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RESUMO

Feridas cutaneas no Brasil e no mundo sdo um problema de saude publica, impactam
de forma negativa na vida de milhares de pessoas, elevam os custos e dificultam a
manutencao da sustentabilidade dos sistemas de saude. O presente trabalho avaliou
o efeito da terapia por fotobiomodulacdo a LED, associado ou ndo ao uso do
biopolimero de fibrina heterdlogo, no reparo de feridas cutaneas em ratos. Para isso,
foram utilizados ratos Wistar machos divididos aleatoriamente em 4 grupos de 21
animais: grupo controle (GC), no qual a ferida foi tratada com soro fisiolégico 0.9 %;
grupo LED (LED), no qual a ferida foi irradiada com LED (660 nm, 166 mW, 60 s,
9,96 J); grupo biopolimero de fibrina heterélogo (BFH), em que a ferida foi tratada com
BFH; grupo LED + biopolimero de fibrina heterélogo (LED + BFH), em que a ferida foi
irradiada com LED e aplicado o BFH. Foram induzidas duas feridas com espessura
total da pele no dorso de cada animal, sendo uma longitudinal de 3 cm de comprimento
e uma ferida circular de 2 cm de didametro. As aplicacbes de LED e BFH foram
realizadas imediatamente apés a lesdo e seguiram a cada 72 horas; nos grupos de 7
dias foram realizadas 2 aplicacbes; nos grupos de 14 dias foram realizadas 4
aplicagOes; e nos grupos de 21 dias, 6 aplicagdes. Os animais foram eutanasiados em
trés diferentes periodos: 7, 14 e 21 dias pos-operatério. Foram realizadas analise
macroscopica, morfométrica do indice de reparo de feridas, histolégica descritiva e
histomorfométrica, quantificacdo do colageno e andlise da forca de tracdo. Nos
achados macroscopicos, foi possivel observar a auséncia de necrose, odor, presenca
de fibrose ou liquido na cavidade da lesdo em todos 0s grupos experimentais. No
grupo controle, houve discreta inflamacéo local, evidenciada entre o 5° e 6° dia apés
a realizacdo da lesdo, ndo manifestada nos demais grupos. A analise do indice de
reparo de ferida demonstra que os grupos tratados apresentaram maior reducédo da
ferida, nos trés periodos avaliados. A analise histopatolégica revelou que o0s
tratamentos apresentaram melhor processo reparo quando comparado ao grupo
controle. Entretanto, quando comparados os tratamentos, apenas foi observado que,
no grupo BFH, a derme exibiu matriz extracelular mais densa apés 21 dias. Da mesma
forma, a avaliacdo de colageno demonstrou que todos os tratamentos induziram maior
deposicdo e maturacdo de colageno quando comparado ao grupo controle. No
entanto, com 14 e 21 dias, o grupo BFH apresentou maior deposicao de colageno tipo
| e maturacéo do colageno. Ao analisar a forca de tragcdo com 7 dias de experimento
0S grupos tratados apresentaram melhor desempenho, enquanto com 14 e 21 dias o
grupo que utilizou BFH obteve maior resisténcia na regido da sutura. Os resultados
indicam que os tratamentos utilizando BFH e LED, quer seja isolado, quer seja
associados, estimularam o processo de reparo de feridas em ratos.

Palavras-chave: Reparo cutaneo. Feridas. Biopolimero de fibrina heterdlogo.
Fotobiomodulagéo. LED.



ABSTRACT

Abstract Cutaneous wounds are a public health problem in Brazil and worldwide with
a negative impact on the lives of thousands of people, that raise treatment costs and
make it difficult to maintain the sustainability of health systems. The aim of the present
study was to evaluate the effect of LED-mediated-photobiomodulation therapy
associated or not with the use of heterologous fibrin biopolymer (HFB) on the repair of
cutaneous wounds in rats. Male Wistar rats were randomly divided into 4 groups of 21
animals as follows: control group (CG) whose wounds were treated with 0.9% saline
solution; LED group (LED) whose wounds were irradiated with LED (660 nm, 166 mW,
60 s, 9.96 J); heterologous fibrin biopolymer group (HFB) whose wounds were treated
exclusively with HFB; group LED + heterologous fibrin biopolymer (LED + HFB) whose
wounds were irradiated with LED and HFB was applied. Two full-thickness cutaneous
wounds were created on the back of each animal: a longitudinal wound measuring 3
cm and a circular wound with the diameter of 2 cm. The applications of LED and HFB
were performed immediately after injury and followed an interval period of 72 hours
between the posterior applications as described: with 2 applications for the 7-day
groups, 4 applications for the 14-day groups and 6 applications for the 21-day groups.
Animal euthanasia occurred in three different time periods: 7, 14 and 21 days after
surgery. Macroscopic analysis, morphometric analysis of the wound repair index,
descriptive histological and histomorphometric analysis, collagen quantification and
tensile strength analysis. In the macroscopic findings, it was possible to observe the
absence of necrosis, odor, presence of fibrosis or fluid in the lesion cavity in all
experimental groups. Particularly In the control group, there was mild local
inflammation evidenced between the fifth and sixth day after injury, that did not
manifest in the other groups. The analysis of the wound repair index demonstrated that
the treated groups presented greater wound reduction in the three periods of
evaluation. Histopathological analysis revealed that the treatments presented a better
repair process in comparison to the control group. Comparing the applied treatments,
it was observed that only in the HFB group the dermis exhibited a denser extracellular
matrix after 21 days. The collagen evaluation demonstrated that all treatments induced
greater collagen deposition and maturation when compared to the control group.
However, at 14 and 21 days the HFB group presents greater deposition of collagen
type | and collagen maturation. The analysis of the traction force at 7 days of
experiment showed better performance of the treated groups, while at 14 and 21 days
the group that used HFB had greater resistance in the suture region. The results
indicate that treatments using HFB and LED, either isolated or associated, stimulated
the wound repair process in rats.

Keywords: Cutaneous repair. Wounds. Heterologous fibrin  biopolymer.
Photobiomodulation. LED.



DIVULGACAO E TRANSFERENCIA DE CONHECIMENTO

A pesquisa em questdo teve como objetivo geral avaliar o efeito do biopolimero de
fibrina heterdlogo e terapia de fotobiomodulagéo no reparo de feridas cutaneas em
ratos. Os resultados relacionados aos tratamentos empregados, ou seja, LED, BFH
ou LED associado ao BFH, desempenham papel eficaz na cicatrizacdo. Nos testes
realizados, pOde-se observar que os tratamentos atuam de forma satisfatoria
favorecendo a melhora em algum aspecto no processo de reparo tecidual. Os achados
sugerem ainda que os tratamentos com biopolimero e fotobiomodulacéo, isolados ou
associados, foram eficazes em reduzir o volume do edema e estimular o processo de
reparo.
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1 INTRODUCAO

A pele é um érgao complexo que cobre toda a superficie do corpo. Ele fornece
uma protecao, ou seja, uma barreira fisica entre o corpo e o meio ambiente. Qualquer
situacdo que interrompe a integridade da pele, seja por acidentes, traumas, doencas
ou cirurgias € definida como ferida cutanea (NGUYEN, SOULIKA, 2019). Quando uma
lesdo cutanea ocorre, 0 corpo inicia uma seérie de eventos complexos que envolve
fendmenos fisioldgicos, bioguimicos, acontecimentos celulares e moleculares que
interagem para a reconstituicdo tecidual, com o intuito de restabelecer sua integridade.
No entanto, em algumas situacbes, no processo de cicatrizacdo, esses
acontecimentos falham, dando origem a ferida de dificil reparo, que pode demorar
anos para finalizar o processo de reconstrucdo tecidual, que muitas vezes pode néo
acontecer. Quanto mais complexa for a ferida, maior possibilidade de se tornar uma
ferida créonica (VOWDEN, 2011).

As feridas podem cicatrizar por primeira, segunda ou terceira intensdo. A
cicatrizacdo por primeira intencdo € o tipo de cicatrizacdo que ocorre quando as
bordas sdo unidas ou aproximadas, havendo perda minima de tecido, auséncia de
infeccdo, ocasionando o minimo edema. Nesse tipo de cicatrizacdo a formacéo de
tecido de granulacéo néo é visivel. Na cicatrizac&do por segunda intencao ocorre perda
excessiva de tecido com a presenca ou nao de infeccdo, fazendo com que a
aproximacao primaria das bordas nédo seja possivel. As feridas se fechardo por meio
de contracdo e epitelizacdo. A cicatrizacdo por terceira intencdo designa a
aproximacédo das margens da pele e subcutaneo apés o tratamento inicial. Isto ocorre
principalmente quando h& presenca de infeccdo na ferida, que deve ser tratada para
entdo ser suturada posteriormente (TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008).

Apesar dos individuos acometidos com feridas receberem tratamento de rotina,
as denominadas cronicas ndo conseguem finalizar o processo de reparacdo de
maneira adequada. Assim, além de onerar o paciente, feridas de dificil reparo tém um
grande impacto econdémico, pois sabe-se que 0s custos de saude com seu tratamento,
no Brasil e no mundo, sdo elevados e vém aumentando rapidamente. A busca
constante por tratamentos alternativos, que possam restabelecer a integridade da pele
dos pacientes e ainda diminuir os custos, vislumbra uma alternativa nesse processo
oneroso (SILVA et al., 2017).
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Nesta perspectiva, diversas estratégias tém sido estudadas, com a finalidade
de acelerar o reparo cutaneo. Entre eles, tem se destacado o uso do biopolimero de
fibrina heterdlogo (BFH), um agente hemostatico que tem a capacidade de promover
o reparo tecidual. BFH € constituido pela juncéo de fibrinogénio e fator Xlll a trombina,
simultaneamente. A unido desses fatores leva a formacdo de um coagulo de fibrina
estavel, polimerizado pela acéo do fator Xlll (FERREIRA et al., 2017).

Sabe-se que a fibrina tem uma importante fungdo no processo de reparo
tecidual, pois, ap0s a ocorréncia do ferimento, inicia-se o extravasamento sanguineo
que preenche a area lesada com plasma e elementos celulares, principalmente
plaguetas. A agregacdao plaquetaria e a coagulacédo sanguinea geram um tampao, rico
em fibrina, que além de restabelecer a hemostasia e formar uma barreira contra a
invasdo de microrganismos, organiza matriz proviséria necessaria para a migracao
celular. Essa matriz servird também, como reservatorio de citocinas e fatores de
crescimento que serdo liberados durante as fases seguintes do processo de reparo
(REINKE; SORG, 2012).

Outro recurso que pode ser um aliado ao processo de reparo tecidual € o uso da
terapia por fotobiomodulagéo, por meio da utilizacdo do diodo emissor de luz, também
conhecido pela sigla LED do em inglés Light Emitting Diode. O LED vem sendo
estudado ha décadas, e a evidéncia dos tratamentos de feridas se baseia na
estimulacdo da diferenciacdo celular, proliferacdo de fibroblastos e sintese de
colageno do tecido tissular. Outra vantagem para utilizacéo € que os LEDs geralmente
sao baratos, faceis de manusear e podem ser utilizados em conjunto, formando uma
ponta aplicadora, os clusters, que abrange maior area de tratamento (CHAVES et al.,
2014).

