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RESUMO

A deficiéncia de hormonio tireoidiano tem sido associada a disturbios no
metabolismo corporal, incluindo o processo de cicatrizagdo de feridas. Alternativas
terapéuticas como as fototerapias Laser e LED tém evidenciado resultados positivos
no reparo tecidual, mas a sua associagdo a disturbios metabdlicos como o
hipotireoidismo ndo tem sido observada na literatura. Este estudo avaliou, através da
andlise histologica e imuno-histoquimica, a influéncia das fototerapias Laser e LED
no processo de cicatrizacdo de feridas excisionais em ratos hipotireoidianos e
eutireoidianos. Para tanto, 72 ratos Wistar albinus machos foram aleatoriamente
distribuidos em dois grupos (Eutireoidiano e Hipotireoidiano) com 36 animais cada, e
estes subdivididos em 3 subgrupos: Grupos controles Eutireoidiano (EC) e
Hipotireoidiano (HC), nos quais nao foi realizado nenhum tipo de tratamento; Grupos
Laser Eutireoidiano (EL) e Hipotireoidiano (HL), irradiados com luz Laser (GaAlAs,
A660nm, 40mW, CW, 0,04cm?, 24J/cm? por sessdo, Twin Flex Evolution ®,
MMoptics) e Grupos LED Eutireoidiano (ED) e Hipotireoidiano (HD), cujas feridas
foram irradiadas com luz LED (InGaAIP, A630+20nm, 150mW, CW, 0,5cmz2, 24J/cm?
por sessdo, FisioLED®, MMoptics). Feridas cirlirgicas padronizadas (1cm?) foram
confeccionadas no dorso dos animais e submetidas a irradiacado imediatamente apos
o procedimento cirargico, sendo repetidas a cada 48 horas, até a morte dos animais
(sete e 14 dias). Os espécimes foram processados usando as técnicas de coloracao
HE e Picrosirius, e técnica imuno-histoquimica para avaliagdo de colageno | e lll, e
avaliados por microscopica Optica. Os dados foram estatisticamente analisados. Os
resultados demonstraram que nos grupos nao irradiados, o hipotireoidismo dificultou
a repavimentacdo epitelial (Exato de Fisher, p<0,05). Os grupos irradiados com
Laser ou LED apresentaram melhores resultados quando comparados aos grupos
nao irradiados, sendo as variaveis reepitelizacdo, proliferacdo fibroblastica,
distribuicdo colagénica e imunoexpressdo dos colagenos tipo | e Ill, as que
mostraram diferencas estatisticas mais marcantes (Exato de Fisher, p<0,05). De
modo geral, dentro dos parametros utilizados, as fototerapias Laser e LED foram
capazes de melhorar o processo cicatricial, nestes animais.

PALAVRAS CHAVE: Hipotireoidismo, Cicatrizac&o de feridas, Laser, LED.



ABSTRACT

Thyroid hormone deficiency has been associated with disturbances in body
metabolism, including the process of wound healing. Alternative therapies such as
Laser and LED phototherapies have shown positive results on tissue repair, but their
association with metabolic disorders such as hypothyroidism has not been observed
in the literature. The aim of this study was to assess, through histological and
imunohistochemical analysis, the influence of Laser and LED phototherapies on
excisional wound healing of euthyroid and hypothyroid rats. For this, 72 male Wistar
Albinus rats were randomly distributed into two groups (euthyroid and hypothyroid) of
36 animals each and then divided into three subgroups: Control group: euthyroid
control (EC) and hypothyroid control (HC), which was not performed any treatment;
Laser group: euthyroid Laser (EL) and hypothyroid Laser (HL), both irradiated with
Laser light (GaAlAs, A660nm, 40mW, CW, 0.04 cmz?, 24J/cm? per session, Twin Flex
Evolution ®, MMoptics) and LED group: euthyroid LED (ED) and hypothyroid LED
(HD) both irradiated with LED light (InGaAIP, A630 20nm, 150mW, CW, 0.5cm?2,
24J/cm2 per session, FisioLED®, MMoptics). A standardized excisional wound was
created in the mid-dorsal region of each rat (1cm2). Rats were irradiated after
surgery and every each 48h following sacrifice at 7 and 14 days. The specimens
were processed to wax and stained with HE and Sirius Red as well as
immunohistochemistry for the evaluation of collagen | and Ill, and then analyzed by
optical microscopy. The data were statistically analyzed. The results demonstrated
that in non-irradiated groups, hypothyroidism interferes on the epithelium
pavimentation (Fisher's Exact, p <0.05). The groups irradiated with Laser or LED
showed better results when compared to non-irradiated groups. Variables such as re-
epithelialization, fibroblast proliferation, collagen distribution and immunostaining of
collagen type | and Ill demonstrated the most remarkable statistical differences
(Fisher’'s Exact, p<0.05). In general, within the parameters used, the laser and LED
phototherapy were able to improve the wound healing process in these animals.

KEY WORDS: Hypothyroidism, Tissue Repair, Laser, LED
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1 INTRODUCAO

A cicatrizacdo € um processo fisioldgico eficaz e complexo, caracterizado por
uma grande variedade de eventos celulares e moleculares que interagem entre si,
no intuito de iniciar o reparo de feridas logo apés a lesao do tecido (ZIMMERMANN
et al, 2003). Fatores exdgenos e enddgenos podem retardar os mecanismos de
reparo (AL-WATBAN, 2009) ou alterar a integridade do tecido, aumentando a
vulnerabilidade a condi¢cdes patolégicas como infeccbes. Por estes motivos, €
fundamental o processo completo e eficiente da cicatrizagdo da ferida para garantir o
bem-estar geral dos pacientes (BAUM; ARPEY, 2005).

Disturbios sistémicos, tais como o hipotireoidismo, também podem complicar
o processo de reparacéo tecidual (BIONDO-SIMOES et al, 2005a; BIONDO-SIMOES
et al, 2005b). Os hormonios tireoidianos desempenham papel chave no controle do
mecanismo energético do organismo, com participacdo marcante no processo de
reparo de feridas, controlando a proliferacdo e a diferenciacdo dos queratinécitos
(SAFER; CRAWFORD; HOLICK, 2004), além de poderem modular a expressao do
gen para o colageno | (LEE et al, 1998). Dessa forma, a supressdo da secrecado
destes hormdnios causa disturbios na ativacdo metabdlica dos tecidos e na sintese
do colageno que vao desde a fase inflamatoria até a fase proliferativa do reparo
(NATORI et al, 1999). Nesse contexto, o retardo no processo de cicatrizagdo de
feridas associado ao hipotireoidismo pode, entdo, causar complicagcbes para a
recuperacdo de doentes cronicos (BIONDO-SIMOES et al, 2005; NATORI et al,
1999), como o retardo cronoldgico da cicatrizagdo, aumentando o risco de infecgédo
da ferida (EKMEKTZOGLOU; ZOGRAFOS, 2004).

A necessidade de assisténcia para a populacdo que apresenta feridas
cronicas € um desafio crescente que requer abordagens inovadoras. As fototerapias
Laser e LED sé&o alternativas que podem ser utilizadas na biomodulacdo de
processos fisiopatologicos envolvidos na cicatrizagdo de feridas. Essas modalidades
terapéuticas melhoram o processo natural de reparacgao tecidual, poupando tempo e
recursos dos pacientes e servicos de saude, além de reduzir o risco de infeccéo,
diminuir a quantidade e custos dos curativos, bem como possibilitar o retorno dos
pacientes as suas atividades de forma mais rapida (WHELAN et al, 2001).

Estudos sobre a fotobiomodulacdo na reparacdo tecidual tém sido

desenvolvidos nas ultimas décadas para verificar os efeitos positivos dessas fontes
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de luz, sendo o Laser de baixa poténcia a fonte mais pesquisada e mais utilizada.
Por outro lado, o LED possui restrita base literaria, na qual sdo questionados o0s
efeitos positivos e similares ao Laser. Entretanto, nem sempre o0s resultados
apresentados nos estudos sdo satisfatorios ou estatisticamente significantes
(DAMANTE et al, 2004; MELO et al, 2011; PUGLIESE et al, 2003).

Sabe-se que a luz oferece efeitos benéficos ao processo de cicatrizacdo, o
gue é de grande relevancia no tratamento de feridas cutéaneas crbnicas, nas quais ja
tem sido demonstrado o aumento da velocidade de cicatrizacdo, a diminuicdo do
namero de células inflamatérias, bem como a melhora da nutricdo celular e da
qualidade do tecido neoformado (MEDRADO et al, 2008; MELO et al, 2011). O
aumento na producdo de fibroblastos e fibras colagenas, a estimulacdo da
diferenciacdo miofibroblastica nas fases iniciais da cicatrizagdo e o aumento da
circulagdo sanguinea, também sao efeitos, ja reconhecidos, da fotobiomodulagao
(MELO et al, 2011; RIBEIRO et al, 2009).

Na literatura, sdo poucos os estudos relacionando o hipotireoidismo com o
reparo tecidual, principalmente quando associado ao uso de fototerapias como as
luzes Laser e LED. Porém, existem evidéncias comprobatérias da acéo
fotobiomodulatoria destas fontes de luz no reparo tecidual de ratos normais ou com
outras disfuncdes sistémicas, como ja verificadas em ratos diabéticos ou desnutridos
(CARVALHO et al, 2006; PINHEIRO et al, 2006; PINHEIRO et al, 2005; RABELO et
al, 2006; SANTOS et al, 2010). Desta forma, este estudo teve como objetivo avaliar,
através de andlise histoldégica e imuno-histoquimica, os efeitos das fototerapias

Laser e LED no reparo tecidual em ratos hipotireoidianos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 REPARO TECIDUAL

A reparacao tecidual € um evento essencial e de alto gasto energético, que se
inicia imediatamente apds a lesdo do tecido com o objetivo de restaurar sua funcao
e integridade anatébmica (CORAZZA, 2005; RAITZ, 2008; VINCK et al, 2003). A
velocidade e a qualidade da cicatrizagdo sdo reguladas pela quantidade de
adenosina trifosfato (ATP) produzida, fundamental para fornecer a energia
metabdlica necessaria para restaurar as propriedades da membrana celular, através
da entrada e saida de sédio e potassio, além de construir e sintetizar novas
proteinas (STARKEY, 2001).

O processo de cicatrizagdo envolve a integracdo de eventos dinamicos,
incluindo a liberagéo de citocinas e fatores de crescimento, coagulacao, participacao
de células inflamatorias (neutrdfilos, macréfagos, mastécitos, linfocitos),
neovascularizacao, reepitelizacdo e contracao tecidual, proliferacéo de fibroblastos,
bem como a sintese de fibras colagenas e formagcdo de matriz extracelular, que
culminam na remodelacdo do tecido (RAITZ, 2008; WHELAN et al, 2001; VINCK et
al, 2003).

A sequéncia desses eventos envolvem 3 fases, representadas pela
inflamacéo, proliferacédo (formacéo de tecido de granulacdo com depdsito de matriz
extracelular e proliferacdo de fibroblastos) e remodelacédo tecidual (BAUM; ARPEY,
2005; LI; CHEN; KIRSNER, 2007; RAITZ, 2008; WHELAN et al, 2001; VINCK et al,
2003; ZIMMERMANN et al, 2003). Entretanto, a exata duracao de cada fase nao tem
como ser diferenciada, pois estas estdo sobrepostas entre si e ha variabilidade de
um caso para outro (BAUM; ARPEY, 2005; ZCHARIA et al, 2005).

A primeira fase caracteriza-se pela hemostasia, resultante da formacdo do
coagulo de fibrina, e migracdo de leucocitos fagocitarios, 0os quais removerao as
substancias estranhas e microorganismos (ISAAC et al, 2010). A resposta
inflamatoria ocorre do primeiro até o terceiro dia apés a injuria do tecido e as células
envolvidas durante este periodo consistem, principalmente, em células inflamatérias
(NATORI et al, 1999). Trata-se da reagdo de defesa no tecido conjuntivo
vascularizado, frente a uma agressdo, e seu papel ndo se restringe apenas a

combater o agente lesivo, pois também desencadeia uma série de reacbes que
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promovem a reparagao tecidual e restauracdo da funcdo (KUMAR; ABBAS;
FAUSTO, 2005; LI; CHEN; KIRSNER, 2007). Todavia, a inflamacao pode produzir
efeitos indesejaveis, como dor, edema e perda de funcdo local (KUMAR; ABBAS;
FAUSTO, 2005).

