiodo de

12 h claro/escuro, recebendo agua e alimentacdo padrdo ad libitum.

4.3 INDUCAO EXPERIMENTAL DO DIABETES

Para inducdo do modelo experimental do DM, foram realizadas buscas
sobre metodologias que utilizassem aloxana com a finalidade de induzir a patologia
e que obtinham resultados positivos, além de baixo indice de mortalidade. Apés
algumas tentativas, encontrou-se maior sucesso no método desenvolvido por
Gongalves (2018) utilizando animais fémeas.

Os animais foram submetidos a um jejum prévio de 12 horas, visto que
estas condi¢gbes favorecem o desenvolvimento da patologia. Foi injetado, por via
intraperitoneal, nos animais uma dose Unica, calculada a 60 mg/kg de peso
corporal, de solucdoaquosa de aloxana a 2% (Aloxan-Sigma St. Louis USA), uma
droga conhecida por destruir as células beta-pancreéticas, causando alteracfes na

homeostase glicémica.
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Para confirmacdo do aumento da glicemia, os animais foram submetidos a
glicosimetria, mediante investigacdo pelo instrumento Accu check active (Roche,
Suica), os quais foram considerados diabéticos aqueles que apresentarem glicemia
no valor de 200 mg/dL ou superior, valor estabelecido pela Associacdo Americana

de Diabetes (ADA), ap0s o sétimo dia da inducéo experimental.

4.4 PROCEDIMENTO CIRURGICO

A partir da apresentacdo dos sintomas clinicos e glicemia elevada, os
animais, ap0s a pesagem, foram anestesiados com injecdo intramuscular (IM) de
cloridrato de ketamina, na dose de 60-80 mg/kg, e cloridrato de xilazina , na dose
de 1,6-2,0 mg/kg, conforme normas e diretrizes éticas para pesquisa com animais
da Resolucdo 879 de 15 de fevereiro de 2008, do Conselho Federal de Medicina
Veterinaria.

Apés a tricotomia da regiao dorsal os ratos foram posicionados em decubito
ventral, foi realizada assepsia com alcool a 70% para a realizacdo de duas feridas,
uma longitudinal e outra circular, em cada animal. Para as les6es, foi demarcado o
dorso dos animais, abaixo das escapulas, e realizada uma leséo linear de 3 cm, em
seguida as bordas foram aproximadas com 3 pontos de sutura (figura 1 A). Esta
leséo teve a finalidade de avaliar a qualidade da cicatrizacdo por meio da anélise
de forca de tracéo (item 4.9). Posteriormente, no mesmo ato cirlrgico, foi realizado
a segunda lesdo com um punch dermatolégico, com um diametro de 2 cm
atingindo todas as camadas da pele e removendo-as (figura 1B). A hemostasia foi
feita por compressao digital, utilizando-se gazes esterilizadas.

Nos primeiros trés dias de pds-operatério, foi administrado, como
medica¢do analgésica, paracetamol 200 mg/ml de 8 em 8 horas. Os animais foram
monitorados diariamente pelo pesquisador. A higienizacdo das caixas, manutencao
da alimentacdo e troca da agua, foram realizadas regularmente por profissional
habilitado.
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Figura 1: Representacdo da inducdo das feridas no dorso do animal.

Legenda: A: inducdo da ferida longitudinal B: indugéo da ferida circular.

Fonte: autor

Os animais (todos diabéticos) foram distribuidos aleatoriamente em 4
grupos distintos (grupo controle, grupo biopolimero de fibrina heterélogo, grupo
terapia por fotobiomodulacdo a LED, grupo terapia por fotobiomodulacdo a LED
associado ao biopolimero de fibrina heter6logo) com 12 animais por grupos, 0S
quais foram avaliados em dois periodos experimentais, 7 e 14 dias apés o inicio do
tratamento. Abaixo estdo descritos os grupos experimentais que foram estudados:

Grupo Controle (GC): animais diabéticos com feridas o0s quais néao

receberamnenhum tipo de intervencao;

Grupo Biopolimero de fibrina heter6logo (BFH): animais diabéticos com feridas

tratados com BFH;

Grupo terapia por fotobiomodulacdo a LED (LED): animais diabéticos com

feridas tratados com a terapia por fotobiomodulagéo a LED.

Grupo Terapia por fotobiomodulacdo a LED associado ao biopolimero de
fibrina heterologo (LED + BFH): animais diabéticos com feridas tratados com

associacao da terapia por fotobiomodulagdo a LED e do BFH.
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4.5 TRATAMENTO

O tratamento com as terapias isoladas (LED e BFH) e associadas (LED +
BFH) de cada animal teve inicio 1 hora apds procedimento cirargico, a partir disso,
ocorreu a cada 72h, até o fim do periodo, sendo 7 ou 14 dias.