Apesar de a literatura demonstrar alguns dados encorajadores sobre os efeitos
potenciais do LED e do BFH no reparo tecidual, pesquisas focadas no
desenvolvimento de estratégias para acelerar e melhorar o processo de reparo sdo
cada vez mais necessarias e valorizadas. Assim, avancos tecnologicos na utilizagao
de novos produtos e procedimentos na realizacdo de curativos vém mostrando
beneficios a populacdo portadora de feridas, melhorando a qualidade de vida das
pessoas (PRAZERES, 2009).

O efeito do LED associado ao BFH tem sido pesquisado de forma timida,

embora a utilizacdo de forma isolada tenha foi observado com mais frequéncia, tendo


https://pt.wikipedia.org/wiki/L%C3%ADngua_inglesa
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na literatura inmeros trabalhos com a utilizacgdo do LED em estudos sobre
cicatrizacdo. Pesquisas com o BFH tem se mostrado eficazes em diversos campos
inclusive no processo de reparacao tecidual. Diante do exposto, o presente estudo
hipotetizou que o uso de biopolimero de fibrina heterélogo e a irradiacdo LED,

associado ou ndo, atuam de forma positiva no processo de reparo cutaneo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar o efeito da terapia por fotobiomodulag¢éo a LED, associado ou ndo ao uso do

biopolimero de fibrina heterélogo, no reparo de feridas cutaneas em ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Identificar a involucdo das feridas, por método macroscopico do indice de
reparo de feridas.

o Descrever as caracteristicas das feridas macroscopicamente quanto as
seguintes ocorréncias: necrose, inflamacéo local, odor, presenca de fibrose ou liquido
na cavidade.

o Avaliar, por método histoldgico, as principais caracteristicas relacionadas ao
processo de reparo (presenca de crosta, reepitelizacdo, angiogénese e deposicao de
colageno; processo inflamatorio).

o Analisar a deposicdo de colageno nas feridas, por método microscépico
(histomorfométrico).

. Testar a resisténcia da cicatriz.
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3 REFERENCIAL DA LITERATURA

3.1 PELE

A pele reveste toda a superficie corporal e protege os 6rgdo e sistemas
corporais internos de lesdes, infeccbes, perda de calor e fluidos, além de conter
terminagcfes nervosas periféricas que permitem a interacdo do ser humano com o
ambiente que o cerca. Ela desempenha papel essencial no controle de temperatura,
dissipando e conduzindo calor; produz suor e proporciona isolamento térmico por meio
dos adipdcitos presentes nas camadas dérmica e hipodérmica (CHAYAMITI, 2013).

Com o aprofundamento de pesquisas, a pele humana passou a ser entendida
como um 6rgdo neuroendocrino, uma vez que as interagdes neuroquimicas para
manutencdo da integridade estrutural e funcional interagem e interferem na
homeostase sistémica (COGINOTTI; REIS, 2016). E considerada o maior 6rgéo
humano, constituindo 15 % do peso corporal. A area de superficie corporal varia com
0 peso e a altura e é, aproximadamente, 1,8 m2 para um homem de 70 kg e 1,70 m
de altura (GALVAO et al, 2017). Segundo Junqueira e Carneiro (2004),
morfologicamente, a pele é dividida em duas principais camadas, a epiderme e a
derme. A epiderme compbe a camada superficial e € composta por cinco
subcamadas, a citar: estrato cérneo, estrato granuloso, estrato espinhoso, estrato
licido e estrato basal.

Sabe-se que o estrato cérneo é formado por células desvitalizadas,
gueratinizadas que se agrupam de maneira estratificada, uma sobre as outras e,
sequencialmente, separam-se ocorrendo a descamacao. Abaixo dessa subcamada,
encontram-se o estrato granuloso, o estrato espinhoso e o estrato basal. Essa camada
se constitui, basicamente, de queratindcitos, células cuja nutricAo provém pela
camada dérmica. Vale ressaltar que a epiderme é avascularizada (FIGUEIRA, 2017).

A principal funcdo dos queratindcitos € produzir queratina (seu principal
produto), uma proteina fibrosa que faz da epiderme uma camada protetora. Os
gueratinécitos sado ligados uns aos outros por desmossomas, que se formam na
camada mais profunda da epiderme a partir de células que se encontram sempre em
divisdo. Eles por sua vez sdo empurrados para a superficie da pele devido a producao

de novas células por baixo formando queratina, que eventualmente pode dominar o
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contetdo celular. Os queratinécitos sdo as células epiteliais mais abundantes da
epiderme, constituindo cerca de 90% destas (KIERSZENBAUM; TRES, 2012).

Na epiderme, encontram-se as células de Langherans, que apresentam
antigenos, os quais migram para os linfonodos regionais quando ativadas por
patdgenos externos, caracterizando a sua importancia imunoldgica. Os melandcitos
localizam-se na porgéo inferior da epiderme e contém melanina caracterizada por
pigmento escuro cuja concentracdo € determinada pela genética, exposi¢do solar,
lesBes, reparo e controle hormonal (TASSINARY, 2019).

A epiderme é formada por uma rede de sulcos, visiveis a olho nu, na sua porcao
superficial, os quais tendem a serem profundos nas regides de articulagbes ou de
maior enrugamento da pele, como na regido da face. Essa camada ainda possui
diferentes profundidades, sendo mais vultosa em areas de friccdo, como na palma
das maos e planta dos pés. A epiderme é separada da camada tegumentar
subsequente, a derme, pela membrana basal, e aderida a ela por meio de junc¢des do
tipo hemidesmossomos (BEGUERIE et al., 2016).

A derme superficial € composta por uma série de papilas, nas quais a epiderme
€ moldada, denominada derme papilar. A derme reticular, mais profunda, constitui-se
de tecido conjuntivo denso e contem vasos linfaticos, nervos e uma quantidade
abundante de tecido elastico. Na sua por¢cdo mais profunda, fibras colagenas e
elasticas se emaranham. Entre as fibras dessa camada, encontram-se glandulas
sudoriparas, glandulas sebéaceas, foliculos capilares e adipdcitos. A subcamada
reticular une-se com a camada celular subcutanea, sendo esta a mais profunda e
menos aderente porcao da pele humana (FIGUEIRA, 2017).

Situada abaixo da derme, ha o tecido subcutédneo, de espessura variavel,
composta por tecido adiposo, formando l6bulos subdivididos por traves conectivo-
vasculares. Relaciona-se, em sua porcado superior, com a derme profunda,
constituindo a juncdo dermo-tecido subcutdaneo, em geral, sede das por¢cdes
secretoras das glandulas apdcrinas ou écrinas e de pelos, vasos e nervos.
Funcionalmente, o tecido subcutaneo, além de depdsito de nutrientes e reserva,
participa no isolamento térmico e na prote¢cdo mecéanica do organismo as pressoes e
aos traumatismos externos facilitando a motilidade da pele em relagdo as estruturas
subjacentes (RIVITTI, 2018).

A integridade da pele depende de estreitas adesdes celulares na epiderme que
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formam uma barreira impermeavel. Também depende da intercesséao das fibras de
colageno e fibras elasticas na derme. A descontinuacdo dessas camadas constitui
situacao patologica e aciona uma série de respostas inflamatérias e imunolégicas que
visam ao reparo da lesdo e a restituicdo da funcdo do 6rgdo (SILVA; PINTO;
BACELAR, 2018).

3.2 PROCESSO DE REPARO TECIDUAL

O reparo dos tecidos se refere a restauracdo da sua arquitetura e funcao apés
a lesdo e € um processo organico complexo, cujas etapas sao divididas didaticamente
em trés fases: inflamatdria, fibroplasia e maturacéo (INGRACIO et al., 2011).

A fase inflamatéria inicia-se imediatamente ap0s a lesdo. Nessa etapa, o
colageno exposto ativa a cascata da coagulacdo e o sistema complemento,
proporcionando aderéncia plaquetaria, de granulacdo e liberacdo de diversas
substancias vasoativas e quimiotaxicas, entre elas, os fatores de crescimento celular
(MELO, 2018).

No tecido lesado, as plaquetas estimulam a cascata da coagulacédo, que tem
papel fundamental no reparo e que, buscando a hemostasia, € iniciada, e granulos
sao liberados das plaquetas, as quais contém fator de crescimento de transformacéao
beta (TGF-B) e fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF), fator de
crescimento derivado dos fibroblastos (FGF), fator de crescimento epidérmico (EGF),
prostaglandinas e tromboxanas, que atraem neutrofilos a ferida. O coagulo é formado
por colageno, plaguetas e trombina, que servem de reservatorio proteico para sintese
de citocinas e fatores de crescimento, aumentando seus efeitos de coagulacao
(CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007).

O aumento da permeabilidade capilar leva ao extravasamento de liquido para
0 espaco extracelular e causa o edema proporcionando uma resposta inflamatoria.
Nessa etapa, mediadores quimicos como prostaglandina, histamina,
serotonina, leucotaxina e bradicina favorecem a exsudacéo plasmatica de modo que
os leucdcitos e fibroblastos cheguem até a ferida. A prostaglandina € um dos
mediadores mais importantes, pois, além de promover a vasodilatacdo, também induz
a mitose e a quimiotaxia de leucocitos (MEDEIROS, 2016).

A ativacdo da cascata da coagulacdo leva a hemostasia da leséo. A
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protrombina se converte em trombina, que, por sua vez, converte o fibrinogénio em
fibrina. A fibrina € o produto final da cascata da coagulacdo e é derivado do
fibrinogénio ou fator I. A rede de fibrina € a base para a migracdo dos macréfagos e
fibroblastos, que se polimerizam pelas vias intrinseca ou extrinseca da coagulacéo.
Sem a fibrina, o reparo é inibido e ndo consegue chegar a sua fase final (BRAYNER;
SILVA; ALMEIDA, 2018).

Os Neutréfilos sdo as primeiras células a chegar a lesdo, com maior
concentragdo nas primeiras 24 horas. Sdo atraidos por substancias quimiotaticas
liberadas por plaguetas. Os neutréfilos aderem a parede do endotélio mediante
ligacdo com as selectinas, que sdo receptores de membrana. Neutrofilos produzem
radicais livres que auxiliam na destruicdo bacteriana nesse primeiro momento sendo
gradativamente substituidos por macrofagos (CAMPOS; BORGES-
BRANCO; GROTH, 2007).