Durante a fase proliferativa, que ocorre a partir do terceiro dia até a segunda
semana apoOs a lesao tecidual, os fibroblastos do tecido de granulacdo sao as
principais células envolvidas (NATORI et al, 1999). Além de fibroblastos, o tecido de
granulacdo contém macréfagos, colageno imaturo, vasos sanguineos e substancia
matricial. Os macréfagos permanecem ativos nesta fase, fagocitando e auxiliando na
liberacdo de fatores de crescimento, juntamente com as plaquetas. Dessa forma, a
medida que o tecido de granulacéo prolifera, os fibroblastos estimulam a producéo
de colageno, que proporciona ao tecido sua forga de tensdo (CORAZZA, 2005), bem
como de elastina, fibronectina, glicosaminoglicano e proteases, que participam do
remodelamento fisiolégico (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005; RAITZ, 2008).

Os fibroblastos, com diferenciacdo miofibroblastica, acumulados nas margens
da ferida, iniciam entdo o processo de contracdo tecidual, executando atividades
contrateis que direcionam as bordas das feridas para o centro (ISAAC et al, 2010;
KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005; RAITZ, 2008). Entretanto, isoladamente, a
contracdo da ferida raramente € capaz de levar ao seu fechamento definitivo,
dependendo também da formacdo do tecido de granulacdo e da reepitelizacao
(FERREIRA et al, 2008; RAITZ, 2008).

Em seguida, ocorre a fase de remodelacado, que se estende desde a segunda
semana a varios meses. Embora as mudancas que ocorrem neste periodo
continuem a se desenvolver, seu inicio se sobrepde a producdo de tecido de
granulacdo durante a fase proliferativa da cicatrizacdo. Durante a segunda semana,
os fibroblastos e seus produtos, o coldgeno e metaloproteinases da matriz,
representam importantes elementos da ferida (BAUM; ARPEY, 2005). Por outro
lado, as células inflamatorias e a quantidade de vasos sanguineos diminuem
consideravelmente (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

As fibras colagenas séo proteinas sintetizadas pelos fibroblastos desde a fase
inflamatoria até a proliferativa, e principalmente durante processo de maturagdo da
ferida, constituindo-se o principal componente da matriz extracelular (NATORI et al,
1999; SETHI et al, 2002). Ha diferentes tipos de colageno, sendo os principais do

tipo I, 11, 1ll, 1V, VII, IX e XI. Os colagenos do tipo I, Il e lll sdo os mais abundantes e
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formam fibrilas de estrutura similar (SETHI et al, 2002). O coladgeno tipo | é o
principal colageno da pele, osso e tenddo e o colageno tipo Il € geralmente
observado na pele e vasos sanguineos, produzindo parte da membrana basal do
tecido lesionado. O colageno tipo 1V, também tem sido reconhecido como o principal
componente da membrana basal, desempenhando papel no processo de adesé&o
celular (NATORI et al, 1999; SETHI et al, 2002).

Durante a fase proliferativa, o colageno tipo Ill estd em maior quantidade em
relacdo ao colageno tipo I, entretanto, na fase de remodelagéo, as quantidades de
colageno ficam equilibradas. E nesta fase que ocorre a mudanca no padrdo de
organizacao do colageno e de seu tipo principal, ocorrendo substituicdo do colageno
lIl por colageno |, que é o colageno fibrilar maduro. O colageno tipo lll, inicialmente
mais abundante que o tipo I, vai sendo degradado mais ativamente com o decorrer
do tempo, enquanto que o colageno | vai tendo sua producdo aumentada pelos
fibroblastos. Desta forma, a ferida caracteriza-se pela maior proporcédo de colageno
Il em relagdo ao tipo I, que é encontrado principalmente na derme integra (ISAAC et
al, 2010).

O numero de fibras coldgenas aumenta rapidamente até, aproximadamente, a
terceira semana e depois se estabiliza. A medida que ocorre a remodelagem da
cicatriz, estas fibras se tornam mais organizadas e espessas, assumindo orientacao
paralela que fornece suporte ao tecido. Dessa forma, a qualidade e a quantidade
total de fibras coldgenas na matriz extracelular, bem como sua espessura e
distribuicdo no processo de remodelacdo e maturacdo tecidual, sdo responsaveis
por oferecer maior resisténcia a tensao cicatricial (ISAAC et al, 2010; NATORI et al,
1999; ZIMMERMANN et al, 2003).

Quanto a resisténcia da ferida, tem sido demonstrado que ao final da primeira
semana ocorre apenas restauracao de 3% da resisténcia da pele integra, na terceira
semana, de 20 a 30%, e em torno de trés meses, 80%. Isso reflete na redugéo da
deposicao de colageno ao longo do tempo e na mudanca do colageno tipo Il para o
tipo I, que em cerca de um ano atinge propor¢cédo semelhante a fase anterior a leséo
do tecido, entretanto, a ferida ndo atingira 100% de sua resisténcia fisiol6gica
(CORAZZA, 2005; ISAAC et al, 2010).

Os eventos supracitados sdo intrinsecos ao organismo e ocorrem
espontaneamente durante o0 processo de reparacdo tecidual. Todavia, a

complexidade da cicatrizacdo da ferida a torna vulneravel a interrupcdo, quando
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fatores que afetam as respostas fisiologicas e funcbes celulares estdo presentes
(BROUGHTON; JANIS; ATTING, 2006). Neste sentido, apesar de o padrdo de
cicatrizacdo ser essencialmente o mesmo para diferentes ferimentos
(BROUGHTON; JANIS; ATTING, 2006; PINHEIRO et al, 2009), uma série de
condi¢bes locais e gerais pode influenciar este processo (PINHEIRO et al, 2009),
agravando a lesé@o e prolongando os mecanismos de reparo (AL-WATBAN, 2009).

Fatores locais como vascularizacdo inadequada, presenca de trauma,
microorganismos patogénicos e de corpos estranhos, podem influenciar fortemente
o reparo tecidual (BROUGHTON; JANIS; ATTING, 2006; PINHEIRO et al, 2009) e
prolongar o processo de cicatrizacdo, levando a formacédo de feridas cronicas ou
hipertréficas (LI; CHEN; KIRSNER, 2007; ISAAC et al, 2010). Outros fatores como a
idade, género, deficiéncias nutricionais e hormonais, uso de drogas, e algumas
doencas ou condi¢des tais como diabetes ndo controlada (AL-WATBAN, 2009,
PINHEIRO et al, 2009), desnutricdo, anemia e hipotireoidismo também podem
retardar a cicatrizacdo (PINHEIRO et al, 2009).

2.2 FISIOLOGIA DA GLANDULA TIREOIDE E HORMONIOS TIREOIDIANOS

A glandula tiredide, localizada abaixo da laringe, bilateral e anteriormente a
traquéia, € fundamental para a producdo de dois hormdnios tireoidianos, a
trilodotironina (T3) e a tiroxina (T4). A formacdo destes hormonios ocorre através da
captacado de ions iodetos pela bomba de iodeto, presente na membrana das células
epiteliais desta glandula. Os ions iodetos sdo convertidos a forma oxidada de iodo,
pela enzima peroxidase, combinando-se com o aminoacido tirosina da molécula de
tireoglobulina, uma glicoproteina produzida e secretada pelas células epiteliais que
revestem os foliculos tireoidianos (GUYTON; HALL, 2006).

Os hormoénios T3 e T4 sdo armazenados nos foliculos tireoidianos, ligados a
tireoglobulina, e posteriormente digeridos por enzimas lisossomais, conhecidas
como proteinases, para em seguida serem liberados no sangue circulante. Os
horménios tireoidianos se incorporam a proteinas plasmaticas do sangue para que
sejam lentamente liberados para os tecidos ou se liguem a proteinas intracelulares
nas células funcionais (GUYTON; HALL, 2006).

O horménio tireoidiano é produzido na forma de um precursor inativo, a

tiroxina (T4), da qual deriva, por desiodacéo nos tecidos periféricos, cerca de 80% da
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triiodotironina (T3) circulante (FORTUNATO; ROSENTHAL; CARVALHO, 2007;
NUNES, 2003). Ambos apresentam semelhante importancia do ponto de vista
funcional, mas o T3 apresenta atividade biologica cerca de quatro vezes maior que a
do T4 E dele que depende a atividade de, praticamente, todos os tecidos do
organismo, sendo o responsavel pela elevacdo da expressao e atividade de enzimas
associadas ao metabolismo oxidativo, como ATPases, transportadores i6nicos e
proteinas importantes para o desenvolvimento de funcdes especificas destas
enzimas (NUNES, 2003).

Os horménios tireoideanos sao fundamentais para a regulacdo do
metabolismo energético (LAZAR, 2003), para o crescimento, desenvolvimento e
diferenciacdo dos orgaos e tecidos (NUNES, 2003; LAZAR, 2003; GOMES et al,
2008). Por este motivo, estes horménios sdo considerados essenciais para a
manutencdo da qualidade de vida (NUNES, 2003) e sua deficiéncia ocasiona
inimeras alteracdes, dentre as quais se destaca a disfuncdo adrenal, levando a
baixa secrecdo de corticosterona (TOHEI, 2004), morbidade cardiovascular
(MOOLMAN, 2002) e dificuldade no processo de reparo de feridas (NATORI et al,
1999).

As mitocondrias sdo alvos estabelecidos para a acdo dos horménios
tireoidianos, aumentando o numero e a atividade dessas organelas, e,
consequentemente, a velocidade de formacé&o de ATP para obter energia e garantir
a funcdo celular. A regulacdo da biogénese e da atividade mitocondrial pelo
horménio tireoidiano é bem documentada em varios tecidos como pulméo, rim,
coracdo e musculos. A administracdo de T3 aumenta o consumo de oxigénio e a
fosforilacdo oxidativa nestes tecidos (MARTINEZ et al, 2009).

Para que a atividade metabdlica do organismo seja mantida em niveis de
normalidade, €é necessario que o hormodnio tireoidiano seja constantemente
secretado na quantidade correta. A manutengdo dos niveis normais dos hormonios
tireoidianos € controlada por um sistema de retroalimentacéo negativa, mediado pelo
eixo hipotalamo-hipofise-tiredide, através dos hormoénios de liberagéo da tireotropina
(TRH) e tireoestimulante (TSH) (GUYTON; HALL, 2006).

A secrecéo hipofisaria de TSH regula a secrecdo de T4 e T3 que, por sua vez,
exercem “feedback” negativo no controle de secrecdo dos hormdnios da tiredide. O
aumento da secrecao dos hormdnios tireoidianos promove, em nivel de hipotalamo,

a reducdo na secrecdo de TRH, provocando reducdo na secrecao de TSH pela
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adeno-hipéfise e na secrecdo de T3 e T4 pela tiredide, diminuindo o metabolismo
basal celular (LAZAR, 2003; MILHORANSA; SOAORES, 2009).

Além disso, para a manutencdo da atividade normal dos tecidos-alvos, os
niveis intracelulares de T3 dependem nédo apenas da atividade tireoidiana regulada
por este eixo, mas também da geracdo intracelular deste hormdnio, cuja
disponibilidade € regulada pela atividade de enzimas especificas chamadas
desiodases (NUNES, 2003).

A desiodacdo do T4 faz parte do processo de homeostase do hormdnio
tireoidiano. As desiodases regulam os niveis e a acdo dos horménios tireoidianos
nos ambientes intra e extracelulares (HUANG; BIANCO, 2008), sendo estas, as
principais fontes de T3 circulante e intracelular. Tais enzimas apresentam papéis
especificos em func@o de suas distintas caracteristicas e formas de regulacéo. As
desiodases, especialmente as do tipo I, sdo enzimas sensiveis ao Propiltiouracil
(PTU) e responsaveis por gerar nos tecidos periféricos, a partir do T4 circulante,
aproximadamente 75% do T3 presente no soro. Ja as desiodases do tipo Il geram T3
principalmente para os tecidos nos quais sao expressas (NUNES, 2003).

Sob condi¢cdes normais, o TRH é liberado pelo hipotadlamo, em resposta a
estimulos externos e internos, e estimula a secrecdo de TSH pela hipdéfise anterior,
que, por sua vez, estimula a liberacdo de T3 e T4 pela glandula tireéide (GUYTON,;
HALL, 2006). Contudo, a idade, o uso de drogas, alteracbes sistémicas, além de
disfuncdes da glandula tiredide e da hipdéfise, podem afetar a secrecdo de Tz e Ty
para o sangue (BIONDO-SIMOES et al, 2005a; BIONDO-SIMOES et al, 2005b).