O LED era aplicado em um angulo reto durante 60 segundos, a uma
distancia de 1cm da ferida, cujo feixe atinge a area de 2cmz2. Era aplicado antes do
BFH, quando associados.

A terapia por fotobiomodulacdo a LED (figura 2) foi realizada utilizando o
equipamento LED Tendlite® medicinal, modelo 204 nos parametros descritos

conforme especificacdo do fabricante na tabela 1.

Tabela 1: Parametros de aplicacéo da terapia por fotobiomodulagéo a LED.

COMPRIMENTO DE ONDA 660 nm
POTENCIA DE SAIDA 0,166 W
DIAMETRO DA PONTA 2,54cm

TEMPO DE IRRADIACAO 60 segundos
ENERGIA 9,96J

AREA DE FEIXE 2.cm?

TECNICA DE APLICACAO Pontual a distancia de 1 cm
NUMERO DE PONTOS 1
FREQUENCIA DE APLICACAO A cada 72 horas

Fonte: autor

Figura 2: Esquema representativo da aplicacdo da terapia de fotobiomodulagéo a
LED

Fonte: autor
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O Biopolimero de Fibrina Heterdlogo foi fornecido pelo CEVAP- Centro de
Estudos de Animais Peconhentos, da Universidade Estadual de Sdo Paulo- UNESP,
Botucatu, constando de trés frascos ( figura 3): Frasco diluente contendo 0,6mL de
cloreto de calcio, frasco da fracdo 1 ( tarja vermelha) contendo 0,4 mL da enzima
semelhante a trombina e o frasco da fracdo 2 ( tarja preta) com 1 mL de
crioprecipitado. A aplicacédo do biopolimero foi realizada de forma tépica nas feridas
dos grupos BFH e LED + BFH, utilizando 2 seringas de 1 mL, uma contendo a
mistura do frasco 1 e do frasco diluente e a segunda seringa, contendo 1ml da
fracdo 2. Foram aplicados 2 g do biopolimero de fibrina heterdlogo na area lesionada
e espalhado com auxilio de uma espatula de forma que toda a area ficasse
recoberta.

O procedimento aconteceu a cada 72 h a partir do procedimento cirdrgico,

sendo o BFH realizado ap6s a aplicagdo do LED quando associados.

Figura 3 - Biopolimero de Fibrina Heterélogo: Cloreto de célcio, trombina e crioprecipitado.

- )
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livente — 0,6ml Fragao 1 FTEZ:OIH
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Fonte: autor

4.6 PREPARO DAS AMOSTRAS

A eutanasia dos animais ocorreu nos periodos pré-estabelecidos 7 e 14
dias, por meio de sobredose do anestésico tiopental soédico (100mg/kg), por via
intraperitoneal (IP).

A coleta das amostras de pele incluiu toda a extensédo das feridas, com

margem de 1 cm de pele integra. A margem atua como referéncia de tecido
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saudavel para que possa ser localizado o ponto de leséo a ser analisado.

As amostras da ferida circular foram destinadas as andlises histolédgicas.
Para isso, foram fixadas em solucdo tamponada de formalina a 10 % durante 24
horas. E encaminhadas para o processamento histolégico convencional, constando
de desidratacdo com alcool, diafanizacdo em xilol e inclusdo em parafina.

Os blocos foram cortados em micrétomo rotativo, com cortes de 5
micrémetros de espessura, e submetidos a coloracdo com Hematoxilina e Eosina
(HE) e que permite a visualizacédo das fibras colagenas na cor rosa, sendo essa a
mais comum e rotineira, e, para analise mais especifica, e o Picrosirius Red, que
cora o colageno de rosa a vermelho. Todas as laminas foram codificadas de modo
gue o examinador ndo possuia conhecimento sobre a qual grupo pertencia.

As amostras da ferida longitudinal foram destinadas ao teste de forca de
tracdo da cicatriz, elas foram retiradas e irrigadas com solucéo fisiolégica a 0,9 % e

logo em seguida foram submetidas ao teste forca de tracao.

4.7 ANALISE MACROSCOPICA

A analise macroscépica da ferida foi realizada diariamente onde foi
investigada a regido da lesdo quanto as seguintes ocorréncias: necrose, inflamacéo

local, odor, presenca de fibrose ou liquido na cavidade.