Por volta de 24 a 36 horas, os mondcitos, que sao 0s regentes do reparo e
agem como células fagocitarias, realizando a limpeza local, migram dos vasos e
transformam-se em macréfagos. Séo eles que coordenam a migracéo e a acdo dos
fibroblastos, como a angiogénese, a partir dos fatores de crescimento, iniciando a
nova vascularizagdo. Aproximadamente no terceiro ou quarto dia apos o trauma,
comeca a fase de fibroplasia, também conhecida como proliferativa, ou de
regeneracao, cuja duracdo € de aproximadamente 14 dias (BORGES et al., 2016).

A neoangiogénese se caracteriza pelo processo de formacao de novos vasos
sanguineos para manter o ambiente de reparo da ferida. Os novos vasos formam-se
a partir de brotos endoteliais, que migram da periferia para o seu centro, sob a malha
de fibrina depositada no leito da ferida. A neoangiogénese € responsavel pela nutricdo
do tecido e aumento do aporte de células como leucécitos e fibroblastos para o local
da ferida (PAZZINI, 2014).

Os fibroblastos surgem, atraidos por quimiotaxia, por meio de mediadores
inflamatorios liberados por plaquetas, leucécitos e macréfagos, esse Udltimo
responsavel pelo recrutamento e ativacdo células necessarias para as etapas
subsequentes no reparo de feridas. Assim se iniciam a sintese e a secrecdo de
componentes da matriz extracelular e de fatores de crescimento que continuam a
estimular o reparo (EBSERH, 2018).

Vale ressaltar que os fatores de crescimento sdo mediadores biolégicos, que
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apresentam efeitos locais e sistémicos, que potencializam a quimiotaxia, proliferacao,
diferenciacdo e secrecdo celular, sendo capazes de estimular a angiogénese e
promover crescimento vascular. Assim, ativam a proliferagdo de fibroblastos com
consequente aumento da sintese de coldgeno. S&o esses fatores de crescimento
(deposicdo de matriz, quimiotaxia, proliferacdo celular, angiogénese e
remodelamento) que, quando liberados pelas plaguetas, promovem o reparo dos
tecidos lesados (OLIVEIRA JUNIOR, PORTELLA JUNIOR; COHEN, 2016).

Sabe-se ainda que a fase de maturacdo envolve a contracédo da ferida e a
remodelacéo da cicatriz. A contracdo se estabelece no sentido da periferia em direcéao
ao centro de toda a espessura da pele circundante, e a remodelagéo tem inicio durante
a terceira semana e caracteriza-se por aumento da resisténcia. Nessa fase, ha um
equilibrio de producéo e destruicdo das fibras de colageno favorecendo o fechamento
da ferida (TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008).

Caracteristica importante do final dessa fase é a de recrutamento celular pelos
miofibroblastos, responséaveis pela diminuicdo do tamanho da lesdo e reducdo do
tempo de epitelizagdo promovendo a contragdo muscular por meio da agdo da
actiomiosina. Os miofibroblastos exibem caracteristicas de células musculares lisas e
sdo responsaveis pela aproximacédo das bordas da ferida por meio do avanco do
tecido sadio, de maneira centripeta a lesao (RIVITTI, 2018).

Nessa etapa de remodelacdo, ocorrem eventos bem distintos: a deposicéo,
agrupamento e remodelacdo do colageno e a regressdo endotelial (OLIVEIRA
JUNIOR; PORTELLA JUNIOR; COHEN, 2016). A sintese de colageno inicia-se no
terceiro dia, atingindo seu pico no tempo de trés a seis semanas para s6 entédo entrar
na fase de remodelacdo. Nesta fase, o colageno tipo Ill € o primeiro a ser sintetizado
e, a medida que ocorre maturagao do tecido, este é gradativamente substituido pelo
colageno tipo | (COSTA; ALVES; SOUZA, 2018).

Essa fase de substituicdo do coladgeno tipo Il imaturo pelo colageno tipo |
maduro inicia-se em torno do oitavo dia e prolonga-se até o sexto més ou mais. E
nessa fase que a forca ténsil da cicatriz aumenta até atingir seu pico de maturacgéao,
por volta de um ano de evolugéo. O colageno € o principal componente estrutural da
cicatriz e, apesar de ter a funcdo de proporcionar tenséo e integridade a todos o0s
tecidos, a tensdo de uma cicatriz jamais ultrapassara 80 a 85% da resisténcia do
tecido ndo lesado (SILVA SANTOS; BARRETO; KAMADA, 2018).
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A regressdo endotelial, outra peculiaridade dessa etapa, acontece a medida
gue o metabolismo diminui e atenua o eritema da ferida. Dessa forma, a degradacao
e a remodelacdo do colageno proporcionam a mudanca de aparéncia, textura e
elasticidade da cicatriz (PAVANI; FERNANDES, 2018). Por outro lado, quando nao
ocorre 0 processo de reaproximacao por falha em algum dos mecanismos que a
envolvem, pode-se ter uma ferida considerada cronica. Consideram-se feridas
cronicas aquelas que nao reparam no limite de trés meses e que podem nunca
cicatrizar ou demorar anos para fazé-lo (GASPAR et al., 2010).

Vieira e Araujo (2018) definem quatro fatores que podem induzir a cronicidade
de wuma ferida: corpos estranhos, isquemia, trauma fisico repetido e/ou
bioactividade elevada. Assim, as feridas sujeitas a fatores que podem induzir a
cronicidade ficam estagnadas numa fase de reparo. Portanto, em uma fase
inflamatoria prolongada, existe um estimulo inflamatério constante, tornando-se
prejudicial as feridas crénicas. Dessa forma as proteinases captam os fatores de
crescimento, tornando-os indisponiveis para o0 processo de reparo. Assim, a
bioactividade do exsudado das feridas crbénicas € bioquimicamente diferente do das
feridas agudas, inibindo a proliferacdo das células endoteliais, essenciais para a fase
de angiogénese e fibroblastia, com impacto na formacéo de colageno essencial para
a proliferacdo de queratindcitos, responsaveis pela epitelizacdo. Vale ressaltar que a
fibroblastia se da com a ativacdo dos fibroblastos, producdo de colageno e
substituicdo por tecido conjuntivo, sendo um processo essencial para a recuperacao
tecidual (SALES et al., 2017).

3.3 MODELOS EXPERIMENTAIS

S&o varios os animais utilizados para o estudo de reparo, porém, os mamiferos
sdo 0s que mais se assemelham ao homem na deposicédo de coldgeno nas feridas
(CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007). Cohen e Mast (1990) afirmam que
os roedores, principalmente os ratos, sdo seguidamente escolhidos devido ao baixo
custo, facilidade de transporte e obtencao e pelo pouco espaco que ocupam. Kashyap
et al. (1995) consideraram o dorso dos roedores o melhor local para a confeccao das
lesbes, pois evita-se, dessa forma, a lambedura da ferida por outros animais, assim

como a irritacdo por contato e o autocanibalismo.
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As feridas lineares suturadas ja foram descritas como as mais usadas em
estudos de reparo cutaneo. Dorsett-Martin (2004) refere igualdade entre feridas
incisional e excisional. No entanto, segundo Cohen e Mast (1990), feridas abertas que
reparam por segunda intencdo promovem um tecido cicatricial que permite melhor
quantificacao.

Experimentos em animais demonstram que a ferida contrai aproximadamente
0,6 a 0,75 mm por dia, independentemente do seu tamanho, pela capacidade contratil
dos miofibroblastos (DORSETT-MARTIN, 2004). Pesquisas sobre o reparo de feridas
em ratos observam que a reparacao da pele se completa em 18 dias, porém, ap0s o
periodo de 10 a 12 dias, a area de uma lesdo com cerca de 1 cm se aproxima a zero
(CROSS et al.,1995).

Cross et al. (1995) abordaram a diversidade de trabalhos publicados sobre o
tamanho mais apropriado das lesdes cutaneas, assim como sua profundidade e
formato. Os autores explicaram que os estresses fisico e metabdlico causados por
uma ferida muito grande em relacéo a area de superficie corporal total do rato pode
influenciar nos resultados de reparo de uma pesquisa. Para minimizar o estresse dos
animais, melhores didametros devem variar entre 1,5 cm a 2,0 cm de area.

McFarlane et al. (1965) afirmam que 0s vasos sanguineos responsaveis pela
irrigacdo da pele dos ratos sdo subdérmicos, assim como da pele humana, além de
apresentarem as mesmas alteracdes de macro e micro vascularizagdo. Nos estudos
experimentais sobre reparo cutaneo em ratos, as avaliagdes macroscoOpicas e
microscopicas das feridas ocorrem, de um modo geral, no 3°, 7°, 14° e 21° dias de
pos-operatorio, englobando, dessa forma, todas as fases de reparo (CROSS et al.,
1995).

3.4 TERAPIA DE FOTOBIOMODULACAO

Por volta dos anos 60 do século passado, foram realizadas as primeiras
aplicagbes clinicas da fotobiomodulagdo com laser de baixa intensidade, e essa
terapia tem sido amplamente utilizada demonstrando sucesso no reparo de lesdes,
por promover efeitos fotobiolégicos que estimulam este processo (PARIZOTTO;
BARANAUSKAS, 1998; BRASSOLATTI et al., 2016). O pioneiro na utilizacao foi um
meédico hungaro chamado Mester, que descobriu, por acaso, o potencial fotobiologico
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do laser de rubi. A partir de entéo, a terapia com laser, vem sendo um dos recursos
terapéuticos mais utilizados na pratica clinica para modular a inflamacao e estimular
o reparo de diferentes tecidos (PAULA, 2016).

No entanto, os mecanismos de acdo da fotobiomodulacdo ainda n&o sé&o
totalmente conhecidos. Sabe-se que seu mecanismo bioldgico basico € descrito por
meio da absorcdo de luz vermelha pelos cromoéforos mitocondriais, em particular o
citocromo C oxidase, que atua como um fotorreceptor, contido na cadeia respiratoria
localizada no interior das mitocéndrias e por fotorreceptores na membrana plasmatica
das células.

A fotobiomodulacdo tem demostrado efetividade nos casos de reparacdo
tecidual, devido a caracteristicas como estimulacdo a proliferacdo de fibroblastos
(FORTUNA et al., 2017), modulagao da inflamacgéao tecidual (GUIRRO et al., 2010),
celeridade na sintese de colageno (MELO, 2018), tendo como produto a aceleracdo
do processo de reparo de feridas cutaneas (SILVA et al., 2018). Assim, pode-se
afirmar que ha mecanismos celulares facilitados pela fotobiomodulagéo devido a acao
nos cromoforos mitocondriais aumentando a producdo de ATP, promovendo
mudancas primarias, como alteracdes nas propriedades redox dos componentes da
cadeia respiratoria das células, entre outros, e mudancas secundarias como a
transducédo (KARU, 2010).

Resultados satisfatérios com o uso do laser na faixa espectral do vermelho ao
infravermelho (600-1200nm) tém sido comprovados em estudos experimentais e
clinicos, indicando que esta terapéutica pode ter eficiente acdo moduladora de
inflamacéo e analgésica, além de aumentar a producdo de adenosina trifosfato (ATP),
facilitando o crescimento celular e a neovascularizacdo 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 sao ionizantes e sdo monocromaticas diferindo apenas na
coeréncia, pois LED emite luz ndo coerente.