2.3 HIPOTIREOIDISMO

O hipotireoidismo € uma desordem que decorre da reducdo patologica dos
niveis séricos dos hormonios tireoidianos, cuja prevaléncia varia entre 0,9% e 15,9%
na populagéo (PONTES et al, 2002). No entanto, dados mais recentes quanto a sua
prevaléncia no Brasil ndo tém sido encontrados na literatura.

Esta disfuncéo pode resultar de alteragGes estruturais ou funcionais no eixo
hipotalamico-hipofisario-tireoidiano, que interferem na producdo de niveis

adequados dos hormonios tireoidianos no plasma, ou da disfuncdo dos horménios
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reguladores da secrecdo de Tz e T4, ou seja, do TRH (horménio liberador de
tirotrofina) ou do TSH (hormonio tireotrofico) (BESENOR, 2002; NUNES, 2003).

A forma primaria da disfuncdo é responsavel pela grande maioria dos casos,
e pode decorrer tanto da remogéo cirargica da glandula tiredide, quanto por doenca
auto-imune, conhecida como tireoidite de Hashimoto, ou do uso de drogas
antitireoidianas, como o metimazol e PTU. A forma secundaria decorre da
deficiéncia de TSH e a forma terciaria de qualquer desordem no hipotalamo ou da
deficiéncia do TRH, que impede a chegada deste horménio na hipdéfise (COTRAN;
KUMAR; ROBBINS, 1996).

Os pacientes em estado de hipotireoidismo, geralmente apresentam atividade
muscular lenta, fadiga, extrema sonoléncia, algumas vezes aumento do peso
corporal, lentiddo mental, reducéo do crescimento de pélos, pele escamosa, além da
reducdo do volume sanguineo, da frequéncia cardiaca e do débito cardiaco
(COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 1996)

O PTU e outros compostos semelhantes, como metimazol e o carbimazol,
tém sido utilizados no tratamento do hipertireoidismo. Estes agentes antitireoidianos
impedem a formag&o do hormonio tireoidiano a partir dos iodetos e da tirosina. O
mecanismo deste efeito consiste, em parte, no blogueio da atividade da enzima
tireoperoxidase, responsavel pela oxidacdo do iodeto para que este se combine com
a tirosina, e do acoplamento de duas tirosinas iodetadas para formar o T4 ou T3,
(GUYTON; HALL, 2006; NUNES, 2003). Além disso, também atua na inibicdo da
conversao de T, em T3 nos tecidos extra-tireoidianos, resultando na deficiéncia
destes hormbnios no organismo e estabelecendo, assim, o quadro de
hipotireoidismo (TOHEI, 2004).

Dessa forma, a supressao da producéao de horménios tireoidianos, através da
administracdo do PTU, tem sido utilizada em modelos experimentais associados as
disfuncdes da tiredide, e a alteracdes no metabolismo e desenvolvimento corporal,
com a finalidade de induzir o hipotireoidismo (FERREIRA et al, 2007; GOMES et al,
2008; RODRIGUEZ; RAMALHO; DANTAS, 2009). A administracdo oral do PTU
diluido em agua (0,05g/100ml) por um periodo de 4 semanas é uma das formas
encontradas na literatura para induzir o estado de hipotireoidismo em modelo animal
(RODRIGUEZ; RAMALHO; DANTAS, 2009; RAMALHO et al., 2010).
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2.3.1 HIPOTIREOIDISMO E EFEITOS SOBRE A CICATRIZACAO

O aumento da qualidade de vida, associado ao acesso a saude, tem
caracterizado uma populacdo cada vez mais idosa e susceptivel a doencas
cardiovasculares, neoplasias e disturbios hormonais. Além disso, a desnutri¢éo,
deficiéncias vitaminicas, diabetes e alteracbes neuroenddcrinas, como o
hipotireoidismo, podem ser responsaveis por distirbios na reparacdo tecidual
(BIONDO-SIMOES et al, 2005a; BIONDO-SIMOES et al, 2005b).

Apesar de o estado de hipotireoidismo nédo se limitar apenas aos individuos
idosos, € preocupante a realizacdo de procedimentos cirdrgicos nos pacientes
acometidos por esta disfuncdo, uma vez que este estado influencia a sintese
protéica (BIONDO-SIMOES et al, 2005b) e constitui um importante fator de atraso na
cicatrizagdo de feridas (NATORI et al, 1999; BIONDO-SIMOES et al, 2005a;
BIONDO-SIMOES et al, 2005b). O favorecimento do reparo cicatricial € importante
na reducdo da morbidade pos-cirdrgica de individuos hipotireoidianos, dos custos
globais dos atendimentos ambulatoriais e hospitalares, bem como na antecipacdo do
retorno dos individuos as suas atividades sociais e laborais.

O reparo tecidual € um fenbmeno que ocorre apos qualquer tipo de lesao
tecidual, sendo, por isso, necessario conhecer os fatores que possam impedi-lo de
ocorrer (PINHEIRO, 2009). Estudos experimentais tém demonstrado que o estado
de hipotireoidismo estd associado a reducdo da sintese e concentracdo de
colageno, e ao atraso do processo de reparo do tecido, que pode ser piorado com o
envelhecimento, ja que as mudancas fisiolégicas com o aumento da idade resultam
em dano a cicatrizacdo (BIONDO-SIMOES et al, 2005b; ZIMMERMAN et al, 2009).

Os efeitos da deficiéncia hormonal sobre a expressao de genes que codificam
as enzimas relacionadas ao metabolismo dos carboidratos, lipideos e proteinas sao
0S responsaveis pelas alteracbes metabdlicas detectadas nas disfuncbes
tireoidianas (NUNES, 2003). Além disso, como o hormoénio tireoidiano, dentre outras
acOes, estimula a diferenciacdo e proliferagcdo celular (SAFER; CRAWFORD;
HOLICK, 2005; MEYER; WAGNER; MAIA, 2007), acredita-se que sua supressao
provoca disturbio na ativacdo metabdlica nos tecidos e na sintese de colageno, que
se estende desde a fase inflamatoria até a fase proliferativa, uma vez que estao
associados com a proliferacdo e a secrecdo dos fibroblastos no processo de
cicatrizacao de feridas (NATORI et al, 1999).
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Zimmermann et al. (2003) investigaram a influéncia do hipotireoidismo sobre o
processo cicatricial da traguéia de ratos e observaram o prolongamento da fase
inflamatoria, diminuicdo da quantidade de colageno, bem como atraso na sua
maturacdo e organizacdo, quando comparado ao grupo controle. Alguns estudos
tém demonstrado que o hormonio tireoidiano participa da modulagdo da expresséo
do gen para o colageno | (YAO; EGHBALI, 1992), identificando 0os mecanismos
moleculares envolvidos na inducdo do hormoénio tireoidiano que regula 0 RNA
mensageiro para o colageno (LEE et al, 1998).

As estruturas bucais também estdo sob controle enddcrino da glandula
tiredide, mas a influéncia dos horménios tireoidianos sobre estes tecidos e no reparo
tecidual ainda ndo esta bem estabelecido na literatura. Douglas et al. (2006)
avaliaram, em seu estudo, a influéncia da deficiéncia dos hormonios tireoideanos na
mucosa gengival de ratos hipotireoidianos. Foi observado a redugéo do contetdo de
proteinas totais na mucosa gengival, em virtude da reducéo da sintese proteica, sem
alteracéo do colageno e da populacao celular.

A compreensao da relacdo entre os eventos clinicos, celulares e moleculares
que ocorrem durante este processo, bem como os fatores que podem altera-lo, séo
importantes para planejar futuras intervencdes terapéuticas em casos de feridas com
cicatrizacdo anormal ou atrasada (BAUM; ARPEY, 2005).

As fototerapias Laser e os diodos emissores de luz (LEDs) destacam-se
dentre as abordagens terapéuticas utilizadas para melhorar o processo de
cicatrizacdo, uma vez que sdo capazes de estimular a reparacdo tanto de tecido
0sseo quanto de tecido mole (PINHEIRO, 2009). Devido a agéo destas fontes de luz
na modulacdo do processo inflamatorio, proliferacdo fibroblastica, deposicdo e
organizacdo de fibras colagenas, os quais sdo afetados pela falta de horménio
tireoidiano, é de fundamental importancia verificar os efeitos destas fototerapias em
sistemas com comprometimento hormonal, no intuito de estabelecer protocolos de
irradiacdo que auxiliem no reparo cicatricial de pacientes com hipotireoidismo clinico

ou subclinico.

2.4 FOTOTERAPIAS

Diante de uma intervencao cirurgica, pacientes e profissionais tém buscado,

cada vez mais, ndo apenas o resultado final satisfatorio, mas também um pos-
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operatorio confortavel e livre de complicacdes (BORGO, 2010). Para isso, solu¢des
que visem melhorar a qualidade de vida dos pacientes que sdo acometidos por
deficiéncia no processo de reparacéao tecidual estdo sendo investigadas na literatura
(DALL AGNOL et al, 2009).

Varias modalidades terapéuticas tém sido estudadas no intuito de buscar
métodos mais adequados para melhorar e acelerar o processo cicatricial. No
entanto, a possibilidade de acelerar a cicatrizagdo e o fechamento de lesdes
cutaneas, utilizando recursos fototerapicos, é objeto de estudo de inumeros
pesquisadores (CORAZZA et al, 2007; DALL AGNOL et al, 2009; FERREIRA et al,
2008; RIBEIRO et al, 2009), principalmente quando associado ao comprometimento
sistémico e a fatores como a cicatrizacdo por segunda intencéo, que dificultam ainda
mais o reparo tecidual (RABELO et al, 2006; RAMALHO et al., 2010; SANTOS et al,
2010).

Nos ultimos anos, a fototerapia por meio de luzes coerentes (Laser) e nao
coerentes (LED) (DESMEST et al, 2006; VINCK et al, 2003; WHELAN et al, 2001)
tem sido considerada uma alternativa terapéutica segura e ndo invasiva, por nao
provocar efeitos colaterais (MEDRADO et al, 2003) e apresentar como vantagens
efeitos anti-inflamatoérios e estimuladores da cicatrizacdo (RIBEIRO et al, 2009;
WEISS et al, 2005). A fotobiomodulagcdo leva ao aumento da vascularizacdo, a
proliferacdo fibroblastica, ao estimulo da deposicdo e organizacdo de fibras
coldgenas, promovendo maior qualidade e rapidez no processo cicatricial, fato
relevante quando se trata do hipotireoidismo.

A fotobiomodulagcdo é mediada pela absorcdo da luz pelos citocromos, em
especial o citocromo c oxidase, presentes na membrana mitocondrial (WEISS et al,
2005). A fototerapia ativa a cadeia respiratéria por meio da absor¢céo da luz por este
fotorreceptor, aumentando a transferéncia de elétrons, a produgédo e o metabolismo
oxidativo da mitocéndria, além de gerar espécies de oxigénio reativo, 0s quais
funcionam como moléculas sinalizadoras que promovem a comunicagcdo entre
mitocondria, citosol e nucleo (WHELAN et al, 2003). Os estimulos resultam no
aumento da energia celular e ativacao da sintese de &cidos nucléicos, essenciais no
reparo de lesdes (TUNER; HODE, 2002).

A luz absorvida através de citocromos na mitocéndria produz ATP,
fornecendo energia que aumenta a atividade metabdlica das células-alvo, o que

acelera ou estimula a proliferacdo celular e a sintese de proteinas, tais como as
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fibras colagenas, que sédo produzidas pelos fibroblastos. Deste modo, ao entrar em
estado fotoativado, a célula procura restabelecer o estado de normalizacdo da
regido afetada, favorecendo o processo de cicatrizacédo (WEISS et al, 2005).

Na reparagao tecidual, a fototerapia interage em cada uma das trés fases,
proporcionando respostas positivas em cada uma delas (SOMMMER et al, 2001). Na
fase inflamatdria ocorre a fotobiomodulacdo celular, ou seja, ao mesmo tempo em
gue se reduz o numero de células inflamatorias, estimula-se sua funcionalidade para
produzir fatores de crescimento (WHELAN et al, 2001), iniciando assim, a fase
proliferativa (SOMMMER et al, 2001). Acredita-se que inicialmente ocorre aumento
das células inflamatérias no local da lesédo, no intuito de remover rapidamente o
excesso de detritos celulares, reduzindo, consequentemente, o nimero das células
inflamatorias e dinamizando a producéo de fatores de crescimento (WHELAN et al,
2001).