4.8 ANALISE MORFOMETRICA DO INDICE DE REPARO DE FERIDAS

A anélise morfométrica foi realizada seguindo o procedimento descrito por
Moura et al., (2020), através de registros fotograficos no dia 0 e no dia de
eutanasia do animal (7 e 14 dias). Foi utilizada uma camera digital no modo basico,
sem flash, sem zoom. Para a padronizacéo da distancia da camera a ferida utilizou
um suporte de aluminio a 20 cm e perpendicular a ferida. Uma régua disposta ao
lado dos animais e junto a ferida foi utilizada para a padronizacdo da unidade de
area das lesées em mm. As imagens foram analisadas pelo software Image J 1,45
(Research Services Branch, Nacional Institutes of Health — NIH (Bethesda,
Maryland, EUA). Depois de determinar a area da ferida, o seguinte calculo foi
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aplicado: area inicial( dia 1) — a area final( dia 7 ou dia 14 ) / éarea inicial X 100,

determinando, assim, o percentual de regressao ( Moura et al., 2020)

4.9 ANALISE HISTOMORFOMETRICA

ApGs eutanéasia dos animais as feridas foram removidas com margem de
pele integra e fixadas em solucdo tamponada de formalina a 10% durante 24 horas.
Duas a trés amostras transversais centradas na ferida foram submetidas ao
processamento histologico de rotina e incluidas em parafina, obtendo-se cortes
histolégicos com 5 um de espessura, que foram corados pela hematoxilina-eosina.
(H.E.) para analise histologica convencional e pelo Picrosirius Red (PSR) para
analise das fibras de colageno. As preparacdes histolégicas foram examinadas em
um microscopio optico trinolucular (Olympus® CX31, Japédo), equipado com uma
camera digital (Bell & Howelll EU 16.0 Plus, U.S.A.) acoplada a um
microcomputador. Os aspectos histoldgicos foram transformados em variaveis semi-
guantitativas, mediante atribuicdo indices de intensidade (Lee et al., 2012) conforme

demonstrados na tabela 2.

Tabela 2. — Parametros para a avaliacdo histolégica semiquantitativa da cicatrizacdo de
feridas.

_ L. Escala de Intensidade
Aspectos histologicos

Ausente Discreta Moderada Intensa
Reepitelizagdo 0 1 2 3
Infiltragdo de polimorfonucleares 0 1 2 3
Infiltracdo de mononucleares 0 1 2 3
Proliferacdo fibroblastica 0 1 2 3

Fonte: Adaptado de Lee et al., 2012.

Reepitelizacdo — Foi classificada como ausente (0), quando ndo se visualizava
epitélio neoformado nas margens da ferida; discreta (1), quando o epitélio
neoformado cobria até 25% da superficie da ferida; moderada (2), quando o epitélio
neoformado cobria até 75% da superficie da ferida; e acentuada (3), quando o
epitélio neoformado cobria até totalmente superficie da ferida e mostrava

ceratinizacdo superficial.
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Infiltracdo de células inflamatdrias polimorfonucleares — Basicamente uma
indicacdo de inflamacdo aguda e formada por neutréfilos, foi classificada como
ausente (0), quando tais células ndo eram visualizadas; discreta (1), quando os
neutrofilos estavam presentes em pequeno nuamero e dispersos na matriz
extracelular (MEC); moderada (2), quando encontrados em numero maior ou
condensados em focos; e acentuada (3), quando encontrados em numero muito

elevado, distribuindo-se difusamente na MEC.

Infiltracdo de células inflamatérias mononucleares -  Composta
predominantemente por macrofagos e uma indicacdo de inflamacao croénica, foi
considerada como ausente (0), quando ndo eram visualizadas; discreta (1), quando
presentes em numero reduzido; moderada (2), quando identificadas em maior
namero ou em focos; e acentuada (3), quando visualizadas em numero elevado,

distribuindo-se difusamente na MEC.

Proliferacao fibroblastica — Foi classificada em ausente (0), quando os fibroblastos
nao eram identificados na MEC, em geral muito edemaciada; discreta (1), quando os
fibroblastos estavam presentes em numero reduzido e dispersos na MEC; moderada
(2), quando identificadas em maior nimero e dispostos em feixes; e acentuada (3),
quando fibroblastos eram visualizados em numero elevado, em geral arranjado em

feixes dispostos em diferentes direcoes.

4.10 ANALISE DO COLAGENO

Depois da microtomia, os cortes histolégicos foram submetidos a coloracao
pelo picrosirius red. Para identificacdo de colagenos maduro (tipo I) e imaturo (tipo
lll), analisaram-se o0s cortes histolégicos por meio de microscopio Optico, em
aumento de 400 vezes, com fonte de luz polarizada. As imagens foram captadas por
uma camera e transmitidas a monitor colorido, congeladas e digitalizadas por meio
de placas. Finalmente, foi realizada a andlise das imagens mediante o aplicativo
Image Pro-Plus verséo 4.5 para Windows (Midia Cibernética, Sdo Paulo, SP).