O Laser, age quando os elétrons ficam mais energizados, ap0s absorver
energia de uma corrente elétrica. Uma vez que esses elétrons excitados voltam ao

seu estado normal, eles liberam essa energia como particulas de luz chamadas
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fétons, que existem no mesmo comprimento de onda e sao impulsionados ha mesma
direcdo, dando-lhes a coeréncia que permite aos lasers exercerem efeitos
significativos na matéria. Assim o Laser concentra toda a luz em uma "linha" de
emissdo no angulo de 1°, contendo uma coloragao pura e definida, sendo colimado,
coerente e monocromatico.

Na pratica, os aparelhos de laser sédo indicados para tratamentos pontuais,
localizados e exigem uma experiéncia maior para a operacionaliza¢do. Ja a terapia
com LED envolve a exposi¢édo de tecidos a luz vermelha e infravermelha. Quando o
LED entra em contato com as células, ele age na mitocondria para aumentar a
producao de trifosfato de adenosina (ATP). Esse aumento na producao de ATP pode
levar a uma producdo mais rapida de colageno, estruturas vasculares, DNA, RNA e
outros materiais essenciais ao processo de cicatrizacdo e alivio da dor. O LED
dispersa luz em um angulo de 20°, policromatica, podendo apresentar todas as
tonalidades de uma cor especifica, ou seja, ele € ndo colimado e néo é coerente.
Assim os LEDs permitem aplicacdo em regides maiores (LINS et al., 2010).

O LED tem sido apresentado como uma abordagem alternativa ao alto custo
da laserterapia. Nos ultimos anos, a National Aeronautics and Space Administration
(NASA) tem colaborado com diversas pesquisas sobre o uso do LED no reparo de
ferimentos, demonstrando resultados seguros e promissores para o tratamento de
diversas altera¢des dermatofuncionais (WHELAN et al., 2003).

Outro ponto divergente entre o laser e o LED esta na formacgédo da luz. O laser
estd inserido dentro de uma cavidade Optica e € provido de uma lente colimadora,
proporcionando feixes de luz coerentes e colimados e uma a¢ao pontual. No LED néo
existe esta cavidade Optica, desprovendo a luz de coeréncia e colimagao, produzindo
uma luz com feixes incoerentes, cujas ondas nao sédo alinhadas entre si com acgao
difusa, mas que produzem a banda de espectro eletromagnético proxima do laser e,
portanto, mantém os efeitos fisiologicos pretendidos pela fotobiomodulacdo e sua
eficacia (PINHEIRO; ALMEIDA; SOARES, 2017).

Estudos 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; HAMBLIN, 2016).
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Assim como o laser, uma das principais utilizacdes do LED como tratamento
terapéutico é seu auxilio no reparo. Aplicacdo de LEDs € indolor e ndo causa
desconforto no paciente. E, portanto, um tratamento ndo traumético, com boa
resposta, que atua realizando estimulacao natural a nivel celular (VINCK et al., 2005).

Pesquisas demonstram que o LED em baixa poténcia ndo induz dano tecidual
e pode atuar como antimicrobiano e modulador da inflamacédo, dependendo do
comprimento de onda. Pesquisas apontam que a utilizacéo terapéutica do LED pode
ajudar no processo de reparo de feridas, em que a luz proporciona a normalizacao
dos processos bioquimicos e fisioldgicos (SILVA et al., 2018; EDUARDO et al., 2015;
BORDINI; OLIVEIRA; MOREIRA, 2019).

Estudo realizado por Silva et al. (2018), aplicando-se LED luz azul (430 nm) e
vermelha (660 nm) em lesdes por pressdo, demonstrou diminuicdo no tamanho e
profundidade e observou o surgimento de ilhas de epitelizacdo. Assim, os autores
afirmam que foram obtidos resultados satisfatérios em varios aspectos no que diz
respeito & reparo de feridas. Estudo realizado na Paraiba com sete pacientes
utilizando o LED no comprimento de 650 nm pbde constatar que ele foi eficaz no
tratamento de feridas diabéticas, ndo apresentando reacdes adversas e incémodos
durante o tratamento (MINATEL et al., 2014).

O desenvolvimento da terapia LED vem se tornando uma opcdo para a
estomoterapia, um componente para a reabilitacdo de pacientes, mostrando-se eficaz
e de baixo custo. Estudo realizado por Silva (2013) aponta que a terapia por
fotobiomodulacdo é uma estratégia terapéutica para reparo de tecidos. Pode-se
observar que pesquisas com a utilizacdo do LED estdo em crescimento e demonstram
que, apoés a irradiacdo da luz, h4 uma maior organizacao das fibras de colageno e
melhora na qualidade da remodelagéo tecidual.

Trabalhando nessa perspectiva, a Universidade de Brasilia (UnB) em parceria
com o Ministério Publico, desenvolveu o equipamento Rapha, um cluster de LED
utilizado no tratamento de pé diabético associado ao uso curativo de latex. O projeto
visa ao autocuidado e tratamento. Assim, 0 paciente recebe um kit Rapha, composto
pelo equipamento Rapha, algumas unidades de biomembrana de latex para curativo
e outros itens basicos, como soro fisioldgico, alcool, gaze e luvas. De posse disso, o

usuario deve fazer o autocuidado em casa diariamente (ROSA et al., 2019).
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Rosa et al. (2019) publicaram resultados parciais de um ensaio clinico
randomizado, controlado e cego com 15 pacientes. Os resultados mostraram que 0
equipamento Rapha promoveu maior taxa de reparo quando comparado ao grupo
controle que recebeu protocolo padrdo. Eles concluiram que o equipamento Rapha
provou ser um sistema de tratamento eficaz, mesmo quando auto aplicado). Estes
resultados demonstram que a associacao da fotobiomodulacéo e biomateriais € uma
area em crescimento e potencial recurso para o tratamento de lesdes cutaneas
(MOTTA et al., 2019).

3.5 BIOPOLIMERO DE FIBRINA HETEROLOGO

O biopolimero de fibrina heterélogo foi desenvolvido em 1990 por um grupo de
pesquisadores do Centro de Estudo de Venenos e Animais Peconhentos (CEVAP),
no Estado de S&o Paulo, Brasil, para se tornar um adesivo a base de fibrina sem o
uso de sangue humano, impedindo a transmissédo de doencas infecciosas. ApGs o
desenvolvimento de pesquisas com o0 biopolimero de fibrina, comprovou-se sua
capacidade adesiva, acdo coagulante, acdo adjuvante no reparo 6sseo, cartilaginoso
como também a possibilidade de utilizacdo como arcabouco para células-tronco
mesenquimais (LIMA, 2019).

Existem biopolimeros de fibrina homologo e heter6logo. O biopolimero
homologo € produzido com o plasma de doadores da mesma espécie, entretanto,
nesse processo, existe a possibilidade de transmisséo de doencas infecciosas. Assim,
a Food and Drug Administration (FDA), dos Estados Unidos da América, publicou uma
portaria proibindo o uso de biopolimero de fibrina em territério norte-americano,
seguindo 0 mesmo posicionamento a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), que também proibiu a fabricacdo e comercializacao no Brasil (LIMA, 2019).

Visando a uma producédo de um biopolimero de fibrina sem qualquer tipo de
contaminagdo, a CEVAP produziu um biopolimero de fibrina formado a partir do
veneno da serpente Crotalus durissus terrificus, acrescido a um crioprecipitado, rico
em fibrinogénio removido de bubalinos, e a um diluente de cloreto de calcio. O
biopolimero de fibrina heterélogo produzido pelo CEVAP caracteriza-se como uma

serinoprotease. Este biopolimero distingue-se por apresentar inimeras aplicacoes
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meédicas topicas sem a possibilidade de transmitir doencas infecciosas, sendo o Unico
com esses principios ativos (BARROS et al., 2009).

Sabe-se que o biopolimero de fibrina heterélogo produzido pela CEVAP é
preparado a partir do concentrado de fibrinogénio, fator Xlll e fibronectina com a
adicdo da trombina e acido tranexamico ou aprotinina, que sao 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 transformagéo do fibrinogénio em fibrina
estavel ocorre a partir da acdo da trombina e do fator Xlll. O biopolimero de fibrina
heter6logo 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 (OLIVEIRA et al., 2020).

Os demais componentes deste bioproduto sdo: crotamina, crotapotina,
fosfolipase A2, convulxina e giroxina. A giroxina pertence ao grupo das enzimas
trombina simile e também a um grupo maior de enzimas serinoproteases, que se
caracterizam por apresentar um sitio catalitico comum por meio de um mecanismo
gue envolve um aminoacido ativo serina altamente reativo e presente na posi¢cao 195.
No seu sitio ativo, existe uma triade catalitica semelhante aquele presente na tripsina,
a qual é formada pelo agrupamento dos aminoacidos Ser 195, His 57 e Asp 102
(BARROS et al., 2009).

A estrutura globular monomérica apresenta duas estruturas alfa-hélice,
contendo os residuos 146-152 e 215-227; duas estruturas 3-barris formada por seis
folhas antiparalelas e loops; cinco pontes dissulfeto e a triade catalitica. Esta molécula
€ uma proteina de cadeia Unica, com massa molecular estimada em 34 kDa. A sua
estabilidade depende do pH, sendo maxima no pH 8,0. Possui atividade maxima em
pH 4.0. Nao € alterada por congelamento e descongelamento ou tratamento térmico
a 40 °C durante 15 minutos. Devido a sua atividade enzimatica semelhante a trombina,
o fibrinogénio humano e animal clivando a préoxima ao N-terminal atuando sobre
cadeia alfa. Os mondmeros de fibrina resultantes polimerizam-se em uma rede intensa
e estavel, que difere da produzida tradicionalmente pela trombina (JUNIOR;
BARRAVIERA, 2015).


https://patents.google.com/?inventor=Rui+SEABRA+FERREIRA+JUNIOR
https://patents.google.com/patent/WO2015172215A1/pt
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Lima (2019) afirma que, ap0s anos de pesquisas, pode-se constatar que o
biopolimero de fibrina heterélogo atua na formacdo de cicatriz mostrando resultado
satisfatorio para a area de adesdo, sem apresentar efeitos toxicos locais ou
sistémicos. Outro ponto positivo que se pode salientar € que o biopolimero de fibrina
heterdlogo, obtido a partir do veneno de serpente, tem menor custo de producéo e &
de facil aplicacédo tornando-se viavel para utilizacdo em modelos animais.

Pesquisadores afirmam que este biopolimero € um produto bioldgico
biodegradavel, incapaz de transmitir doencas infecciosas, pois ndo contém sangue
humano, e que possui boa capacidade adesiva e potencial de aplicacdo, como uma
opcao adicional nos procedimentos de sutura convencional (BARROS et al., 2009).