Durante a fase de proliferacdo celular, a fotobiomodulacdo ainda promove a
neoformacdo de vasos sanguineos pela fotoestimulacdo das células endoteliais
(SOMMMER et al, 2001), proliferacdo de fibroblastos (VINCK et al, 2003) e
deposicdo de colageno (CARVALHO et al, 2006), colaborando para a maior
formacéo do tecido de granulacdo e para a efetiva contracdo da ferida. Ja a ultima
fase do processo de reparacao contribui com a remodelacéo do tecido, que consiste
na reorganizacao das fibras coldgenas (CORAZZA, 2005).

O efeito fotobiomodulador depende ainda do estado fisiolégico da célula no
momento da irradiacdo, pois células com potencial redox reduzido, como em certas
condi¢cdes patologicas, tornam-se mais sensiveis a irradiacdo. Células em
homeostasia reagem pouco ou ndo reagem a fototerapia e por isso 0 seu efeito nem
sempre é detectavel (MEYER et al, 2010; PINHEIRO, 2009).

As fototerapias Laser e LED tém se destacado como métodos
bioestimuladores para o reparo tecidual na faixa espectral do vermelho ao
infravermelho (630-1000nm), modulando numerosas funcdes celulares (DESMET et
al, 2006; PINHEIRO et al, 2009; WHELAN et al, 2001; WHELAN et al, 2003),
aumentando a circulagéo local, proliferagédo celular e sintese de coldgeno (DESMET
et al, 2006). No entanto, efeitos mais pronunciados tém sido observados,
particularmente, no comprimento de onda vermelho (WHELAN et al, 2003, WHELAN
et al, 2001; PINHEIRO et al, 2009).
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A escolha de parametros apropriados no estabelecimento de protocolos da
fototerapia € essencial para os resultados a serem alcancados com o tratamento
(PINHEIRO, 2009). Vale ressaltar que o uso adequado do comprimento de onda,
dentro da banda espectral de absorcdo pelas moléculas fotorreceptoras € também
um fator importante a ser considerado (VINCK et al, 2003), pois define a
profundidade de penetracdo no tecido alvo, sendo de 0,5 a 2 mm para a luz
vermelha (635 — 670 nm) e de 2 a 4 mm para a luz infravermelha (820nm — 904nm).
Comprimentos de onda na faixa do vermelho s&o indicados para estimular o
processo de reparo de tecidos moles e promover efeito anti-inflamatério. Ja os
comprimentos de onda na faixa o infravermelho sdo mais utilizados sobre o
processo de reparo de tecidos duros e no controle da dor (LOW; REED, 2001).

Doses mais elevadas ndo tém mostrado efeitos positivos no estimulo de
tecidos vivos, podendo causar inibicdo ou reacdo exagerada, ja as doses mais
baixas sdo recomendadas quando a membrana de mucosas ou feridas séo
irradiadas, em virtude da auséncia da pele que funcionaria como uma barreira
Optica. Também se deve considerar a utilizacdo do método de irradiagdo por contato
na escolha das doses, pois caso a técnica sem contato seja utilizada havera perda
de energia por reflexdo o que dificulta seu calculo (PINHEIRO, 2009; PEPLOW,;
CHUNG; BAXTER, 2010). Quanto a escolha da dose e do intervalo de tempo
utilizado, o estado do processo (agudo ou crbénico) e o estado sistémico do paciente
devem ser levados em consideracdo. Além disso, a proliferacdo celular é mais
intensa 24 horas apods a irradiacdo e diminui, de forma dependente da energia, em
até 72 horas (PINHEIRO, 2009).

Deste modo, vale ressaltar que a eficacia da fototerapia e a resposta do
tecido a radiacdo ndo depende apenas do comprimento de onda, mas também de
outros parametros que incluem a quantidade de energia fornecida para o tecido, o
tempo de exposi¢do, a frequéncia da aplicagcdo, o método de entrega bem como a
densidade de poténcia (PINHEIRO, 2009). Salienta-se, ainda, a necessidade de
conhecimento da condicdo sistémica para que a dose seja estabelecida e a
aplicacdo seja efetiva, pois a super dosagem pode ser prejudicial ao tecido
(VLADIMIRQV; OSIPOV; KLEBANOQV, 2004).
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2.4.1 LASER

A palavra Laser € 0 acrdnimo para a expressao inglesa Ligth Amplification by
Stimulated Emission of Radiation (Amplificacdo da Luz por Emissédo Estimulada de
Radiagcdo) (WALSH, 2003; PINHEIRO; BRUGNERA-JUNIOR; ZANIN, 2010), e se
refere ao sistema de onda eletromagnética ndo ionizante, muito bem tolerada pelos
tecidos, que permite a obtencao de feixe de luz altamente concentrado (SANDOVAL
et al, 2003). Apresenta caracteristicas distintas de outras fontes de luz,
principalmente devido aos fendbmenos fisicos envolvidos na sua producdo por
emissao estimulada de radiacédo (PINHEIRO; BRUGNERA-JUNIOR; ZANIN, 2010).

O Laser € composto basicamente pelo meio ativo, cavidade éptica e fonte de
ativagdo. O tipo de Laser é determinado pelo comprimento de onda de emisséo e
pelo meio ativo caracteristico utilizado para produzi-lo, sendo a familia dos Lasers de
diodo representados pelo GaAlAs (Arseneto de Galio-Aluminio), AsGa (Arseneto de
Galio) e InGaAlIP (fosfeto de indio, galio e aluminio) (BORGO, 2010).

A cavidade Optica € 0 espaco onde o meio ativo fica alojado e ocorre a
amplificac@o da luz quando uma fonte energética fornece energia para um atomo do
meio (PINHEIRO; BRUGNERA-JUNIOR; ZANIN, 2010). No caso dos Lasers de
diodo, que sdo os mais utilizados, o Laser é obtido adicionando-se superficies
refletoras em ambas as extremidades da unido de semicondutores em um LED,
estabelecendo-se com isso uma cavidade ressonante. Desta forma, é possivel obter
um feixe de luz monocromatico e coerente (BORGO, 2010).

A luz Laser possui caracteristicas peculiares, como a monocromaticidade,
coeréncia e colimagéo, que resultam do processo de emisséo estimulada, ja que os
foétons emitidos possuem as mesmas caracteristicas (PEPLOW; CHUNG; BAXTER,
2010). Tais propriedades sdo responsaveis por fornecer grande quantidade de
energia concentrada em pequenos pontos e com alta preciséo, além de diferenciar a
luz Laser de outras fontes de luz (WALSH, 2003; BORGO, 2010).

A monocromaticidade se deve ao fato de a luz Laser emitir radiacdes em um
anico comprimento de onda ou em um feixe que abrange faixa estreita do
comprimento de onda considerado, o que promove diferentes tipos de interacao para
o tecido alvo, devido a absorcdo seletiva pelos croméforos (CORAZZA, 2005;
PINHEIRO; BRUGNERA-JUNIOR; ZANIN, 2010; BORGO, 2010). A coeréncia esta

intimamente relacionada com 0s mecanismos da emissédo estimulada, permitindo
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qgue o feixe de luz se propague na mesma diregcdo no tempo e no espaco com a
mesma frequéncia (CORAZZA, 2005). J4 a colimacdo, estd associada a
unidirecionalidade da luz, que se propaga de forma paralela entre si e com
divergéncia minima, devido a alta densidade de energia concentrada em pequenos
pontos, evitando que o feixe perca intensidade conforme se propaga no espago
(PINHEIRO; BRUGNERA-JUNIOR; ZANIN, 2010).

Dentre as caracteristicas inerentes ao Laser, como monocromaticidade,
coeréncia e colimacdo, a monocromaticidade é a Unica caracteristica que ndo é
perdida na interagdo da luz com o tecido. A coeréncia da luz ndo se manifesta
guando os feixes interagem com o tecido a nivel molecular, sendo que os
fendbmenos fotobioldgicos sdo de natureza puramente ndo coerente (KARU, 2003;
CAETANO et al, 2009). Sendo assim, a monocromaticidade é uma caracteristica
extremamente importante, jA que define a profundidade de penetracdo da luz no
tecido, responsavel pelos efeitos fisioldégicos e terapéuticos atribuidos a fototerapia
(CAETANO et al, 2009).

A depender do tipo de Laser utilizado no tecido, pode resultar em efeito
fotoquimico, fotofisico, fototérmico e fotomecénico (PINHEIRO; BRUGNERA-
JUNIOR; ZANIN, 2010). A fotobiomodulacdo tecidual depende dos efeitos
fotoquimicos e fotofisicos promovidos pela luz. O efeito fotoquimico, induzido pela
luz vermelha, esta associado a absorcdo a nivel mitocondrial e a reacéo fotofisica,
promovida pela luz infravermelha, as alteracbes na permeabilidade da membrana
celular que facilitam a mobilidade ibnica e o aumento da producédo de ATP. Porém,
em ambas as situacdes, hd aumento da atividade metabdlica iniciando o processo
de bioestimulacdo (PINHEIRO; BRUGNERA-JUNIOR; ZANIN, 2010). Sendo assim,
tecidos imunodeficientes que apresentem potencial de membrana reduzido poderéo
ser beneficiados com a fototerapia, melhorando o metabolismo celular na
cicatrizacéo de feridas (MEDRADO et al, 2008; PINHEIRO et al, 2009).

A fototerapia Laser tem se destacado dentre os recursos mais utilizados em
tratamentos médicos e odontolégicos visando sua acao terapéutica sobre os
diferentes tecidos biolégicos (ROCHA JUNIOR et al, 2006; RODRIGUES et al,
2009). Trata-se de um dos avancgos utilizados para fotoativar mecanismos celulares
e potencializar o metabolismo energético da mitocondria (SOMMMER et al, 2001),
levando a normalizacdo das condi¢cdes da regido afetada através da reducdo do
edema e inducdo de analgesia (MEDRADO et al, 2003; RODRIGUES et al, 2009).
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Também é capaz de acelerar a reparagcdo tecidual nas suas diferentes fases,
modulando a resposta inflamatéria, reduzindo ou acelerando a inflamacdo (ROCHA
JUNIOR et al, 2006; RODRIGUES et al, 2009), aumentando o nimero médio de
vasos neoformados, melhorando a deposicdo de fibras colagenas e,
consequentemente, a qualidade do tecido cicatricial (MELO et al, 2011).

A literatura tem demonstrado que a fototerapia Laser promove, a nivel celular,
o0 aumento do metabolismo celular, estimulando a neoangiogénese, a proliferacao de
células epiteliais e fibroblastos, sintese de coldgeno e pré-colageno, producdo de
outros componentes da matriz extracelular, o que resulta na aceleracdo da
reparacdo dos tecidos lesados (WHELAN et al 2001; MEDRADO et al, 2003;
DESMET et al, 2006; MELO et al, 2011). Em alguns estudos, os tecidos irradiados
com Laser apresentaram resposta inflamatéria aguda nos primeiros dias, com
aumento de células polimorfonucleares, mastocitos e da vasodilatacéo, acelerando o
processo inflamatorio e a cicatrizacdo (PEREIRA et al, 2010).

O Laser ao atuar nos fibroblastos também pode estimular a sua
transformacdo em miofibroblastos, auxiliando a contracdo de feridas irradiadas
(MARCHIONNI et al, 2010). Medrado et al. (2003) avaliaram o efeito do Laser diodo
GaAlAs no espectro de acdo de 670nm, ajustado a poténcia de 9mW, e fluéncias de
4 e 8 Jlcm2 no processo de reparo tecidual em dorso de ratos. Os autores
observaram, através da analise imuno-histoquimica para miofibloblastos, que houve
grande proliferacdo destas células, principalmente com 4J/cm2. As diferencas
estiveram presentes até o 7° dia, e no 14° dia, todos os animais apresentavam as
feridas cicatrizadas.