No sistema RGB (Red, Green, Blue) foram considerados valores para tons
de vermelho, amarelo e laranja (colageno tipo I) e para tons de verde (colageno tipo
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[ll). Todas as laminas foram avaliadas sob as mesmas condi¢cdes de regulagem,
dentro dos parametros exigidos pelo referido aplicativo. Nos cortes histolégicos
foram realizadas a aquisicdo de 4 campos microscopico sobre a area da lesdo onde
foram obtidas medidas das areas distintas. Em cada uma delas o “software” calculou
a percentagem da area ocupada pelas fibras que continha colageno dos tipos | e lli

em relacdo a area total examinada( Moura et al., 2020)

Figura 4 Imagem do programa Image Pro Plus na identificacdo e determinacdo do
percentual da &rea de coladgeno em laminas coradas pelo picrosirius.
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Fonte: autor

A partir da medida da percentagem de fibras colagenas foi calculado o indice
de maturacao de colageno (IMaC) foi realizado, segundo descrito por Simdes et al.,
(2019), sendo obtido por meio da razédo percentual de colageno tipo | pelo percentual
de colageno tipo lll, onde valores maiores do que 1 indicam que a percentagem de

colageno tipo | € maior do que a percentagem de colageno do tipo lll.

4.11 ANALISE DA FORCA DE TRACAO

A avaliagcédo da forca de tracao seguiu o procedimento descrito por Moura et
al., (2020). A resisténcia da cicatriz cutéanea foi medida retirando-se o reparo cutdneo
da regido cervical de 4 x 2 cm com a cicatriz em sua parte média apos o periodo de
tratamento. Foi utilizada uma maquina universal de ensaio mecanico com garras de

pressdo ajustavel manualmente e sistema eletrdnico de aquisicdo de dados
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(dinambdmetro). As extremidades do fragmento de pele, que contém a sutura em sua
porcdo meédia, foram fixadas as presilhas, com ajuste manual, como mostrado na
figura 5. A tragdo ocorreu com velocidade constante, usando-se carga de 10 kg, com
sensibilidade de 50 g, até aruptura total do corpo de prova. A forca de tracao foi
constantemente mensurada por meio de um computador anexo ao sistema de

presilhas, considerando-se como variavel a forca maxima de tracdo (FMT) em kgf.

Figura 5: Avaliacdo da forca de tracéo.

Fonte: autor

4.12 IMUNOHISTOQUIMICA

Secdes de 5 um de espessura obtidas dos blocos de parafina preparados
para estudo histolégico convencional foram montadas em laminas SuperFrost™,
desparafinizadas e submetidas a coloragdo imunohistoquimica com o anticorpo
monoclonal anti-CD34 (Ventana Medical System, Tucson, Arizona, EUA) para
identificacdo de células endoteliais de vasos sanguineos. O preparo das amostras
foi feito de forma automética no processador BenchMark Ultra IHC/ISH (Ventana
Medical System, Tucson, Arizona, EUA), seguindo o protocolo do fabricante. Para a
contagem dos vasos sanguineos, oito areas distintas de cada lamina submetida a

coloragdo imunohistoquimica, cobrindo todo o leito da ferida, foram digitalizadas no
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aumento de 100x, usando-se 0 mesmo microscopio e camera descritos acima. As
imagens foram abertas com o programa Image J® e 0s vasos com ceélulas positivas

para anti-CD34 foram contados manualmente usando o Plugin Cell Count

4.13 ANALISE ESTATISTICA

Para a realizacdo da analise estatistica, utilizou o programa estatistico
GraphPad Prism® (versédo 5.0, Instat Software Inc., La Jolla, CA, EUA). A
normalidade dos dados foi testada com o teste de Kolmogorov-Smirnov (KS) e a
Homogeniedade com o teste de Levene. Os dados foram avaliados e analisados
por meio da andlise de variancia one-way (ANOVA), seguido de teste de Tukey,

com significancia p < 0,05.
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5.1 TESTE DE GLICEMIA
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A confirmacdo de inducdo de diabetes mellitus nos animais foi realizada

pelos niveis de glicose no sangue.

Cerca de 60% dos animais apresentaram 0S quesitos necessarios para

serem classificados diabéticos 7 dias apés a inducado, 15% desenvolveram apoés 14

dias, 10 % desenvolveram em 7 dias mediante segunda dose, 10% nao chegaram

a desenvolver e 5% evoluiram a 6bito apos inducao.

A tabela 3 demonstra que antes da aplicagcdo de aloxana 2% todos 0s

animais apresentaram indice de glicose normal, abaixo de 90 (mg/dl). ApGs 7 dias

da aplicacdo de aloxana 2%, apresentaram indice de glicose acima de 220 (mg/dl),

0 gque caracteriza a inducéo do diabetes mellitus.

Tabela 3: Teste de glicemia.