Pesquisa realizada com o produto comprovou que o biopolimero de fibrina
heter6logo produzido pela CEVAP obteve resultados satisfatérios no tratamento de
Ulceras venosas. Em estudo conduzido por Lima (2019), péde-se constatar que o
biopolimero de fibrina heterélogo também pode ser utilizado como arcabouco para

células-tronco em diversas necessidades, inclusive no reparo 6sseo.

3.5.1 Preparacao do biopolimero de fibrina heterélogo

Desde 1989, pesquisadores do CEVAP realizam estudos de um novo
biopolimero de fibrina heter6logo a partir de veneno de serpentes do género
Bothropos e Crotalus. A pesquisa iniciou utilizando o fibrinogénio extraido de sangue
humano. No entanto, a utilizacdo de sangue humano traria o risco de transmisséo de
doencas infecciosas para os pacientes. A partir dessa premissa, buscaram-se
alternativas viaveis e lancou-se méo do fibrina de bufalos. Atualmente o biopolimero
de fibrina é feito com enzimas do veneno de cascavel e com fibrinogénio de sangue
de bufalos (CEVAP, 2018).

O Biopolimero de fibrina heterdlogo é produzido a partir de um crioprecipitado
rico em fibrinogénio de origem animal simile, a enzima serinoprotease trombina
(SPase), 3/9 extraida da peconha da serpente Crotalus durissus terrificus. O
crioprecipitado consiste na fracdo insollvel, precipitada a frio, do plasma fresco
congelado. Vale ressaltar que esse crioprecipitado € formado pelo fibrinogénio, fator
VIII (F VIII), fator de von Willebrand (F vW), fator XllI (F XIlII) e fibronectina (JUNIOR;
BARRAVIERA, 2015).


https://patents.google.com/?inventor=Rui+SEABRA+FERREIRA+JUNIOR
https://patents.google.com/patent/WO2015172215A1/pt
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Neste biopolimero, os componentes sdo providos separadamente, sendo a
fracdo | composta da serino protease (giroxina) e associada ao diluente cloreto de
calcio no momento do uso, e a fragdo Il um crioprecipitado rico em fibrinogénio. Entéo,
as fracdes polimerizam-se in situ apos mistura e sao aplicadas sobre a ferida cutanea
simultaneamente (FERREIRA et al., 2017).

Para a utilizacdo, o conteddo do diluente € injetado no frasco com a
serinoprotease, agitado e reservado. Em seguida, com outra seringa e agulha, todo o
conteudo do crioprecipitado € aspirado e, concomitantemente, realiza-se a aplicacédo
topica com as duas seringas em paralelo e biseis dirigidos para o local de interesse.
Segundos depois, observa-se a formacdo de um coagulo translicido, que
corresponde ao biopolimero de fibrina heter6logo (BUCHAIM et al., 2014).

Os componentes sao armazenados individualmente, em frascos separados, e
congelados a -20°C até o seu uso. Para a utilizac&o, os frascos devem ser retirados
do freezer e mantidos a temperatura ambiente (entre 15 e 25°C), durante 10 a 20
minutos para descongelamento. A serinoprotease extraida do veneno de serpente
esta presente em uma concentracdo que varia entre 4,3 e 53 mg/mL. O
crioprecipitado € extraido do plasma de bubalinos. Este produto é composto por
fibrinogénio em concentracao entre 0,7 e 1,4 dg/mL; fator V em concentracdo entre
70 e 200 Ul/dL; fator VIII em concentracdo entre 100 e 700 Ul/dL e fator de von
Willebrand em concentragéo entre 50 e 500 Ul/dL. O diluente utilizado é o cloreto de
calcio em concentracdo entre 20 e 30 mM, preferencialmente a 25 mM (BARROS et
al., 2009).

Para testar a qualidade no processo de producdo, apoOs extraido, o
crioprecipitado € analisado por eletroforese bidimensional, ferramenta responséavel
por isolar e identificar proteinas por meio das suas massas moleculares e pontos
isoelétricos em gel de poliacrilamida (BUENO; MUNOZ; TORRES SAEZ, 2011). O
perfil proteico do crioprecipitado extraido de bubalinos apresenta as diferentes formas
de fibrinogénio, proteina responsavel pela formacdo do coagulo estavel de fibrina
(FERREIRA et al, 2017).

Cuidados devem ser tomados na aplicagdo do biopolimero de fibrina
heterdlogo, pois ele pode ser desnaturado apds contato com solugdes contendo
alcool, iodo, solucéo antisséptica ou metais. Logo, estas devem ser removidas antes
da aplicacdo do produto (BUCHAIM et al., 2019).
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3.5.2 Aplicacdes clinicas do biopolimero de fibrina

Inimeras sdo as pesquisas utilizando o biopolimero de fibrina heterdlogo
produzido pela CEVAP. Testes realizados mostram que a aplicacdo do selante
derivado do veneno de serpentes resulta em um reparo perfeito, esteticamente melhor
do que a sutura convencional (CORREA, 2005). Outro estudo utilizando o biopolimero
de fibrina heter6logo mostrou resultados satisfatérios em cirurgias de enxerto de
gengiva se comparado com enxertos suturados, indicando que o biopolimero pode
representar uma alternativa eficaz e segura as suturas convencionais em
procedimentos gengivais (BARBOSA et al., 2007). Vicente et al. (2007) utilizaram o
BFH em nervo fibular seccionados e tratados imediatamente com o biopolimero de
fibrina heter6logo. Como resultados os autores constataram que o biopolimero foi
capaz de reparar as fibras nervosas e promover a regeneracdo de mielina.

Estudo realizado com fémeas de ratos Lewis constatou a eficiéncia do
biopolimero na recuperacdo motora e na preservacao sinaptica apos cirurgia
reparadora de avulsao de raiz ventral, na interface do sistema nervoso central. Como
achados dessa pesquisa, 0s estudiosos puderam afirmar que o biopolimero atua no
auxilio para a neuroprotecao e preservacao da rede sinaptica e que reduziu a reacao
astroglial, aumentando os niveis de RNA mensageiro (RNAm) para as neutrofinas e
citocininas, substancias que podem contribuir para a melhora da funcdo motora
(BARBIZAN et al., 2013).

Estudo realizado com pacientes com feridas venosas originadas em disfuncdes
do sistema circulatério nos membros inferiores utilizou o biopolimero, que se mostrou
eficaz e trouxe um tempo de reparo inferior, se comparado ao uso de tratamento
convencional. Pesquisadores puderam constatar que a aplicacdo do BFH no leito da
ferida teve efeito na diminuicdo da dor e aumento na vascularidade na regido da
aplicacdo, o que pdde acelerar o processo de cicatrizacdo (GATTI, 2009). Goulart
(2013) realizou estudo que apontou efeitos satisfatorios para a utilizacdo do
biopolimero de fibrina heterdlogo quando aplicado em feridas de ratos Wistar
diabéticos. Observou-se o aumento na vascularidade na regido da aplicacao,
sugerindo que o produto pode acelerar o processo de reparo.

Estudo realizado em 2013 constatou a capacidade osteocondutora do
biopolimero de fibrina heterdlogo na reparacao de defeitos no cranio em ratos Wistar
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machos (IATECOLA et al., 2013). Outro estudo apontou para a utilizagdo do
biopolimero como arcabouco para células-tronco mesenquimais em neurocirurgia
(ERENO, 2009). Partindo dessa premissa, Orsi et al. (2017) comprovaram em seu
estudo que o BFH tinha a funcéo de arcabouco para células tronco mesenquimais. Tal
conclusao foi possivel ao utilizar a técnica no processo de reparo 0sseo de ratos com
osteoporose.

Corroborando com o estudo de Ereno, realizado em 2009, Gasparotto et al.,
(2013) constataram que o BFH ndo afeta o microambiente bioldgico das células, ndo
sendo constatado dano para o processo de aderéncia, proliferacao ou diferenciacao
celular, permitindo a adeséo e o crescimento de células tronco mesenquimais. Tais
resultados sugerem que o BFH € um polimero biocompativel e adequado para carrear
células-tronco em distintas situacdes, inclusive na engenharia de tecidos.

Esses estudos demonstram um promissor potencial para uso do biopolimero de
fibrina heterdlogo no tratamento de diversas situacdes, especialmente no que se
refere a capacidade de promover o reparo tecidual em lesdes de dificil cicatrizacéo.
Tal feito pdde ser comprovado em estudo em que BFH se mostrou capaz de realizar
a reparacao tecidual em ulceras venosas cronicas nas quais ja haviam sido tentados

inUmeros produtos e técnicas de curativo (GATTI, 2009).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi realizado com os cuidados necessarios para minimizar a
dor e o sofrimento dos animais, em conformidade com a Lei n°® 11.794, de 8 de outubro
de 2008 (Lei Arouca) e com a resolugcédo 714, de 20 de junho de 2002, do Conselho
Federal de Medicina Veterinaria (CFMV).

Todos os procedimentos cirurgicos foram executados sob anestesia, com
cloridrato de ketamina e clorpromazina. A eutanasia foi realizada com sobredose de
anestésicos, sem causar sofrimento aos animais, a partir da depressao do sistema
nervoso central.

O Projeto de pesquisa foi encaminhado pelo Comité de Etica para o uso de
Animais (CEUA), da Universidade Estadual do Piaui (UESPIO, sendo aprovado pelo
protocolo n°® 0312/2019.

4.2 ANIMAIS

Para o desenvolvimento deste trabalho, foram utilizados 84 ratos Wistar (rattus
norvegicus albinus), machos adultos (com mais de 60 dias de vida), com média de
250 g de massa corporal, selecionados aleatoriamente do biotério do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Estadual do Piaui. Os animais nasceram no local,
nao necessitando de periodo de aclimatacgao.

Durante a fase experimental, todos os animais receberam racdo padronizada
para roedores e agua ad libitum. Eles foram mantidos em caixas de polipropileno,
autolavaveis e em ambiente ventilado, abrigando em cada caixa 7 animais. A
temperatura foi mantida em 25°C, e a umidade controlada e com ciclo claro-escuro de
12 horas. Vale ressaltar que, durante o experimento, ndo foram detectadas brigas,

acOes de mutilacdo nem tampouco canibalismo entre os animais.
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4.3 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os animais, apds a pesagem, foram anestesiados com injecéo intramuscular
(IM) de cloridrato de ketamina, na dose de 60-80 mg/kg, e cloridrato de clorpromazina,
na dose de 1,6-2,0 mg/kg, conforme normas e diretrizes éticas para pesquisa com
animais da Resolucédo 879 de 15 de fevereiro de 2008, do Conselho Federal de
Medicina Veterinaria (CFMV, 2008).

ApOs a tricotomia da regido dorsal, os animais 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 isso, foi demarcada no dorso
dos animais abaixo das escapulas e realizada uma leséo linear de 3 cm e, em seguida,
as bordas foram aproximadas com 3 pontos de sutura (Figura 1A). Essa leséo teve a
finalidade de avaliar a qualidade da reparacao por meio do teste de for¢a de tracao.
Posteriormente, no mesmo ato cirirgico, foi realizada a segunda lesdo com um punch
dermatoldgico, e uma area de 2 cm de didmetro de todas as camadas da pele foi
retirada (Figura 1B). A hemostasia foi feita por compresséao digital, utilizando-se gazes
esterilizadas.