Carvalho et al. (2006) analisaram a influéncia do Laser (A632,8 nm, 5mW,
0,025cm2, 200mW/cm?2) na cicatrizacdo de feridas cutédneas confeccionadas em
dorso de ratos diabéticos e ndo diabéticos. O protocolo de irradiacdo iniciou-se
imediatamente apds a confeccdo da ferida, utilizando a densidade de energia de
4J/cm? por 60 segundos, e foi repetida diariamente até a morte dos animais,
correspondente ao 3°, 7° e 14° dia pGs-operatério. Os resultados revelaram que o
Laser foi capaz de aumentar significativamente o percentual de coldgeno nas feridas
cutaneas, acelerando assim o processo de cicatrizacdo tanto no grupo diabético
quanto no grupo nao diabético. Busnardo e Biondo-Simdes (2010), em estudo

similar, também avaliaram a influéncia do Laser vermelho no reparo tecidual, com
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algumas diferencas no protocolo de irradiacdo (A632,8nm, 5mW, 0,015cm?,
333,3mW/cm? e dose de 4J/cm? por 36 segundos), e observaram que houve
melhora na deposicdo de colageno na fase inicial do processo de cicatrizacao, ja a
maturacdo da ferida nao foi afetada.

Rabelo et al. (2006) compararam o efeito do Laser (A632.8nm, 15mW,
0,025cm2, 600mW/cm?, 10J/cm?, 17 segundos) no reparo de feridas cirdrgicas
criadas em ratos diabéticos e ndo diabéticos avaliados em 4, 7 e 15 dias. Os
resultados demonstraram que o processo inflamatério nos grupos tratados foi menos
intenso que no grupo controle. Além disso, a avaliagdo histolégica demonstrou
melhor reepitelizacdo nos grupos tratados com a luz Laser no periodo de 7 e 15
dias, quando comparados ao grupo controle.

Melo et al. (2011), em estudo mais recente, avaliaram o efeito do Laser
GaAlAs (A904nm) na cicatrizagao de feridas em ratos. Os autores observaram que a
fototerapia reduziu a intensidade da reacéo inflamatéria, promovendo a mudanca do
padrdo de infiltracdo de leucdcitos polimorfonucleares para infiltragdo mononuclear.
Além disso, houve aumento significativo do numero médio de vasos neoformados e
da deposicao das fibras colagenas, melhorando o padréo organizacional do tecido.

A dosimetria ideal ainda é controversa e depende de fatores como distancia
entre a pele e o aparelho Laser, sistema 6ptico do aparelho, reflexdo, transmissao,
dispersdo, absorcdo e profundidade do tecido tratado. A resposta celular a
fotobiomodulacédo também depende do comprimento de onda, densidade de energia,
densidade de poténcia, poténcia, tempo e numero de irradiacdes, intervalos de
aplicacdo, duracdo do tratamento, freqiiéncia e diametro do raio (TUNER; HODE,
2002; PINHEIRO, 2009). Nesse caso, apesar de numerosos trabalhos confirmarem
0 uso do Laser como biomodulador, os parametros e protocolos considerados ideais
para sua aplicacdo ainda ndo foram totalmente elucidados (RODRIGUES et al,
2009). Dessa forma, mais estudos devem ser realizados, a fim de se estabelecer

parametros e protocolos adequados aos pacientes, em cada caso.

24.2LED

O termo LED € o acronimo da expressao Light Emitting Diode, que significa
Diodo Emissor de Luz (DALL AGNOL et al, 2009). O LED nao possui efeito térmico
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e atualmente representa uma nova intervencao terapéutica, nao invasiva (DESMET
et al, 2006; CORAZZA et al, 2007; WHELAN et al, 2001), que esta sendo introduzida
comercialmente como alternativa ao uso do Laser de baixa poténcia, no intuito de
acelerar o reparo tecidual, uma vez que também melhora a producdo e o
metabolismo energético mitocondrial (DESMET et al, 2006; VINCK et al, 2003).
Dessa forma, ao melhorar o processo natural de cicatrizacdo de feridas, possibilita o
retorno do paciente as suas atividades mais rapidamente (WHELAN et al, 2001).

O LED € um tipo de diodo semicondutor, constituido pela juncdo de dois
materiais semicondutores, impregnados ou dopados com impurezas para criar uma
estrutura chamada juncéo p-n (positivo-negativo), que emite luz em um determinado
comprimento de onda, quando conectado a um circuito elétrico (MARTINS et al,
2007). Além disso, a maior parte da energia emitida estd no espectro visivel da luz e
praticamente nao gera calor (MARTINS et al, 2007; WHELAN et al, 2001).

Estes dispositivos emitem luz difusa monocromatica de comprimento de onda
eficaz para o reparo tecidual (WHELAN et al, 2003), podendo variar de 405nm (azul)
a 940nm (infravermelho) dependendo do material semicondutor inorganico que
forma a juncdo p-n (MEYER et al, 2010). No entanto, ainda que varios estudos
atestem a efetividade da radiacédo eletromagnética coerente na regido do vermelho,
a terapia com LEDs é pouco abordada principalmente na area clinica (WOLLMANN;
NICOLAU, 2009).

Alguns pesquisadores demonstraram a aplicabilidade do LED terapéutico em
estudos experimentais e clinicos, ainda que poucos, evidenciando a eficiéncia
fotobiomoduladora celular semelhante a do Laser (VINCK et al, 2003). Contudo, o
LED diferencia-se do Laser no processo de formacéo da luz, devido a inexisténcia
de uma cavidade 6ptica (KARU, 2003), pois, quando o diodo do Laser esta contido
dentro da cavidade ressonantica, promove fétons que sao amplificados pela emissao
estimulada da luz e proporciona feixes de luz coerente e colimado (CORAZZA,
2005). No LED, néo existe esta cavidade 6ptica, desprovendo a luz de coeréncia e
colimacdo (KARU, 2003), ainda que produza banda de espectro eletromagnético
préoxima a do Laser (CORAZZA, 2005).

Os aparelhos de LED séo frequentemente configurados com diodos
agrupados emitindo dois ou mais comprimentos de onda em um Unico aplicador com

areas de aplicacdo de tamanhos variados, ao contrario do Laser que possui um
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anico comprimento de onda, € coerente e apresenta uma area de aplicacao pequena
(VLADIMIROV; OSIPOV; KLEBANOV, 2004; DEMEST et al, 2006).

Como o espectro de acao eletromagnético da luz emitida pelo LED é mais
amplo que o do Laser, possui menor energia por faixa espectral, visto que a
densidade de energia esta distribuida em uma banda eletromagnética maior,
podendo interagir com maior grupo de fotorreceptores especificos. Mesmo diante
destas diferencas, ha concentracdo similar de energia na area de acdo de ambas,
porém com distribuicdo diferenciada. Contudo, a janela biol6gica de absor¢éo da luz
nos tecidos bioldgicos diante da aplicacdo de luzes terapéuticas € ampla, o que
permite a acdo biomoduladora nos respectivos receptores de luz (CORAZZA, 2005).

Com a crescente aceitacdo de luz ndo coerente para a fototerapia, o valor da
coeréncia na obtencdo de resultados benéficos com a luz tem sido amplamente
discutido (ENWEMEKA, 2006). A coeréncia € retida ao longo dos primeiros extratos
da pele, antes que produza a absorcdo da luz por moléculas fotorreceptoras
especializadas (melanina, porfirina, citocromo ¢ oxidade e hemoglobina) (KARU,
2003). Por outro lado, alguns estudos afirmam que a coeréncia é de fundamental
importancia para a promoc¢ado dos efeitos terapéuticos proporcionados pela luz
(ENWEMEKA, 2006).

A fototerapia LED atua na modulacdo da atividade celular, promovendo a
aceleracdo da cicatrizacdo de feridas, além de possuir efeito anti-inflamatério e
analgésico. Esta luz ainda age sobre a sintese de ATP em mitocondrias
estimuladoras e aumenta a sintese de colageno pelos fibroblastos (WEISS et al,
2005). Desta forma, ao estimular o fotorreceptor citocromo ¢ oxidase e o
metabolismo oxidativo mitocondrial, a fototerapia LED aumenta o metabolismo
energético que acelera o reparo celular e tecidual (DESMET et al, 2006).

Pesquisas tém demonstrado resultados satisfatorios acerca dos efeitos da
terapia com LEDs em processos de reparo tecidual e sua eficiéncia € comparada ao
do Laser (CORAZZA et al, 2007). Os protocolos terapéuticos dessas novas fontes
de luz ndo estdo bem estabelecidos, porém podem ser similares aos do Laser, tais
como comprimento de onda, densidade de energia ou fluéncia e outros parametros a
serem considerados (VLADIMIROV; OSIPOV; KLEBANOV, 2004).

Estudos in vitro, utilizando a fototerapia LED com diferentes comprimentos de
onda, tém demonstrado aumento significativo do crescimento celular em linhagens

celulares, incluindo fibroblastos, osteoblastos e células epiteliais. Em culturas de
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fibroblastos irradiadas com LED, foi observado que as células respondem a
fototerapia, apenas quando estdo na fase de crescimento, ndo demonstrando
mudanca significativa na fase estacionaria, na qual ha inibicdo do crescimento
celular devido ao contato célula-célula. In vivo, também tem sido observado que,
durante o reparo do tecido, a proliferagdo celular para quando a cicatrizacdo se
completa. Dessa forma, € importante notar que o tratamento com LED acelera a
cicatrizacdo de tecidos sem produzir supercrescimento ou transformacéo neoplasica
(WHELAN et al, 2001).

O estudo in vitro realizado por Vinck et al. (2003), utilizando culturas de
fibroblastos irradiadas com Laser GaAlAs (A670nm) e LEDs emitindo comprimentos
de onda verde (A570 nm), vermelho (A660 nm) e infravermelho (A950), durantes trés
dias consecutivos, também evidenciaram aumento na proliferacdo de fibroblastos,
guando comparadas aos controles nao irradiados, principalmente nas primeiras 24
horas. Os melhores resultados foram obtidos com o LED verde, seguido da luz LED
vermelha, infravermelha e luz Laser. Estes resultados sugerem possivel efeito
estimulador sobre a cicatrizacdo dos tecidos in vivo.

Em estudo in vivo realizado por De Sousa et al. (2010), foi avaliado
histologicamente, o efeito da fototerapia LED em diferentes comprimentos de onda
sobre a proliferacdo fibroblastica no processo de cicatrizacdo de feridas cutaneas
excisionais criadas em dorso de ratos. Os grupos tratados foram irradiados com a
luz LED emitida nos comprimentos de onda vermelho (A700+20nm), verde
(A530+20nm) e azul (M60+20nm), com a aplicacdo de 10J/cm?2 por sessdo. A
irradiacdo foi iniciada logo apds o procedimento cirdrgico e repetida a cada dois dias,
durante 7 dias. Os autores observaram que os LEDs vermelho e verde foram mais
eficazes, uma vez que mostraram aumento significativo no namero de fibroblastos,
guando comparados com 0 grupo controle.

Meyer et al. (2010) avaliaram os efeitos do LED verde (A515-525nm) e LED
vermelho (A620-630 20nm) na cicatrizacdo de feridas cutaneas em ratos no periodo
experimental de 7 dias. O protocolo de irradiacdo iniciou-se 24 horas apos a
confeccao da ferida e foi repetido diariamente durante 5 dias, totalizando 5 sessdes.
Os autores observaram que os melhores efeitos anti-inflamatérios e a reepitelizacao
da ferida, associada a formacéo de cicatrizes com melhor qualidade, ocorreram com

o LED vermelho, que promoveu maior deposi¢cao de colageno. Quanto ao tecido de
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granulacado, este se mostrou mais desenvolvido nos grupos irradiados do que no
grupo controle, e a quantidade de células inflamatorias predominaram com a
fototerapia verde.

Whelan et al. (2001) também avaliaram os efeitos da fototerapia LED com
diferentes comprimentos de onda (680nm, 730nm e 880nm, 4J/cm2, 50mW/cm?2) na
cicatrizacdo de feridas em ratos diabéticos e observaram que 0s grupos irradiados
apresentaram taxa de cicatrizacdo superior ao do grupo controle nédo irradiado.

Al-Watban e Andres (2003) analisaram a cicatrizacdo de queimaduras em
ratos diabéticos sob tratamento com a Iluz LED policroméatica (272mW,
13,6mW/cm?). Trinta ratos foram divididos, aleatoriamente, nos grupos controle e
grupos irradiados com 5, 10, 20 e 30J/cm?. As respectivas doses foram aplicadas
logo apds a indugdo da queimadura e se repetiram trés vezes por semana durante
21 dias. Os resultados mostraram que o LED n&o teve efeito na melhoria da
cicatrizacdo dos ratos ndo diabéticos, entretanto, nos diabéticos houve relativa
estimulacao no reparo da gueimadura quando comparado com o controle diabético.