Grupo 7 dias 14 dias
Antes Apés Antes Apos
aplicacdo aplicacéo aplicacdo aplicacdo
aloxana 2% aloxana 2% aloxana 2% aloxana 2%
Diabético 70,33 £6,40 313,5 +£61,97 75,33 £8,73 358 + 75
controle
Diabético 74,83 £7,79 324,2 + 90,03 79,5 £ 8,68 317,83 + 83,03
LED
Diabético 70,83 +£4,70  430,83+136,25 71,33 £6,53 354,16 + 111,75
BFH
Diabético 75,5 +5,99 368,33 +122,66 76,16 7,22 400,33+ 91,84
LED + BFH

Fonte: autor
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Nos achados macroscépicos obtidos na andlise qualitativa dos grupos

experimentais, foi possivel observar a auséncia de necrose, odor, presenca de

fibrose ou liquido na cavidade da lesdo em todos os grupos experimentais. Na

figura 6 pode-se observar as feridas de acordo com o grupo e o periodo de

tratamento.

Figura 6: Analise macroscopica da ferida nos grupos controle, LED, BFH e LED

associado ao BFH nos dias 0, 7 e 14 de experimento.

Dia O

Dia 14

Diabético | Diabético | Diabético | Diabético
controle LED BFH LED + BFH
& 3 - _:

Legenda: Diabético controle = sem intervencédo terapéutica; LED= Diodo Emissor de luz;
BFH=Biopolimero de fibrina heterélogo; LED + BFH = Diodo Emissor de luz associado a
Biopolimero de fibrina heterologo.

Fonte: autor
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5.3 ANALISE MORFOMETRICA DO INDICE DE REPARO DE FERIDAS

A figura 7 mostra o percentual de reducéo do reparo da ferida. No 7° dia,
0s grupos tratados com LED e BFH apresentaram estatisticamente maior
porcentagem de reducdo da area lesionada comparado aos grupos controle e LED
+ BFH. Ainda neste periodo experimental, 0 grupo que associou as terapias LED +
BFH ndo demonstrou diferenca estatistica quando comparado ao grupo diabético
controle. Ap6s 14 dias, os trés grupos tratados apresentaram maior regressao na
area da ferida comparado ao diabético controle. Quando foi comparado os grupos
tratados, notou-se que o grupo LED + BFH demostrou menor reducdo da ferida
comparado ao grupo que foi tratado apenas com LED ou BFH.

Figura 7: indice de reparo de feridas nos grupos controle, LED, BFH e LED associado ao

BFH nos dias 7 e 14 de experimento.
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I Diabético controle Bl Diabético LED
1 Diabético BFH [ Diabeético LED + BFH

Legenda: *diferenca significativa; Controle = sem intervencédo terapéutica; LED= Diodo
Emissor de luz; BFH =Biopolimero de fibrina heterélogo; LED + BFH = Diodo Emissor de luz
associado a Biopolimero de fibrina heterélogo.

Fonte: autor
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5.4 ANALISE HISTOLOGICA DESCRITIVA

As Imagens histoldgicas representativas das feridas sdo apresentadas nas
figuras 8 e 9. A andlise histopatologica revelou que em todos 0s grupos
experimentais, 7 dias pés-operatorio (figura 7), as feridas estavam recobertas por
crosta de espessura variavel, composta por material fibrinohemorragico e restos
necréticos. O leito das feridas se mostrou ocupado por tecido de granulacgéo,
constituido por uma matriz extracelular (MEC) com diferentes graus de edema,
contendo numero variavel de capilares neoformados, polimorfonucleares neutréfilos
e células inflamatérias mononucleadas, principalmente macréfagos. Notaram-se
diferencas entre os grupos e a documentacao fotogréfica, para efeitos comparativos,
foi feita no centro das lesdes. No grupo controle material fibrinohemorragico e
neutrofilico recobrindo a superficie das feridas (seta), ndo se observando
reepitelizacdo, MEC muito edemaciada, mostrando numerosos neutrofilos e
angiogénese moderada. Os fibroblastos sdo escassos. No grupo biopolimero de
fibrina heterélogo (BFH): epiderme neoformada madura (seta) recobrindo toda a
superficie da ferida. Na derme, MEC compacta, contendo fibroblastos delgados
dispostos em feixes paralelos a superficie. No grupo LED e grupo LED + biopolimero
de fibrina heter6logo (LED+BFH): Auséncia de reepitelizacdo completa. As setas
indicam deposicdo de material fibrinohemorrdgico e neutrofilico na superficie da
ferida, MEC ainda edemaciada, contendo neutrofilos, mondcitos e fibroblastos
dispostos aleatoriamente.