Nos primeiros trés dias de pds-operatorio, foi administrado, como medicacao
analgésica, paracetamol 200 mg/ml de 8 em 8 horas. Os animais foram monitorados
diariamente pela pesquisadora. A higienizacdo das caixas, manutencdo da
alimentacdo e troca da agua, foram realizadas regularmente por profissional
habilitado.

FIGURA 1 - Representacado da inducéo das feridas no dorso do animal

Legenda: A: inducao da ferida longitudinal; B: induc&o da ferida circular.
Fonte: Elaboragéo da pesquisadora
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4.4 DESENHO EXPERIMENTAL

Os animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos contendo 21 animais
cada.
o Grupo controle (GC): foi induzida a ferida no dorso dos animais e tratada com
soro fisiolégico 0.9%.
o Grupo LED (LED): foi induzida a ferida no dorso dos animais e aplicado LED
apos imediatamente o procedimento cirdrgico e a cada 72h.
o Grupo biopolimero de fibrina heterdlogo (BFH): foi induzida a ferida no dorso
dos animais e aplicado o BFH imediatamente ao procedimento cirlrgico e a cada 72h.
o Grupo LED associado ao biopolimero de fibrina heterélogo (LED + BFH): foi
induzida a ferida no dorso dos animais sendo irradiado o LED e, em seguida, aplicado
o biopolimero de fibrina heterélogo, procedimento repetido a cada 72h.
Posteriormente, os animais foram subdivididos em trés periodos experimentais:
7,14 e 21 dias.

4.5 TRATAMENTO

Foi utilizado o equipamento LED Tendlite® medicinal, modelo 204,
comprimento de onda 660 nm, poténcia 166 mW (aferidas em potencibmetro), nos
parametros descritos na tabela 1. Nos animais do grupo LED e LED + BFH, apés a
inducéo da ferida, foi realizada a hemostasia e, entéo, realizada a irradiagéo LED de
forma pontual, com 1 cm de distancia da lesdo padronizados por meio de um suporte

(Figura 2), sendo aplicado em cada animal os mesmos parametros de LED.

TABELA 1 - Pardmetros de aplicacdo da terapia por fotobiomodulacdo a LED

FABRICANTE LUMINO®GROUP
MODELO TENDLINE 204
ANO DE PRODUCAO 2011
COMPRIMENTO DE ONDA 660 nm
POTENCIA DE SAIDA 0,166 W
TEMPO DE IRRADIACAO 60 segundos
ENERGIA 9,96 J

AREA DE FEIXE 2 cm?
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TABELA 1 - Parametros de aplicacédo da terapia por fotobiomodulacédo a LED (cont.)

TECNICA DE APLICACAO Pontual a distancia de 1 cm
NUMERO DE PONTOS 1
FREQUENCIA DE APLICACAO Cada 72 horas, por 7, 14 ou 21 dias.

Fonte: Elaboracédo da pesquisadora

FIGURA 2: Esquema representativo da aplicacao da terapia de fotobiomodulacao a
LED
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Fonté: Eiabdragéo da pe_squisadora

A aplicacdo do biopolimero de fibrina heterdlogo foi realizada de forma tépica
nas feridas dos grupos BFH e LED + BFH. Foram aplicados 2 g do biopolimero de
fibrina heter6logo na area lesionada e espalhados com auxilio de uma espatula de
forma que toda a area ficasse recoberta.

Ambos os tratamentos aconteceram imediatamente apos a inducao da leséo, e
os procedimentos foram repetidos a cada 72 horas em todos os animais de acordo
com 0S grupos aos quais pertenciam. Vale ressaltar que no grupo em que ocorreu a
associacao das terapias sempre aconteceu primeiro o tratamento com TFBM a LED

e, em seguida, foi realizada a aplicacédo do BFH.
4.6 EUTANASIA

Os animais dos grupos experimentais foram anestesiados, conforme protocolo
descrito anteriormente, e submetidos a eutanasia com sobredose de tiopental sédico
na dose de 100 mg/kg, por via intraperitoneal, depois de decorridos 7, 14 e 21 dias de

poOs-operatorio, conforme o grupo a que pertenceriam.
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4.7 ANALISE MACROSCOPICA

A analise macroscopica da ferida foi realizada diariamente, e a regido da lesao
era investigada quanto as seguintes ocorréncias: necrose, inflamagéo local, odor,

presenca de fibrose ou liquido na cavidade.
4.8 ANALISE MORFOMETRICA DO INDICE DE REPARO DE FERIDAS

A analise morfométrica do indice de reparo de ferida foi realizada por meio de
registros fotograficos utilizando a camera digital Canon PowerShot SX30 IS com
14 megapixels no dia O e no dia de eutanasia do animal (7, 14 ou 21 dias). Foi utilizada
uma camera digital no modo basico, sem flash, sem zoom. Para a padronizacédo 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 lesdes em mm. As imagens foram analisadas
pelo software ImageJ 1,45 (Research Services Branch, Nacional Institutes of Health —
NIH (Bethesda, Maryland, EUA). A area residual da leséo foi calculada com base nas
imagens, utilizando a seguinte formula:

A = _Ddia 400

r

inicial

Legenda: area residual (A/) da lesdo (%); Adia representa a area medida diariamente;
Ainicial € @ area inicial mensurada imediatamente apos a indugéo da ferida.

4.9 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Apéds a andlise macroscépica, foi realizada a coleta das amostras de pele em
toda a extensao das feridas, com margem de 1 cm de pele integra. As amostras da
ferida longitudinal foram destinadas ao teste de forca de tragdo da cicatriz, foram
retiradas e irrigadas com solucao fisioloégica a 0,9 % e, logo em seguida, foram
submetidas ao teste forca de tracéo.

As amostras da ferida circular foram destinadas as analises histologicas. Para
isso, foram fixadas em solugcéo tamponada de formalina a 10 % durante 24 horas e

encaminhadas para 0 processamento histologico convencional, constando de
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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 Picrosirius
Red. Todas as laminas foram codificadas de modo que o examinador ndo tenha

conhecimento sobre a qual grupo pertencia.

4.10 ANALISE HISTOLOGICA DESCRITIVA

As amostras coradas com H.E foram utilizadas para avaliar alteracfes
histopatolégicas na pele. Assim, foi realizada a analise descritiva avaliando
qualitativamente reepitelizacao, tecido de granulacéo, proliferacéo fibrobastica, vasos
sanguineos, infiltrado inflamatério e organizagdo tecidual. Os espécimes foram
examinados usando um microscopio Optico trinolucular Olympus CX31, modelo
YS100.

4.11 ANALISE HISTOMORFOMETRICA
A avaliacdo histomorfométrica da lesédo foi realizada por uma andlise semi-
guantitativa por meio de um escore descrito por Solmaz et al. (2016), sendo

considerados valores de 0 a 4 pontos, como descrito na tabela 1.

TABELA 2 - Escala para analise semi-quantitativa da avaliacdo histopatologica

Escala Epitelizacao Fibroblastos Colageno Vasos sanguineos
0 Ausente Ausente Ausente Ausente
1 Espessura das leve ao redor  minimo tecido de leve ao redor do
bordas cortas do tecido granulagéo tecido

2 Migragdo de leve tecido de leve tecido de leve tecido de
células granulagéo granulagéo granulagéo

3 conexao da moderado moderado tecido moderado tecido
incisédo tecido de de granulagéo de granulagéo

granulagéo
4 Queratinizagcdo  intenso tecido intenso tecido de  intenso tecido de

de granulagéo

granulagéo

granulagéo

Fonte: Solmaz et al. (2016)



41

As amostras serdo comparadas com 0s escores apresentados na tabela 2 e,
de acordo com sua apresentacdo, serd atribuido escore para a avaliacédo

histopatologica.

4.12 GRAU DE INFLAMACAO

O grau de inflamacao foi medido com as fases de resolugcdo do processo
inflamatorio: grau 1, inflamagéo aguda (formagdo de membrana piogénica); grau 2,
predominio de inflamacé&o aguda difusa (predominio de tecido de granulag&o); grau 3,
predominio de inflamacéo croénica (fibroblastos comecando a proliferar); grau 4,
resolucdo e reparo (reducdo ou desaparecimento da inflamacao crbnica, embora
células redondas ocasionais possam persistir). Os escores sdo utilizados realizando-

se 0 comparativo da lesédo do animal com o escore do grau de inflamac&o.

4.13 ANALISE DO COLAGENO

Apo6s microtomia que foram cortados a 10 ym, os cortes histoldgicos foram
submetidos a coloragdo pelo picrosirius red. Para identificacdo de coldgenos maduro
(tipo 1) e imaturo (tipo Ill), analisaram-se o0s cortes histologicos 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 analise das
imagens mediante o aplicativo Image Pro-Plus, versdo 4.5 para Windows (Midia
Cibernética, Sao Paulo, SP).

No sistema RGB (Red, Blue, Green), foram considerados valores para tons de
vermelho, amarelo e laranja (colageno tipo |) e para tons de verde (colageno tipo Ill).
Todas as laminas foram avaliadas sob as mesmas condi¢cdes de regulagem, dentro
dos parametros exigidos pelo referido aplicativo. Nos cortes histologicos, realizou-se
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 lll em relagéo a area

total examinada.
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A partir da medida da percentagem de fibras colagenas foi calculado o indice
de maturacéo de colageno (IMaC), segundo descrito por Simdes et al. (2019), sendo
obtido por meio da razéo percentual de colageno tipo | pelo Percentual de colageno
tipo 11, em que valores maiores do que 1 indicam que a percentagem de coladgeno tipo

| € maior do que a percentagem de coladgeno do tipo Il (colageno tipo lll/coldgeno tipo

).
4.14 ANALISE DA FORCA DE TRACAO

A avaliacdo da forca de tracao seguiu o procedimento descrito por Trubian et
al. (2007). Para o teste foi utilizado um aparelho universal de experimento mecanico
com garras de pressdo ajustavel manualmente e sistema eletrdnico de obtencéo de
dados (dinambdmetro). As pontas da fracéo de pele, que continham a sutura em sua
porcdo central, foram fixadas as presilhas, com ajuste manual. A tragdo ocorreu com
velocidade constante, usando-se carga de 10 kg, com sensibilidade de 50 g, até a
ruptura total do corpo de prova. A forca de tracédo foi constantemente mensurada por
meio de um computador anexo ao sistema de presilhas, considerando-se como

variavel a forca maxima de tragdo (FMT) em kgf.