Ja em estudo mais recente, Al-Watban (2009) comparou os efeitos das
fototerapias Laser (532, 633, 810, 980 e 10600nm) e LED (510-543, 594-599, 626-
639, 640-670 e 842-872 nm), variando do vermelho ao infravermelho, em
gueimaduras e feridas cirargicas excisionais confeccionadas no dorso de ratos
diabéticos e ndo diabéticos. Para cada comprimento de onda utilizado, cada grupo
foi irradiado com densidades de energia de 5, 10, 20 e 30 J/cm?, a cada 48h, durante
7 dias, e os autores observaram que o Laser 633nm apresentou os melhores

resultados, acelerando o processo de cicatrizacao.
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3 PROPOSICAO

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar, através de andlise histoldégica e imuno-histoquimica, os efeitos das
fototerapias Laser (A660nm) e LED (A630+20nm) no reparo tecidual de feridas

cutaneas excisionais confeccionadas em dorso de ratos hipotireoidianos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar a influéncia das fototerapias Laser (A660nm) e LED (A630+20nm),
com densidade de energia de 24J/cm2, no reparo tecidual em ratos hipotireoidianos,
através da andlise histoldgica da reepitelizacdo, do processo inflamatério, da
proliferacdo fibroblastica, da deposicdo colagénica e da neoangiogénese, nos
periodos experimentais de 7 e 14 dias .

Verificar a influéncia das fototerapias Laser (A660nm) e LED (A630+20nm),
com densidade de energia de 24J/cm?, no reparo tecidual em ratos hipotireoidianos,
através da analise da expressdo imuno-histoquimica do colageno tipo | e Ill, no

periodo experimental de 7 e 14 dias .
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 CONSIDERACOES ETICAS DA PESQUISA

Nesta pesquisa foram respeitados os principios éticos e legais de conduta de
experimentacdo animal, bem como as normas para a pratica didatico-cientifica da
vivisseccao dos mesmos, de acordo com a LEI N° 11.794, de 8 de outubro de 2008.

O protocolo da pesquisa foi submetido a avaliagdo pela Comissdo de Etica na
Experimentacdo Animal (CEEA) da Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal da Bahia (FOUFBA), tendo parecer favoravel (ANEXO A).

4.2 AMOSTRA

Nesta pesquisa foram utilizados 72 ratos albinos da espécie Rattus
norvegicus, classe Mammalia, ordem Roedentia, da linhagem Wistar, machos,
adultos jovens com aproximadamente dois meses de idade e peso variando entre
220 e 270 gramas, obtidos no Biotério da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal da Bahia (FAMED/UFBA).

Os procedimentos e a manutencdo dos ratos foram realizados no biotério de
experimentacao animal do Instituto de Ciéncia da Saude da Universidade Federal da
Bahia (ICS/UFBA). Estes foram mantidos em gaiolas plasticas apropriadas,
contendo no maximo trés ratos em cada, em local livre de ruidos, com condicbes
normais de umidade, temperatura média de 25° C e luminosidade, em ciclos iguais
de exposicdo a luz e a escuridao.

As gaiolas foram forradas com maravalha e trocadas periodicamente, a cada
48 horas, propiciando, assim, condi¢cBes favoraveis de higiene e preenchendo os
requisitos fisico-quimicos para a saude e bem-estar dos animais. A alimentagéo
constituiu-se em racdo comercial para roedores (Labina®, Agribrands-Purina Ltda.,
Paulinia, S&o Paulo, Brasil) e agua ad libitum.

4.2.1 DISTRIBUICAO DOS GRUPOS

Os ratos foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos (Eutireoidiano e
Hipotireoidiano), e estes divididos em trés subgrupos, com 12 animais cada,
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avaliados em dois tempos experimentais pos-operatoérios (sete e 14 dias), de acordo

com a condicéo sistémica e protocolo de irradiacdo (Quadro 1).

Quadro 1: Distribuicdo dos ratos nos grupos experimentais de acordo com a sua
condicao sistémica, protocolo de irradiacéo e periodo experimental (UFBA, 2012).

GRUPO CONDICAO PROTOCOLO TEMPO n
SISTEMICA DE IRRADIACAO EXPERIMENTAL
EC Eutireoidiano Controle (n&o irradiado) 7 e 14 dias 12
EL Eutireoidiano Laser GaAlAs (A660nm, 40mW, 7 e 14 dias 12
24J/cm2, CW, g=0,04cm?)
ED Eutireoidiano LED InGaAIP (A630+ 20nm, 7 e 14 dias 12
24J/cmz2, 150mW, CW, g=0.5 cm?)

HC Hipotireoidiano Controle (n&o irradiado) 7 e 14 dias 12
HL Hipotireoidiano Laser GaAlAs (A660nm, 40mW, 7 e 14 dias 12
24J/cm2, CW, g=0,04cm?)

HD Hipotireoidiano LED InGaAIP (A630 £ 20nm, 7 e 14 dias 12
24J/cmz2, 150mW, CW, g=0.5 cm?)

4.3 INDUCAO AO HIPOTIREOIDISMO

O método escolhido para inducédo dos ratos ao hipotireoidismo foi realizado
através da administracéo oral diaria de Propiltiouracil 100mg (PTU, Biolab®, Taboéo
da Serra, SP, Brasil) diluido em agua (0,05g/100mL), durante 4 semanas, e mantida
até a finalizacdo do periodo experimental. Este modelo j4 estd consolidado na
literatura como um método simples e eficaz na inducdo desta disfuncéo enddécrina
(RODRIGUEZ; RAMALHO; DANTAS, 2009; RAMALHO et al., 2010).

Apoés 4 semanas da realizacdo da inducéo, e ao fim do periodo experimental,
amostras de sangue foram coletadas através da puncdo da veia jugular dos ratos
(Figura 1), sob anestesia geral, no momento do procedimento cirargico, para
dosagem plasmatica do horménio tireoidiano T, e confirmacdo da inducdo ao
hipotireoidismo. O grupo eutireoidiano recebeu agua ad libitum sem adi¢édo de PTU,
e amostras de sangue também foram coletadas nos mesmos periodos que os do
grupo hipotireoidiano, para efeito comparativo quanto a normalidade dos niveis
séricos deste horménio no grupo nao induzido ao hipotireoidismo.

As amostras de plasma foram analisadas no Laboratério de Analises Clinicas
do Hospital Sdo Rafael e a dosagem plasmatica do horménio T, foi obtida pelo

método de quimioluminescéncia, utilizando kits comerciais adquiridos da Ortho-
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Clinical Diagnostics (Johnson & Johnson Produtos Profissionais Ltda, Sdo Paulo,
SP, Brasil).

4.4 AVALIACAO PONDERAL

O acompanhamento do peso corporal de cada rato foi realizado através de
pesagens durante todo o periodo experimental com o objetivo de avaliar e
acompanhar a inducdo ao hipotireoidismo, devido as alteracdes de peso
relacionadas a disfuncéo tireoidiana, além do bem estar animal. Os ratos do grupo
eutireoidiano e hipotireoidiano foram pesados trés vezes por semana, ho momento
da manutencdo das gaiolas, e obtido uma média destes valores, que foram

comparados.

4.5 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os ratos foram submetidos a anestesia geral com injecao intraperitoneal de
cloridrato de quetamina 10% (Cetamin®, Syntec, Cotia, SP, Brasil) e cloridrato de
xilazina 2% (Xilazin®, Syntec, Cotia, SP, Brasil) na dosagem de 80mg/Kg e
14mg/Kg, respectivamente. Em seguida, com 0s animais posicionados em decubito
ventral, foi realizada a tricotomia manual da regido média do dorso e anti-sepsia da
area cirargica com Digluconato de Clorexidina a 2% (Merthiolate®, Hypermarcas
S.A., Barueri, SP, Brasil). Em todos os animais foram confeccionadas feridas
cutaneas excisionais padronizadas de 1cm?, deixadas sem sutura para cicatrizar por
segunda intencéo. Para a confeccéo da ferida cirurgica padronizada foram utilizados
dois cabos de bisturi dispostos paralelamente e unidos entre si, mantendo uma
distancia de 1 cm entre as laminas de bisturi n°® 15 acopladas (Figura 2 a 5).

Apoés o procedimento cirdrgico, os ratos foram mantidos individualmente em
suas respectivas gaiolas plasticas, devidamente identificadas de acordo com o grupo
ao qual faziam parte, e mantidos em constante observacdo até a finalizagdo do

periodo experimental.



Figura 1: Coleta da amostra de sangue através da puncao da veia jugular (UFBA, 2012).

/|| 1
Figura 2: Instrumental utilizado para a Figura  3: Delimitagdo dos  pontos
confeccao da ferida cirtrgica (UFBA, 2012). correspondentes ao angulo da ferida cirargica
(UFBA, 2012).

Figura 4. Confeccdo da ferida cirlrgica Figura 5. Aspecto da ferida cirdrgica
(UFBA, 2012). imediatamente apés a sua confec¢ao (UFBA,
2012).
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4.6 IRRADIACAO COM LASER E LED

O protocolo de irradiagcdo nos grupos irradiados com Laser (EL e HL) ou LED
(ED e HD) iniciou-se imediatamente apds a confeccao da ferida cutédnea excisional e
foi repetido em sessdes com intervalo de 48 horas, durante sete ou 14 dias, a
depender do periodo experimental. A densidade de energia total por sesséo foi de
24J/cm?, perfazendo uma dose total de tratamento de 96J/cm2 e 168J/cm2, ao final
dos periodos experimentais de sete e 14 dias, respectivamente. No intuito de
garantir maior absorcdo da energia, as irradiacdes foram realizadas por contato, com
a ponteira posicionada perpendicularmente ao tecido irradiado.

O aparelho de Laser utilizado nessa pesquisa foi o diodo de Arseneto de
Galio e Aluminio (GaAlAs), modelo Twin Flex Evolution ® (MMoptics, Sdo Carlos,
SP, Brasil), com emissao de radiacdo continua (Continuous Wave), ho comprimento
de onda vermelho (A660nm), poténcia de 40mW e area de saida do feixe na ponteira
de 0,04cm2. As irradiac6es foram realizadas de forma pontual em quatro pontos
correspondentes aos angulos da ferida, o mais proximo de suas bordas, e em cada
ponto foi depositada a densidade de energia de 6J/cm? com o tempo de aplicacédo de
2 minutos e 30 segundos, totalizando 24J/cm2 e um tempo de apliccédo total de 10
minutos por sesséo (Figura 6).

O aparelho de LED utilizado foi o Fosfeto de indio Gélio e Aluminio (InGaAlIP),
modelo FisioLED® (MMoptics, Sdo Carlos, SP, Brasil), com emissao de radiacao
continua (Continuous Wave), no comprimento de onda vermelho (A630 20+20nm),
poténcia de 150mW e area de saida do feixe na ponteira de 0,5cm2. As irradiagbes
foram realizadas em um Unico ponto sobre a area da ferida, sendo depositada a
densidade de energia de 24J/cm? com o tempo de aplicacdo de 1 minuto e 20
segundos por sesséao (Figura 7).

Os parametros empregados nos protocolos de irradiagdo estédo

disponibilizados no Quadro 2.
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Quadro 2: Parametros utilizados no protocolo de irradiagcdo (UFBA, 2012).

EUTIREOIDIANO E

EUTIREOIDIANO E

EUTIREOIDIANO E

GRUPOS | HIPOTIREOIDIANO | HIPOTIREOIDIANO LASER HIPOTIREOIDIANO
CONTROLE LED
PARAMETR 7 dias 14 dias 7 dias 14 dias 7 dias 14 dias
Comprimento de - - 660nm 660nm 630 20+20nm | 630 20+20nm
onda (hm)
2 .
SAEF (J~/cm - - 24J/cm?2 24J/cm? 24J/cm?2 24J/cm?2
sessédo)
2 _
SAEF (J/em - - 96J/cm? 168J/cm? 96J/cm? 168J/cm?
tratamento)
Poténcia Output - - 40mW 40mW 150mW 150mW
(mW)
.Areg do tecido 1cm? 1cm?2 1cm? 1cm?2 1cm? 1cm?
iluminada (cm2)
Area do Spot - - 0,04cm? 0,04cm? 0,5cm? 0,5cm?
(cm?)
Irradiancia - - 1000mW/cm? | 1000mW/cm? | 300mW/ecm? |  300mW/icm?
(mW/cmz2)
Tempo de i i
irradiacao 10 min 10 min 1Imin 20 s 1min20s
(sesséo)
Tempo de
irradiacao - - 40 min 70 min 5min20s 9min20s
(tratamento)

Figura 6: Irradiacdo da ferida cirrgica com
a luz Laser de emissdo vermelha (UFBA,
2012).