Com quatorze dias de evolugcdo em todos os grupos (figura 8) as feridas
estavam recoberta por crosta menos espessa e limitada as areas ndo recobertas
pela epiderme neoformada. O tecido de granulagcédo no leito das feridas apresentou
diferentes graus de maturacdo. No grupo controle epiderme neoformada (seta)
recobrindo parcialmente a superficie da ferida. No grupo biopolimero de fibrina
heterdlogo reepitelizagcdo completa com epiderme madura (seta), MEC compacta,
com raras células inflamatoria s e fibroblastos finos dispostos em feixes paralelos a
superficie. No grupo LED: auséncia de reepitelizacdo no centro da ferida e
deposicado de material fibrino-neutrofilico (seta), MEC levemente edemaciada com
infiltrac&o inflamatdria moderada. Fibroblastos dispostos aleatoriamente. E no grupo
LED+BFH epiderme neoformada (seta) recobrindo parcialmente o centro da ferida,
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MEC levemente edemaciada, infiltrado inflamatério discreto e fibroblastos dispostos

sem orientacao definida.

Figura 8: : Fotomicrografias representativas da analise histolégica nos grupos controle,
LED, BFH e LED associado ao BFH no dia 7 de experimento.

Legenda: C= Controle sem tratamento; LED= Diodo Emissor de luz; BFH=Biopolimero de
fibrina heterélogo; LED + BFH = Diodo Emissor de luz associado a  Biopolimero de fibrina
heter6logo.Coloragéo: HE. Aumento 100X e no realce de 400x

Fonte: autor
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Figura 9: : Fotomicrografias representativas da andlise histolégica nos grupos controle,
LED, BFH e LED associado ao BFH no dia 14 de experimento.

Legenda: C= Controle sem tratamento; LED= Diodo Emissor de luz; BFH=Biopolimero de
fibrina heterdlogo; LED + BFH = Diodo Emissor de luz associado ao Biopolimero de fibrina
heter6logo.Coloracdo: HE. Aumento 100X e no realce de 400x

Fonte: autor
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5.5 ANALISE HISTOMORFOMETRICA

Os resultados da avaliacdo histopatoléogica demonstraram diferenca
estatistica nas fases de reparo tecidual entre os grupos experimentais. Para o
critério reepitelizacdo, apos 7 dias, observou-se que 0 grupo controle apresentou
escore estatisticamente menor quando comparado aos grupos BFH, resultado este
gque se manteve apés 14 dias de tratamento (figuras 10 e 11). Nos PMN e
monucleares observou-se que o grupo controle foi estatisticamente maior que o
grupo BFH. Nos grupos restantes ndo foi observada diferenca estatistica. Apos 14
dias, pode observar que o grupo diabético controle mostrou escore estatisticamente
menor comparado ao grupos BFH levando em consideracdo a proliferacdo

fibroblastica. Ndo houve diferenca estatistica nos PMN e mononucleares.

Figura 10 :Classificacdo histopatologica nos grupos controle, LED, BFH e LED associado
ao BFH aos 7 dias de experimento.
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Il Diabético controle Il Diabético LED
1 Diabético BFH =3 Diabético LED + BFH

Legenda: a= p<0,05 comparado aos grupos: Diabético controle, diabético LED e
diabético LED + BFH
Fonte: autor.
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Figura 11: Classificagdo histopatologica nos grupos controle, LED, BFH e LED associado
ao BFH aos 14 dias de experimento.

34 1.5+
A a B
g 1T
1.04
— T
0.54
T T 0.0- T T
Reepitelizacdo PMN
4
2.5
& D
2.0- T i
a
154 1 S
1.04
0.5+
0.0- : ] T T

Proliferacdo

Mononucleares : BT
Fibroblastica

Il Diabético controle Il Diabético LED
=1 Diabético BFH =1 Diabético LED + BFH

Legenda: a= p<0,05 comparado ao grupo diabético controle
Fonte: autor.

5.6 ANALISE DO COLAGENO

Na figura 12 observa-se que ainda ha um predominio de colageno imaturo
(Tipo 1), contudo ja se pode evidenciar o aparecimento de coladgeno maduro(Tipo ),
embora em menor propor¢ao nos grupos tratados com BFH, LED e BFH + LED com
7 dias e 14 dias.
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Figura 12: Registro do percentual da area de colageno tipo Ill e tipo | com 7 dias de
tratamento com BFH, LED e BFH associado ao LED em A e C com 14 dias de tratamento
emBeD
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Legenda: *** =p<0,001 quando comparado ao grupo diabético controle.
Fonte: autor.

5.7 ANALISE DA FORCA DE TRACAO

A figura 13 apresenta os resultados do teste da forca de tracdo. E possivel

observar que, com 7 e 14 dias, a forga de tracdo foi maior nos trés grupos tratados
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em relacdo ao grupo diabético controle. Quando foi comparado os tratamentos no
periodo de 7 dias, notou-se que o grupo BFH demonstrou maior forca de tracao
comparado ao grupo que recebeu a associacdo dos tratamentos LED + BFH.
Da mesma forma, com 14 dias, o grupo BFH mostrou maior forca de tracao

comparado aos grupos LED e LED + BFH.