4.15 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados estdo descritos em valores de médias e desvio padrao e
apresentados em tabelas e gréficos. A normalidade dos dados foi testada com o teste
de KS e a Homogeniedade com o teste de Levene. Para as comparacfes entre grupos
foi utilizado One-Way ANOVA com poés hoc de Tukey. Para a diferenca estatistica foi
adotado um valor de significancia de 5%. A analise estatistica foi realizada com auxilio
do programa GraphPad Prism.
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5 RESULTADOS
5.1 ANALISE MACROSCOPICA

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 0s grupos experimentais. No grupo controle,
houve discreta inflamacao local, evidenciada entre o 5° e o 6° dia, ap0s a realizacao

da leséo, ndo manifestada nos demais grupos conforme se observa na figura 3.

FIGURA 3 - Analise macroscoépica da ferida nos grupos controle, LED, BFH e LED
associado ao BFH nos dias 0, 7,14, e 21 de experimento

Controle LED BFH LED + BFH

o 1 2
Legenda: Controle = sem tratamento; LED = Diodo Emissor de luz; BFH = Biopolimero de
fibrina heterélogo; LED + BFH = Diodo Emissor de luz associado a Biopolimero de fibrina
heterdlogo.
Fonte: Elaboracdo da pesquisadora
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5.2 ANALISE MORFOMETRICA DO iNDICE DE REPARO DE FERIDAS

A anadlise do indice de reparo de ferida demonstra que o grupo controle
apresentou estatisticamente menor porcentagem de redugcdo da area lesionada
comparado aos demais grupos apos 7 dias. Ainda neste periodo, péde-se observar
que o grupo LED associado ao BFH mostrou maior indice de reparo, estatisticamente
significante, comparado ao grupo que utilizou BFH de forma isolada. Apés 14 dias, 0s
grupos BFH e LED + BFH apresentaram maior reducéo da ferida quando comparados
aos grupos controle e LED. Nao foi observada diferenca estatistica entre os grupos
CG e LED. No ultimo periodo experimental, ou seja, de 21 dias, foi observado que os
trés grupos tratados tiveram um maior indice de reparo comparado ao grupo controle.
Quando foram comparados os grupos tratados, notou-se que o grupo LED + BFH
demostrou maior reducéo da ferida comparado ao grupo que foi tratado apenas com
LED, 21 dias p6s-operatorio.

FIGURA 4 - indice de reparo de feridas nos grupos controle, LED, BFH e LED
associado ao BFH nos dias 7,14, e 21 de experimento

*
*_I —
| L
1007 « 1 H -
. 1
o | =1
o —
O 60 L
o
©
(D)
— 40-
X
20
O' T T
& & &
A > o

Bl GC & LED O BFH CJ LED + BFH

Legenda: GC = controle sem tratamento; LED = Diodo Emissor de luz; BFH = Biopolimero de

fibrina heterélogo; LED + BFH = Diodo Emissor de luz associado a Biopolimero de fibrina
heterélogo.

Fonte: Elaboracdo da pesquisadora
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5.3 ANALISE HISTOLOGICA DESCRITIVA

Imagens histoldgicas representativas das feridas sdo apresentadas na Figura
5. A analise histologica descritiva revelou que as feridas de todos os grupos
experimentais, 7 dias pos-operatorio, estavam recobertas por crosta fibrino neutrofilica
de espessura variavel. A reepitelizacdo era mais evidente apenas nas areas
periféricas das feridas dos grupos que receberam tratamento. No leito das feridas dos
grupos tratados, foi observado tecido de granulag&o, fibroblastos, numerosos
capilares sanguineos com predominio de inflamacéo crbnica, quando comparados ao
grupo controle. Quando comparados os tratamentos, observou que o grupo LED +
BFH demonstrou tecido de granulacdo discretamente mais organizado.

Com quatorze dias de evolucdo, observou-se crosta fibrino neutrofilica ainda
presente em todos 0s grupos, principalmente no grupo controle. Todos 0s grupos
tratados apresentaram processo de reparo melhor que o grupo controle. A
reepitelizacdo se mostrou um pouco mais avancada, e o tecido de granulagédo se
revelou mais organizado nos grupos BFH e LED + BFH comparados aos grupos
controle e LED.

Com vinte e um dias de evolucédo, péde-se observar que no grupo controle a
reepitelizacdo ainda ndo estava completa, notando-se area central lesionada ainda
recoberta por crosta. Na derme superficial, a matriz extracelular era menos densa e
continha inUmeros vasos sanguineos e células inflamatérias. Nos demais grupos, as
feridas apresentaram epiderme neoformada quase completamente. Os grupos
tratados mostraram fibroblastos dispostos em feixes e reducédo acentuada da atividade
inflamatoria, que se resumiu a focos discretos de infiltrados de macréfagos. No grupo

BFH, a derme exibiu matriz extracelular mais densa.
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FIGURA 5 - Fotomicrografias representativas da analise histolégica nos grupos

controle, LED, BFH e LED associado ao BFH nos dias 7,14, e 21 de experimento
7 dias 14 dias 21 dias

GC

LED

BFH

LED + BFH

Legenda: GC = controle sem tratamento; LED = Diodo Emissor de luz; BFH = Biopolimero de
fibrina heterélogo; LED + BFH = Diodo Emissor de luz associado a Biopolimero de fibrina
heterdlogo. Coloracdo = H.E. Aumento: 20x

Fonte: Elaboracédo da pesquisadora

5.4 ANALISE HISTOMORFOMETRICA

Os resultados da avaliagdo histomorfométrica demonstraram diferenca
estatistica nas fases de reparo tecidual entre 0os grupos experimentais. Para o critério
epitelizacdo, apdés 7 dias observou-se que 0 grupo controle apresentou escore
estatisticamente menor quando comparado aos grupos LED e LED + BFH. Apos 14
dias, p6de-se observar que o grupo controle mostrou escore estatisticamente menor
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comparado aos grupos BFH e LED + BFH. Nesse mesmo periodo, observou-se que
o grupo LED + BFH demonstrou diferenca estatisticamente maior comparado ao grupo
LED. No ultimo periodo avaliado, 21 dias, verificou-se que apenas o grupo LED + BFH
apresentou diferenga estatisticamente maior quando comparado ao grupo controle.

Para a avaliacdo histomorfométrica de fibroblastos, observou-se que todos 0s
grupos tratados apresentaram diferenca estatisticamente maior comparado ao grupo
controle ap6s 7 e 21 dias. Apos 14 dias, apenas os grupos BFH e LED + BFH
demonstraram diferenca estatisticamente maior que o grupo controle.

A avaliacdo histomorfométrica de colageno e vasos sanguineos demonstraram
gue todos 0s grupos tratados apresentaram escores estatisticamente maior quando

comparado ao grupo controle nos trés periodos avaliados.

FIGURA 6 - Classificacao histopatolégica nos grupos controle, LED, BFH e LED
associado ao BFH nos dias 7,14, e 21 de experimento
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Legenda: GC = controle sem tratamento; LED = Diodo Emissor de luz; BFH = Biopolimero de
fibrina heterélogo; LED + BFH = Diodo Emissor de luz associado a Biopolimero de fibrina
heterdlogo.

Fonte: Elaboracdo da pesquisadora
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5.5 GRAU DE INFLAMACAO

A figura 7 demonstra o grau de inflamacdo. Péde-se observar que, no periodo
de 7 dias, os grupos LED e LED + BFH apresentaram predominéancia de inflamagé&o
cronica, representado pelo escore 3, enquanto no grupo controle ainda era notado a
predominéancia da inflamacao aguda difusa (escore 2). Da mesma forma, nos periodos
de 14 e 21 dias, os grupos tratados demonstraram escore 4, que indica uma resolucéo
e reparo (reducédo ou desaparecimento de inflamacg&o cronica, embora persistam
células redondas ocasionais), enquanto o grupo controle ainda apresentava

predominancia de inflamacao crbnica (escore 3).

FIGURA 7 - Analise histopatolégica para avaliacdo de Infiltrado Inflamatério nos
grupos controle, LED, BFH e LED associado ao BFH nos dias 7,14, e 21 de
experimento
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Legenda: GC = controle sem tratamento; LED = Diodo Emissor de luz; BFH = Biopolimero de
fibrina heterélogo; LED + BFH = Diodo Emissor de luz associado a Biopolimero de fibrina
heterdlogo.

Fonte: Elaboracdo da pesquisadora

5.6 ANALISE DO COLAGENO

A Figura 8 demonstra a quantificacdo do colageno | e lll e o indice de maturacao
do colageno dos grupos experimentais.
Na quantificacdo de colageno |, péde-se observar que, no periodo de 7 e 14

dias, os grupos LED, BFH e LED + BFH apresentaram maior quantitativo de colageno
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| se comparados com o grupo controle. Quando comparados os tratamentos, o0 grupo
BFH demonstrou diferenca estatisticamente significante maior quando comparado ao
grupo LED. LED+BFH teve um quantitativo maior de coldgeno | quando comparado
com os demais grupos tratados. Da mesma forma, no periodo de 21 dias, 0s grupos
tratados apresentaram maior quantidade de colageno | comparado ao grupo controle.
O grupo BFH apresentou diferenca estatisticamente maior de colageno | comparado
aos grupos LED e LED + BFH.

Para o colageno lll, observou-se nos trés periodos experimentais que no grupo
controle ocorreu uma maior quantificacdo de colageno Ill. Comparando o0s
tratamentos, apés 7 dias, o grupo LED apresentou maior quantidade de colageno Il
comparado aos grupos BFH e LED + BFH, assim como o grupo BFH também
apresentou maior quantidade de colageno Ill comparado ao grupo LED + BFH. Apds
14 dias, o grupo LED também apresentou maior quantidade de colageno Il
comparado aos grupos BFH e LED + BFH. Além disso, o grupo LED + BFH apresentou
diferenca estatisticamente significativa comparado ao grupo BFH. Apés 21 dias, os
grupos LED e LED + BFH apresentaram quantidade de colageno Il maior comparado
ao grupo BFH.

A andlise de indice de Maturacdo do Colageno demonstrou estatistica
significativamente menor quando comparado o grupo controle com os grupos tratados
nos 3 periodos experimentais. No periodo de 7 dias, o grupo LED + BFH apresentou
diferenga estatisticamente maior quando comparado aos demais grupos. Apos 7 e 14
dias, o grupo BFH demonstrou diferenca estatisticamente significativa quando

comparado aos grupos LED e LED + BFH.
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FIGURA 8 — Quantificacdo de colageno e indice de maturacdo nos grupos controle,
LED, BFH e LED associado ao BFH nos dias 7,14, e 21 de experimento
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Legenda: GC = controle sem tratamento; LED = Diodo Emissor de luz; BFH = Biopolimero de

fibrina heterélogo; LED + BFH = Diodo Emissor de luz associado a Biopolimero de fibrina
heterélogo.