Figura 7: Irradiagdo da ferida cirargica com a
luz LED de emissdo vermelha (UFBA, 2012).
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4.7 MORTE DOS ANIMAIS E OBTENCAO DA AMOSTRA

Ao final do periodo experimental para cada grupo (sete ou 14 dias), os ratos
foram submetidos a overdose anestésica, através da associacdo de cloridrato de
guetamina (Cetamin®) com xilazina (Xilazin®), via jugular. Constatada a morte dos
mesmos, a partir da cessacdo dos sinais vitais e opacificacdo da cornea, as pecas
foram removidas através de uma excisao realizada ao redor da ferida com margem
de tecido de 1cm, e acondicionadas em frascos plasticos devidamente identificados
contendo formol a 10%, com volume aproximadamente igual a cinco vezes o volume
da peca, onde permaneceram por 24h para sua fixacdo. Em seguida foram
encaminhadas ao Laboratério de Patologia Cirdrgica Oral do Departamento de
Diagnéstico e Terapéutica da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal da
Bahia (FOUFBA), onde foram processadas.

4.9 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Apbs o periodo de fixacao, as pecas foram submetidas ao processamento de
acordo com a rotina para inclusdo em parafina. Os cortes foram realizados em
microtomo com espessura de 4um, e submetidos a coloracdo histolégica pela
Hematoxilina-Eosina (HE), para andalise do processo inflamatério, do grau de
reepitelizacao, proliferacao fibroblastica, tecido de granulacdo e neoangiogénese, e
pelo Picrosirius, para analise de fibras colagenas.

Os espécimes processados foram entdo avaliados em microscopia de luz
(AxioStar®, Zeiss, Germany) através de andlise semiquantitativa descritiva
comparativa por um patologista experiente do Laboratério de Patologia Cirlrgica
Oral do Departamento de Diagnostico e Terapéutica da FOUFBA. A avaliacao
histologica foi realizada em estudo cego de acordo com os critérios encontrados no
Quadro 3.



Quadro 3: Critérios utilizados na analise histologica (UFBA, 2012).

Variaveis Scores

Reepitelizacéo Reepitelizacdo recobrindo menos da metade

ausente da ferida
Reepitelizacdo recobrindo mais da metade

Reepitelizagao da fer.'da ~ : .

Reepitelizacdo recobrindo toda a ferida, com
espessura irregular
Reepitelizacdo recobrindo toda a ferida, com
espessura regular

Discreta Moderada Intensa

Inflamacé&o Presenca de até | Presenca de 25 a | Presenca superior a
Aguda 25% de neutréfilos | 50% de neutréfilos na | 50% de neutrdfilos
na area area na area
Discreta Moderada Intensa
Inflamag&o Presenca de ] até | Presenca de 2,5 a | Presenca supe[ior a
R 25% de células | 50% de células | 50% de células
Crdnica : e ; . . ; e
inflamatdrias inflamatérias crénicas | inflamatérias
crdnicas na area na area cronicas na area
Discreta Moderada Intensa
Quantidade de | Quantidade de vasos | Quantidade de
Angiogénese vasos  sanguineos | sanguineos similar ao | vasos sanguineos
inferior ao tecido | tecido adjacente superior ao tecido
adjacente normal normal adjacente normal
Discreta Moderada Intensa

Fibroblastos

Presenca de até
25% de fibroblastos
em relacdo a outros
tipos celulares do
tecido.

Presenca de 25 a
50% de fibroblastos
em relacdo a outros
tipos celulares do
tecido.

Presenca superior a
50% de fibroblastos
em relacdo a outros
tipos celulares do
tecido.

Tecido de
Granulacéo

Discreta

Presenca discreta
de fibroblastos,
fibras colagenas e
células inflamatorias

Moderada

Presenga moderada
de fibroblastos, fibras
colagenas e células
inflamatorias

Intensa

Presenca intensa de
fibroblastos, fibras
coladgenas e células
inflamatorias

Deposicéo de
colageno

Presenca de até
25% de deposicao
de fibras colagenas
na area

Presenca de 25 a
50% de deposicao de
fibras coldgenas na
area

Presenca superior a
50% de deposicdo
de fibras colagenas
na area

Maturacéo de
colageno

Discreta

O tom do contra-
corante predomina,
sendo a cor do
corante menor
intensa que o
observado no tecido
normal adjacente

Moderada
Predomina a
coloracéao do corante
sobre o contra-
corante, sendo a cor
do corante similar a
do tecido normal
adjacente

Intensa

Marcacéo do contra
corante é igual ou
mais intensa que o
observado no tecido
normal adjacente

Distribuicdo das
fibras coladgenas

Regular

Distribuicdo regular das fibras
colagenas quando comparadas
ao tecido normal adjacente

Irregular

Distribuicdo irregular das fibras
colagenas quando comparadas ao
tecido normal adjacente
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4.10 TECNICA DE IMUNO-HISTOQUIMICA

As reacOes imuno-histoquimicas foram realizadas no Laboratorio de Patologia
Molecular da Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo
(LPM/FOUSP), utilizando o método da imunoperoxidase com polimero marcado para
0s anticorpos pimarios colageno | e colageno Ill, com o objetivo de avaliar a
expressao destes tipos de colageno, caracterizando o tecido neoformado.

Seccdes de 4um foram obtidas e os cortes estendidos sobre laminas de vidro
previamente silanizadas (3-aminopropyiltriethoxy-silano 2% em etanol absoluto) e,
posteriormente, armazenados em estufa a 60°C por no minimo 24 horas para sua
melhor fixacdo. Os cortes foram desparafinizados em trés banhos de xilol e
hidratados em quatro banhos de etanol, trés banhos em concentragées de 100% e
um banho em concentragédo de 70%, seguido da incubagédo em PBS 1X (pH 7,4).

A inativacao de cargas livres foi realizada com incubacdo em Borax 1% e o
bloqueio da peroxidase endégena em perdxido de hidrogénio 3% diluido em PBS,
por 40 minutos. Apds recuperacdo antigénica por meio de imersdo em tampéao
citrato-fosfato (P4809, pH 6,0; Sigma, St Louis, MO, USA) por 20 minutos a 95°C em
banho-maria, os cortes foram incubados com os anticorpos monoclonais de
camundongo para colageno | (clone COL-1 ab90395, Abcam, Cambridge, MA, USA)
e colageno Il (clone FH-7A, ab6310, Abcam, Cambridge, MA, USA) diluidos em
PBS-BSA 0,1% nas diluicbes 1:300 e 1:700, respectivamente, a 4°C por 18 horas
(Quadro 4).

ApOs este periodo, através do método polimero marcado (EnVision, DAKO), o
kit EnVisionTM + Dual Link System Peroxidase (K4061; DAKO, Glostrup, Denmark)
foi aplicado como sistema de deteccdo para os anticorpos anti-colageno | e anti-
colageno lll, durante 30 minutos. Em seguida, os cortes foram lavados 2 vezes com
solugéo tampéao PBS (pH 7,4) acrescido de Triton 0,1%.

A reacao foi revelada com 3,3 -Diaminobenzidina (K3468, Dako Liquid DAB
Plus; Dako), por 10 minutos a temperatura ambiente. ApOds lavagem com &agua
destilada, as laminas foram contra-coradas com hematoxilina de Mayer. Foram
utilizados como controles da reagao, cortes de mucosa e pele com reatividade
reconhecidamente positiva para os anticorpos anti-colageno | e lll, respectivamente,

e que foram incubados juntamente com 0s grupos experimentais. Os controles
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negativos foram obtidos pela substituicdo do anticorpo primario por soro ndo imune,
obtendo-se imunomarcacao completamente negativa (Quadro 4).

A avaliacdo imuno-histoquimica também foi realizada sob microscopia de luz
(AxioStar®, Zeiss, Germany) em estudo cego por um patologista experiente, de
forma semi-quantitativa, de acordo com a intensidade da imunomarcagao do
colageno tipo | ou tipo Ill, sendo classificados em marcacéo ausente (-), discreta (+),

moderada (++) e intensa (+++) de acordo com os critérios encontrados no Quadro 5.

Quadro 4: Especificidade dos anticorpos priméarios e controle das rea¢c6es imuno-
histoquimicas (UFBA, 2012).

Anticorpo Anti Colageno | Anti Colageno |l
Clone COL-1 FH-7A
Tipo Monoclonal Monoclonal
Marca comercial Abcam Abcam
Recuperacéo Citrato fosfato Citrato fosfato
antigénica (pH 6,0) (pH 6,0)
Tempo e forma de Banho-maria, Banho-maria,
recuperacao 20 minutos 20 minutos
Diluicéo 1:300 1:700
Incubacéo 18 horas 18 horas
Controle Positivo Mucosa Pele

Quadro 5: Critérios utilizados na analise imuno-histoquimica (UFBA, 2012).

Anticorpo

Scores

Anti Colageno |

Ausente (-)
Auséncia de
imunomarcacao
do colageno |
gquando
comparado ao

Discreto (+)
Imunomarcacao
do colageno | é
menos intensa
que o
observado no

Moderado (++)
Imunomarcacao
do colageno | é
similar ao
observado no
tecido normal

Intenso (+++)
Imunomarcacao
do colageno | é
igual ou mais
intensa que o0
observado no

tecido normal tecido normal adjacente tecido normal
adjacente adjacente adjacente
Ausente (-) Discreto (+) Moderado (++) | Intenso (+++)
Auséncia de Imunomarcacao | Imunomarcacdo | Imunomarcagao
imunomarcacao | do colageno lll | do colageno lll € | do colageno llI

, . do colageno lll | é menos similar ao € igual ou mais

Anti Colageno lli . )

quando intensa que o observado no intensa que o

comparado ao
tecido normal
adjacente

observado no
tecido normal
adjacente

tecido normal
adjacente

observado no
tecido normal
adjacente
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4. 11 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram tabulados utilizando o programa Microsoft Excel e
analisados estatisticamente com auxilio do programa Minitab®. Para a comparagao
intra e inter-grupo foi utilizado o teste ndo paramétrico Exato de Fisher,

considerando uma significancia de 5%.
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5 RESULTADOS
5.1 RESULTADOS DA AVALIACAO LABORATORIAL E PONDERAL

No grupo hipotireoidiano, a dosagem plasmatica do hormonio tireoidiano T4 foi
de 0,66 £ 0,06 mg/dl, enquanto que no grupo eutireoidiano foi de 2,92 + 0,40 mg/dl.
Tais valores demonstram que os niveis do horménio tireoidiano T4, observados no
grupo hipotireoidiano, foram inferiores aos niveis observados no grupo eutireoidiano,
confirmando a inducdo ao hipotireoidismo.

A avaliacdo ponderal demonstrou que houve reducao do crescimento do peso
corporal no grupo hipotireoidiano em relagdo ao grupo eutireoidiano. Os ratos
eutireoidianos do grupo avaliado no poés-operatorio de 7 dias ganharam em média
42,03%

hipotireoidismo foi observado percentual de crescimento negativo (-7,32%), no

do peso corporal inicial, enquanto que nos ratos induzidos ao
mesmo periodo. No grupo avaliado em 14 dias, também foi observado maior
percentual de crescimento no grupo eutireoidiano, equivalente ao aumento de
34,36% do peso corporal inicial, enquanto que no grupo hipotireoidiano houve
percentual de crescimento negativo em relacdo ao peso corporal inicial (-7,43%)
(Tabela 1). A evolugcdo do peso corporal ao longo das 5 e 6 semanas de

experimento pode ser observada na Figura 8.

Tabela 1: Evolucdo do peso corporal médio (g), desvio padrédo e percentual de
crescimento (%) do peso corporal dos grupos eutireoidianos e hipotireoidianos
avaliados no pés-operatério de 7 e 14 dias (UFBA, 2012).