Figura 13: Teste de resisténcia e for¢ca de tracdo nos grupos controle, LED, BFH e LED
associado ao BFH nos dias 7 e 14 de experimento.
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Legenda: * = diferenga significativa; Controle = sem intervengéo terapéutica; LED= Diodo
Emissor de luz; BFH =Biopolimero de fibrina heterdlogo; LED + BFH = Diodo Emissor de
luz associado a Biopolimero de fibrina heterélogo.

Fonte: autor

5.8 ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA

A imunohistoquimica mostrou marcacao citoplasmatica positiva para células
endoteliais, tornando possivel uma identificacdo inequivoca dos vasos sanguineos

neoformados no tecido de granulagédo do leito das feridas. Aos sete dias de
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evolucdo, esses vasos se mostraram mais abundantes e de diametro mais regular
no grupo biopolimero de fibrina heterdlogo(BFH) (figura 14). Com quatorze dias de
evolucao, este grupo, ao contrario dos demais, exibiu vasos muito reduzidos em

namero e em diametro (figura 15).
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Figura 14. Imunohistoquimica para CD34, 7 dias de evolu¢do. Marcacgdo citoplasmética
positiva para células endoteliais em pequenos vasos sanguineos neoformados (setas), mais
numerosos e de tamanho mais regular no grupo biopolimero de fibrina heterélogo. Grupo
Controle (C). Grupo biopolimero de fibrina heterélogo(BFH). Grupo LED e Grupo LED+BFH.
100 x. Fonte: autor



)

15
Ve

Po T b

A

Figura 15. Imunohistoquimica para CD34, 14 dias de evolucdo. Marcagdo citoplasmatica
positiva para células endoteliais em pequenos vasos sanguineos neoformados (setas). No
grupo biopolimero de fibrina heter6logo, os vasos sdo escassos e de didmetro muito
reduzido. Grupo Controle ( C ). Grupo biopolimero de fibrina heter6logo(BFH). Grupo LED e
Grupo LED+BFH. 100 x. Fonte: autor

Na figura 16 € possivel observar aumento significativo de vasos no grupo
tratado com BFH quando comparado ao grupo controle no 7° dia de tratamento.
Observa-se, também, um aumento significativo do nimero de vasos nos grupos
BFH, LED e BFH associado ao LED quando comparado ao grupo controle no 14°

dia de tratamento.
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Figura 16. Registro do numero de vasos apés 7 e 14 dias de tratamento com BFH, LED e
BFH associado ao LED.
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Legenda: **p< 0,05 quando comparado ao grupo diabético controle
Fonte: autor
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6 DISCUSSAO

O diabetes mellitus (DM) destaca-se, atualmente, como uma importante
causa de morbimortalidade. O envelhecimento da populacdo, a crescente
prevaléncia da obesidade e do sedentarismo, e 0s processos de urbanizacdo séo
considerados 0s principais fatores responsaveis pelo aumento da incidéncia e
prevaléncia do DM em todo o mundo (FLOR,2017). O DM esta relacionado ao
reparo deficitario, devido as lesdes vasculares (hipdxia) e as alteracdes nas células
fagocitarias, que favorecem a instalacéo de infec¢des; ao estreitamento da perfuséo
sanguinea (vasculopatia); a neuropatia, reducdo da sensibilidade, por causa da
diminuicdo de estimulos da inflamacéo liberados por terminagdes nervosas (SILVA

et al., 2019)

Uma ferida é estabelecida como uma interrupcdo da continuidade celular,
anatdmica e funcional de um tecido vivo podendo ser causada por agressoes fisicas,
guimicas, térmicas, microbianas ou imunoldgicas. Em uma ferida ha rompimento na
integridade epitelial e pode ser acompanhada por uma ruptura da estrutura e funcao
do tecido normal. O agravo no reparo de feridas diabéticas € um processo
multifatorial que afeta varios mecanismos necessérios para o fechamento da
ferida. Demonstra-se que feridas diabéticas em humanos e animais de laboratério
exibem uma resposta inflamatéria irregular e diminuicdo da neovascularizacdo, em
comparacao com feridas ndo diabéticas (MASSON-MEYERS et al., 2020).

Este estudo analisou o efeito da terapia por fotobiomodulacdo a LED,
associado ou nao, ao uso do biopolimero de fibrina heter6logo no reparo de feridas
cutdneas em ratos diabéticos. Baseando-se nos achados macroscoépicos e indice de
reparo de feridas, os tratamentos utilizados de forma isolada, LED e BFH,
demonstraram reparo cutdneo avancado quando comparado ao grupo controle.
Além dos resultados positivos observados com o uso do LED e BFH na avaliacao
macroscopica, o presente trabalho constatou, também, microscopicamente que as
variaveis como: fibroblastos, colageno e vasos sanguineos apresentaram diferenca
estatisticamente significativa maior comparado ao grupo controle.