Fonte: Elaboracdo da pesquisadora

5.7 ANALISE DA FORCA DE TRACAO

A Figura 9 mostra os resultados do teste da forca de trag&o. E possivel perceber
que, com 7 dias, pOode-se observar que a forca de tracdo foi estatisticamente
significativa maior nos grupos tratados em relacdo ao grupo controle. Com 14 dias,
pdde-se constatar que os grupos LED e BFH demonstraram maior forca de tracéo
comparado ao grupo controle. Ainda, o grupo BFH teve melhor desempenho se
comparado com o grupo BFH + LED. Com 21 dias, todos os grupos tratados
apresentaram diferenca estatisticamente maior comparados ao grupo controle, assim
como o grupo BFH demostrou melhor resultado de forca de tracdo em comparacéo
com os grupos LED e LED+BFH.
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FIGURA 9 — Teste de resisténcia e forca de tracdo nos grupos controle, LED, BFH e
LED associado ao BFH nos dias 7,14, e 21 de experimento
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Legenda: GC = controle sem tratamento; LED = Diodo Emissor de luz; BFH = Biopolimero de
fibrina heterélogo; LED + BFH = Diodo Emissor de luz associado a Biopolimero de fibrina
heterdlogo.

Fonte: Elaboracdo da pesquisadora
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6 DISCUSSAO

Apesar dos avangos tecnoldgicos e cientificos na area da saude, feridas
cutaneas cronicas ou de dificil reparo, como diabéticas, queimaduras ou Ulceras por
pressdo, ainda impdem um encargo econdmico ao paciente acometido e ao sistema
de saude, devido ao elevado custo com o tratamento de feridas, tais como consultas
clinicas, trocas de curativos, cuidados de enfermagem, internacdes hospitalares,
procedimentos cirdrgicos (CROVETTI et al.,, 2004; WERDIN; TENENHAUS;
RENNEKAMPFF, 2008).

Estima-se que o numero de pacientes com feridas cronicas continuara a
aumentar devido ao crescente envelhecimento populacional e a alta prevaléncia de
doencas cronicas e comorbidades como diabetes mellitus, obesidade, hipertensao
venosa e doenca vascular periférica, que também aumentam o custo do tratamento
de feridas (CROVETTI et al., 2004; SIMKA; MAJEWSKI, 2003; BOYCE; WARDEN,
2002). Além disso, o tratamento ideal de feridas muitas vezes exige mudancas na
pratica, incluindo a implementacdo de métodos e tecnologias avancadas (TOTTOLI,
2020).

Assim, o presente trabalho investigou efeito da terapia por fotobiomodulacéo a
LED associado ou ndo ao uso do biopolimero de fibrina heterélogo no reparo de
feridas cutaneas em ratos. De acordo com os achados macroscopicos e indice de
reparo de feridas, os tratamentos utilizados de forma isolada, LED e BFH,
demonstraram reparo cutaneo avan¢ado quando comparados ao grupo controle. Além
dos resultados positivos observados com o uso do LED e BFH na avaliacdo
macroscopica, este estudo também demonstrou microscopicamente que variaveis
como fibroblastos, colageno e vasos sanguineos apresentaram diferenca estatistica
significativamente maior comparado ao grupo controle, entretanto na variavel
epitelizacdo apenas houve uma diferenca significante apés 7 dias para o grupo LED
e 14 dias para o grupo BFH.

Pbde-se observar em analise microscopica que ambos o0s tratamentos
utilizados de forma isolada modularam o processo inflamatério, pois foram capazes
de promover a reducdo ou desaparecimento de inflamacdo crénica anteriormente

comparado ao grupo controle. Tais achados estdo de acordo com Dall Agnol, Nicolau
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e De Lima (2009), os quais demostraram que o diametro da ferida cutanea em ratos
foi significativamente reduzido no grupo que recebeu a terapia por fotobiomodulacao.

Assim também, Paraguassu et al. (2014) demonstraram um aumento
significativo na reepitelizagdo em feridas cutaneas apos irradiagdo em um modelo
experimental de ferida excisional de pele em ratos. O uso do biopolimero de fibrina
também tem mostrado efeito positivo no processo de reparo (VANSCHEIDT et al.,
2007; CHEN; TSAI; BURNOUF, 2010; ASADI et al., 2014). Abbade et al. (2021)
demonstraram que o BFH se mostrou seguro e ndo imunogénico, com boa eficacia
preliminar para o tratamento das feridas cronicas.

Acredita-se que tais resultados ocorreram, pois a terapia por fotobiomodulacéo
€ capaz de promover modificacdes bioquimicas, bioelétricas e bioenergéticas, acelera
o metabolismo tecidual, promove a modulacdo da resposta inflamatéria, aumenta a
proliferacéo celular, assim como a quantidade de tecido de granulacédo e deposicao
de colageno, estimulando o processo de reparo (LINS et al., 2010; STEIN et al., 2005;
SOLEIMANI et al., 2012; TIM et al., 2016). Além disso, a atividade do biopolimero de
fibrina mimetiza a cascata de coagulacdo, na qual a trombina faz a conversao de
fibrinogénio em fibrina, conduzindo a formacdo de um coagulo de fibrina estavel e
reforcado pela ativacéo do fator Xlll, estimula a proliferacéo de fibroblastos e participa
da sintese de colageno (VALBONESI, 2006; KASAI; KUNIMOTO; NITTA, 1983; ORSI
et al., 2017). Este estudo sugere que o aumento da variavel fibroblastos, observada
microscopicamente nos grupos LED e BFH, foi capaz de promover o aumento da
deposicao de colageno.

O colageno, principal componente da matriz extracelular, constitui uma familia
de proteinas, com mais de vinte nove tipos de colagenos identificados, dos quais 0s
tipos I, Il e lll sdo os predominantes nos tecidos conjuntivos. O colageno tipo | é o
componente mais importante envolvido no reparo tecidual (REHFELD; NYLANDER,;
KARNO, 2017). No presente estudo, a deposicdo de colageno | e lll foi investigada
por andlise de picrosirius red, que permitiu o reconhecimento de seu indice de
maturacdo. Esta coloracdo é usada para investigar tons de amarelo ou vermelho,
indicativos do colageno tipo I, enquanto o tipo Ill mostra fibras finas, fracamente
birrefringentes e em tons de verde (JUNQUEIRA; MONTES; SANCHES, 1982). A
analise do colageno mostrou que o LED e o BFH aumentaram a deposicao de

colageno tipo | e diminuiram colageno tipo Ill. Esse resultado sugere que o0s
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tratamentos aceleraram o reparo tecidual, uma vez que, a medida que ocorre a
evolucao do processo de reparo e maturacao do tecido de granulagéo, o colageno tipo
[ll, que € o primeiro a ser sintetizado, é gradativamente substituido pelo colageno tipo
I. O aumento no acumulo de coladgeno tipo | leva a formacgéao de fibras fibrosas densas
e aumenta, assim, a tracdo forca da matriz extracelular no local da cicatriz. A
maturacdo da cicatriz ocorre simultaneamente a elevacdo continua da sintese de
coldgeno tipo | e a degradagdo gradual do colageno tipo Il (MARTINEZ-
HERNANDEZ; AMENTA, 1990; SOUZA; CASTRO; SILVA, 2021). Os resultados desta
pesquisa demonstraram que o LED e o BFH promoveram a maturacao do colageno
assim como aumentaram a forca de tracdo no local do tecido neoformado.
Interessantemente, quando comparados os tratamentos LED e BFH, pb6de-se
observar que ambos foram capazes de estimular e acelerar o processo de reparo
tecidual, entretanto, quando avaliada a maturacdo do tecido, p6de-se observar que o
tratamento com BFH demonstrou ser mais eficiente em estimular a organizacédo do
coldgeno e, consequentemente, aumentar a forca de tracdo no local da lesao,
principalmente apds 14 dias. Tais resultados podem estar relacionados ao fato de o
BFH degradar totalmente por volta de 14 a 16 dias (WOLBANK et al., 2015).
Outrossim, sabe-se que a fibrina tem um papel central no processo de reparo,
pois atua como uma rede (scaffold), que une as margens da ferida e permite e facilita
a movimentacgao, aderéncia, migracao, proliferacdo e diferenciacdo das células tais
como fibroblastos e células endoteliais. A fibrina liga-se de maneira cruzada a
fibronectina por meio do fator XllI (fator estabilizador de fibrina), reforcando a adeséo
aos fibroblastos que iniciam a deposicdo de colageno, particularmente tipo |, na
arquitetura estrutural da rede de fibrina junto com o tecido de granulagdo recém-
formado (BARROS et al., 2009). Frauz et al. (2019) demonstraram que o uso do
biopolimero de fibrina heterdlogo atuou como um scaffold, uma vez que os grupos que
utilizaram o BFH apresentaram maiores valores de birrefringéncia, mostrando que a
fibrina € lentamente substituida por tecido conjuntivo. Da mesma forma, Tuan et al.
(1996) mostraram que fibroblastos cultivados em gel de fibrina sintetizaram colageno.
Surpreendentemente, o grupo LED + BFH, que associou os tratamentos,
mostrou 0 mesmo potencial para promover o reparo tecidual que, quando utilizados
os tratamentos de forma isolada, a terapia por fotobiomodulacdo néo potencializou os

efeitos do BFH, principalmente apos 14 e 21 dias. Da mesma forma, Dutra Junio et al.
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(2021) também nao observaram efeito extra com a associacdo do BFH com a terapia
por fotobiomodulac&o para estimular a reparacéo tendinea.

Por outro lado, Rosso et al. (2017) afirmam que a associacdo do BFH com a
fotobiomodulagc&o em outros tecidos como para estimular o reparo morfofuncional do
nervo facial e durante a reconstrucao de lesées em ossos longos demonstraram o
grande potencial da associacao dos tratamentos para auxiliar no processo de reparo
do nervo periférico e também na reconstrugcéo 6ssea (DE OLIVEIRA GONCALVES et
al., 2016; DE OLIVEIRA et al.,, 2020). No entanto, é dificil a comparacdo dos
resultados, porque os estudos anteriores utilizaram diferentes periodos experimentais
e/ou parametros dosimétricos da TFBM em relacdo aos empregados no presente
estudo.

Essa controvérsia a respeito da associacao da terapia por fotobiomodulacéo e
biopolimero de fibrina heterélogo pode estar relacionada a energia utilizada e a
frequéncia de aplicacdo utilizada neste estudo, pois sabe-se que estes parametros
desempenham um papel importante na resposta biolégica, e a existéncia de uma
curva dose-resposta estd bem conhecida (ZEIN; SELTING; HAMBLIN, 2018). Diante
disso, o presente estudo sugere que o numero de aplicacdo do LED + BFH promoveu
efeito dependente, ou seja, pode ter causado uma sobrecarga de energia

especialmente apds 14 e 21 dias.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo sugere que o0 uso da terapia por fotobiomodulagédo a LED
e biopolimero de fibrina heterdlogo, utilizados de forma isolada ou associados, foram
eficazes para promover o reparo tecidual em feridas induzidas em ratos. No entanto,
0 uso do biopolimero de fibrina heterdlogo foi mais eficaz para promover a maturacao

do colageno.
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