Desta forma, evidenciamos, na analise microscopica, que o0s dois
tratamentos utilizados de forma isolada modularam o processo inflamatério, pois

foram capazes de promover a reducdo da fase de inflamacéo cronica anteriormente
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comparado ao grupo controle. No trabalho em questéo, os achados foram similares
aos de Ferreira et at., (2013) que observou um efeito positivo da terapia LED no
processo de reparo de lesdo tecidual em animais diabéticos. Assim, como Dall Agnol
et al., (2009), demostrou reducao significativa do diametro da ferida nos ratos
diabéticos no grupo tratado com LED se comparado ao grupo controle.

A atividade do biopolimero de fibrina mimetiza a cascata de coagulacao, na
qual a trombina faz a conversao de fibrinogénio em fibrina, conduzindo a formacéo
de um coagulo de fibrina estavel e reforcado pela ativagdo do fator XllI, estimula a
proliferacéo de fibroblastos e participa da sintese de colageno (ABADDE et al., 2021,
ORSI et al, 2017). A terapia por fotobiomodulacédo tem a capacidade de promover
modificacdes bioelétricas, bioquimicas e bioenergéticas, de acelerar o metabolismo
tecidual, promover a modulagcédo da resposta inflamatéria, aumentar a proliferacédo
celular assim como a quantidade de tecido de granulacéo e deposicédo de colageno,
estimulando o processo de reparo (FERREIRA et al., DE LOURA SANTANA et
al.,2015; PATROCINIO-SILVA et al., 2016; AHMED et al., 2018). Esta pesquisa
sugere que o aumento da variavel fibroblastos observado microscopicamente nos
grupos LED e BFH e a proliferacdo celular foram capazes de promover o aumento
da deposicao de colageno.

Comparando os tratamentos com LED e BFH, evidenciou-se que ambos
foram capazes de estimular e acelerar o processo de reparo tecidual, contudo
observou-se que a maturacédo do tecido com o tratamento com BFH demonstrou
ser mais eficaz em estimular a organizacdo do colageno e consequentemente
aumentar a forca de tracdo no local da lesdo. O LED e o BFH aumentaram a
deposicdo de colageno tipo | e diminuiram colageno tipo Ill, sugerindo que os
tratamentos aceleram o reparo tecidual com a substituicdo do colageno tipo Il de
forma gradual pelo colageno tipo I. A nossa pesquisa mostrou que o LED e o BFH
promoveram a maturacdo do colageno assim como aumentaram a forca de tracédo
no sitio de formacé&o do novo tecido. A avaliacdo dos tratamentos que associou LED
+ BFH ndo mostrou um efeito superior ao uso isolado do LED e BFH corroborando
com o estudo de Dutra Junior et al., (2021) em reparos de tenddo calcaneo em
ratos.

A investigagdo da angiogénese por imunohistoquimica usando marcadores
endoteliais como o CD34 tem uma abordagem comum em estudos de cicatrizagao

de feridas, conforme revisado recentemente por Masson-Meyers et al., (2020).
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O tratamento com BFH mostrou ser promissor no tratamento lesdes cutaneas
no diabetes, reduzindo a é&rea, aumentando a resisténcia e favorecendo a
cicatrizacéo, assim com o uso do LED. A utilizacdo do LED e BFH n&o mostrou uma
melhor eficacia quando associados. Novos estudos devem ser realizados analisando
se a energia utilizada e se a frequéncia de aplicacdo do LED ( 24 a 48 horas apds o
uso do biopolimero ) modifica a acdo do BFH.

A nossa pesquisa apresentou limitacbes no que diz respeito a inducdo dos
ratos a diabetes. Tivemos que realizar varias adequacdes ao protocolo utilizado.
Varios animais tornavam-se diabéticos, somente, na segunda ou terceira aplicacédo
da aloxana. A pandemia de covid 19 foi outro empecilho, pois nosso estudo foi
paralisado, para atender as exigéncias dos protocolos, gerando atraso e perda de

animais que estavam sendo estudados.
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7 CONCLUSAO

Nos testes realizados observou-se que os tratamentos com LED, BFH e
LED associado ao BFH atuaram de forma efetiva favorecendo a melhora no
processo de reparo tecidual, indicando que estes tratamentos, isolados ou
associados, foram eficazes em estimular o processo de reparacao cicatricial em
ratos diabéticos, mas os tratamentos isolados de BFH e LED apresentaram
melhores resultados.
Assim, a utilizacdo do LED e do BFH despontam como importantes
ferramentas terapéuticas para o auxilio do processo de reparo tecidual no diabetes.
Novos experimentos devem acontecer, avaliando-se a acédo da utilizacdo do

BFH e FBM associados, contudo com a aplicacdo em intervalos maiores.
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