Grupos experimentais

Eutireoidiano
7 dias

Hipotireoidiano
7 dias

Eutireoidiano
14 dias

Hipotireoidiano
14 dias

12 semana

224,17+ 6,54 g

251,67 + 12,48g

246,02 £ 6,81 g

250,46 + 5,93 g

22 semana

257,87+ 10,09 g

277,69+ 11,88 g

255,37 +1,79¢

262,04 +4,78 g

32 semana

288,247,719

308,89 + 10,189

247,50 +4,09¢

260,93+ 3,639

42 semana

309,17 + 6,24 g

328,52 + 6,78 g

239,17+155¢

253,61+192¢

52 semana

318,15+ 5,32 g

336,11+ 2,65

228,33+ 9,67 g

24556 + 7,55 g

62 semana

337,96 + 3,31 g

231,85t 3,26 g

Percentual de
crescimento (%)

42.03

34,36

-7,32

-7,43
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Figura 8: Representacao grafica da variacdo do peso corporal médio dos grupos

eutireoidianos e hipotireoidianos ao longo do experimento (UFBA, 2012).
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5.2 RESULTADOS HISTOLOGICOS

GRUPQOS AVALIADOS EM 7 DIAS

Nos grupos eutireoidianos, em relacdo a reepitelizacdo, observou-se
recobrimento total da ferida com epitélio de espessura irregular em 83,3% dos casos
do grupo EC, enquanto que os grupos irradiados EL e ED revelaram predominio de
recobrimento total da ferida com epitélio de espessura regular, respectivamente, em
50% e 66,7% da amostra (Figuras 9, 11 e 13). Nos grupos hipotireoidianos, o grupo
HC demonstrou padrdo bem definido com repavimentacédo epitelial incompleta
recobrindo mais da metade da ferida em todos os casos. Nos grupos irradiados HL e
HD houve recobrimento total da ferida em 60% e 66,6% dos casos, respectivamente,
com predominio de epitélio de espessura regular (Figuras 15, 17 e 19).

A andlise estatistica, quando aplicada a variavel reepitelizagdo, revelou
reepitelizacao significativamente maior para os grupos irradiados EL (p=0,02) e ED
(p=0,00) quando confrontados com o grupo EC (Figura 21). Os grupos irradiados HL
(p=0,04) e HD (p=0,01) também se diferiram estatisticamente do grupo nao irradiado
HC, apresentando maior grau de reepitelizacdo (Figura 22). Quando 0s grupos
eutireoidianos (EC, EL e ED) foram comparados aos respectivos grupos
hipotireoidianos (HC, HL e HD), observou-se que o grupo EC apresentou grau de

reepitelizacdo (p=0,00) significativamente maior que o grupo HC (Figura 23). Nao
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houve diferenca estatisticamente significante quando os grupos irradiados foram

confrontados entre si, na avaliacdo intra e intergrupo (p>0,05).

Figura 21: Comparagdo entre os grupos Eutireoidianos Controle, Laser e LED
avaliados no periodo experimental de 7 dias em relacdo a reepitelizacdo (UFBA,
2012).

90% - B Reepitelizacdo
80% - recobrindo <50% da
ferida
70% -
B Reepitelizacao
60% - recobrindo >50% da
50% - ferida
40% - 1 Reepitelizacdo
recobrindo 100% da
30% - ferida com espessura
20% - irregular
B Reepitelizacao
10% recobrindo 100% da

ferida com espessura
regular

0% T T
EC EL

Reepitelizagéo: p=0,02 (EL x EC); p=0,00 (ED x EC)

Figura 22: Comparacdo entre os grupos Hipotireoidianos Controle, Laser e LED
avaliados no periodo experimental de 7 dias em relagdo a reepitelizagdo (UFBA,
2012).

100% -
B Reepitelizagdo recobrindo
90% - <50% da ferida
80% A
70% - M Reepitelizagdo recobrindo
>50% da ferida
60% -
50% 1 1 Reepitelizagdo recobrindo
40% - 100% da ferida com
espessura irregular
30% A
M Reepitelizagdo recobrindo
20% 100% da ferida com
10% - espessura regular
0% T T 1

HC HL HD

Reepitelizagdo: p=0,04 (HL x HC); p=0,01 (HD x HC)



56

Figura 23: Comparagdo entre os grupos Eutireoidianos e Hipotireoidianos Controle,
Laser e LED avaliados no periodo experimental de 7 dias em relacdo a
reepitelizacdo (UFBA, 2012).

100% -

90%
m Reepitelizacdo recobrindo
<50% da ferida

80% -

70%

W Reepitelizacdo recobrindo
>50% da ferida

60%

50%

Reepitelizacdo recobrindo
100% da ferida com
espessura irregular

40%

30%

20% W Reepitelizacdo recobrindo
o )

10% 100% da ferida com

espessura regular

0%

Eutireoidianos Hipotireoidianos

Reepitelizagdo: p=0,00 (EC x HC)

Quanto a presenca do infiltrado inflamatério agudo e crénico, no grupo EC,
verificou-se que estes se apresentaram, respectivamente, como discreto (100%) e
moderado (83,3%). O infiltrado inflamatério agudo foi predominantemente discreto
nos grupos irradiados EL (83,3%) e ED (66,7%), enquanto que o infiltrado
inflamatério crénico demonstrou-se discreto (66,7%) e moderado (83,3%),
respectivamente. No grupo HC houve predominio de infiltrado inflamatorio agudo
discreto (80%) e cronico intenso (60%). Nos grupos hipotireoidianos irradiados,
verificou-se que o infiltrado inflamatério agudo foi discreto em todos os casos do
grupo HL e variou entre discreto (50%) e moderado (50%) no grupo HD. Ja o
infiltrado inflamatorio crénico foi predominantemente moderado em ambos os grupos
(60% e 50%, respectivamente). A analise estatistica em relacdo a variavel
inflamacé&o revelou que nao houve diferenca estatisticamente significante entre os
grupos avaliados (p>0,05).

Nos grupos eutireoidianos, a proliferacdo de fibroblastos no grupo EC,
mostrou-se moderada em 50% dos casos, e na outra metade a proliferagao foi
intensa. Esta variavel foi considerada predominantemente intensa nos grupos

irradiados EL (83,3%) e ED (100%). Nos grupos hipotireoidianos, observou-se que a
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proliferagcédo de fibroblastos foi moderada em 100% dos casos no grupo HC, e que os
grupos irradiados demonstraram deposi¢cdo mais intensa, apesar do predominio da
proliferacdo moderada nos grupos HL (80%) e HD (83,3%). Ndo houve diferenca
estatisticamente significante quando os grupos irradiados foram confrontados entre
si e com o grupo controle na avaliagao intragrupo (p>0,05). Na avaliagéo intergrupo,
guando os grupos eutireoidianos foram comparados com os grupos hipotireoidianos,
a analise estatistica revelou que os grupos irradiados EL e ED apresentaram
proliferacdo fibroblastica mais intensa que o grupo HC (p=0,00 e p=0,00,
respectivamente) (Figura 24).

A angiogénese foi inferior nos grupos irradiados com Laser e LED, porém néo

significativo estatisticamente (p>0,05).

Figura 24: Comparacédo entre os grupos Eutireoidianos e Hipotireoidianos Controle,
Laser e LED avaliados no periodo experimental de 7 dias em relacao a proliferacédo
de fibroblastos (UFBA, 2012).

100% A
80% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -

10% A J

0%

B Discreta

B Moderada

Intensa

Eutireoidiano Hipotireoidiano

Fibroblastos: p=0,00 (EL x HC); p=0,00 (ED x HC)
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Em relacdo a quantidade de tecido de granulacdo, deposicdo e maturacao
das fibras colagenas, os melhores resultados foram observados para os grupos
irradiados, eutireoidianos ou hipotireoidianos, exceto quando o grupo HL foi
comparado ao grupo HC, porém sem significAncia estatistica em ambas as
comparacoes (p>0,05).

O padréo de distribuicdo das fibras colagenas foi predominantemente regular
nos grupos eutireoidianos controle (83,3%) e irradiados com Laser (100%) e LED
(100%) (Figuras 10, 12 e 14), e nos grupos hipotireoidianos irradiados com Laser
(60%) e LED (50%), sendo a distribuicdo colagénica irregular em todos os casos do
grupo hipotireoidiano controle (Figuras 16, 18 e 20). A andlise estatistica revelou que
os grupos EC, EL e ED demostraram distribuicdo regular das fibras colagenas com
diferenca estatisticamente significativamente do grupo HC (p=0,01, p=0,00 e p=0,00,

respectivamente) (Figura 25).

Figura 25: Comparagdo entre os grupos Eutireoidianos e Hipotireoidianos Controle,
Laser e LED avaliados no periodo experimental de 7 dias em relagédo a distribuicdo
das fibras colagenas (UFBA, 2012).

100% -

90% -

80% -

70% -

60% -

50% W Irregular

40% - M Regular

30% -

20% A

10% -

0%
|EL|ED HC|HL|HD

Eutireoidiano Hipotireoidiano

Distribuicdo de fibras colagenas: p=0,01 (EC x HC); p=0,00 (EL x HC); p=0,00 (ED x HC)



Figura 9: Fotomicrografia do Grupo Controle Figura 10: Fotomicrografia do Grupo Controle
Eutireoidiano aos 7 dias mostrando Eutireoidiano aos 7 dias mostrando deposicao
reepitelizacdo completa e infiltrado inflamatério moderada e distribuicdo regular das fibras
crénico de intensidade moderada (HE, 100X). colagenas. (Picrosirius, 100X) (UFBA, 2012).
(UFBA, 2012).

Figura 11: Fotomicrografia do Grupo Laser Figura 12: Fotomicrografia do Grupo Laser
Eutireoidiano aos 7 dias mostrando Eutireoidiano aos 7 dias mostrando deposi¢édo
reepitelizacdo completa e infiltrado inflamatério de colageno intensa e distribuicdo regular
cronico discreto (HE, 100X) (UFBA, 2012). (Picrosirius, 100X) (UFBA, 2012).

o -5;( e : i "‘ ENa il =r 3 - :
Figura 13: Fotomicrografia do Grupo LED Figura 14: Fotomicrografia do Grupo LED
Eutireoidiano aos 7 dias mostrando Eutireoidiano aos 7 dias mostrando deposicdo
reepitelizagcdo completa e infiltrado inflamatério de colageno intensa e distribuicdo regular
agudo discreto (HE, 100X) (UFBA, 2012). (Picrosirius, 100X) (UFBA, 2012).
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Figura 15: Fotomicrografia do Grupo Controle Figura 16: Fotomicrografia do Grupo Controle
Hipotireoidiano aos 7 dias  mostrando Hipotireoidiano aos 7 dias mostrando deposicdo
reepitelizag@o incompleta e infiltrado inflamatorio de colageno moderada e distribuicdo irregular
cronico intenso (HE, 100X) (UFBA, 2012). (Picrosirius, 100X) (UFBA, 2012).

Figura 17: Fotomicrografia do Grupo Laser Figura 18: Fotomicrografia do Grupo Laser
Hipotireoidiano aos 7 dias mostrando Hipotireoidiano aos 7 dias deposi¢cdo de
reepitelizacdo completa e infiltrado inflamatério  colageno moderada e distribuicdo regular
cronico moderado (HE, 100X) (UFBA, 2012). (Picrosirius, 200X) (UFBA, 2012).

Figura 19: Fotomicrografia do Grupo LED Figura 20: Fotomicrografia do Grupo LED
Hipotireoidiano aos 7 dias mostrando Hipotireoidiano aos 7 dias mostrando
reepitelizacdo completa e infiltrado inflamatdrio deposic@o de colageno moderada e distribuicao
crdnico moderado (HE, 200X) (UFBA, 2012). regular (Picrosirius, 200X) (UFBA, 2012).
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GRUPOS AVALIADOS EM 14 DIAS

Analisando-se a reepitelizacdo, no periodo experimental de 14 dias,
observou-se recobrimento epitelial completo de espessura regular em todos 0s
grupos avaliados, nédo havendo diferenca estatisticamente significante entre os
grupos (p>0,05) (Figuras 26, 28, 30, 32, 34 e 36).

Quanto a presenca do infiltrado inflamatério agudo e crénico, no grupo EC,
verificou-se que estes se apresentaram, respectivamente, como ausente (100%) e
discreto (83,3%). O infiltrado inflamatorio agudo foi predominantemente ausente nos
grupos irradiados EL (83,3%) e ED (100%), enquanto que o infiltrado inflamatorio
cronico demonstrou-se predominantemente discreto em ambos os grupos (50% e
60%, respectivamente). No grupo HC, o infiltrado inflamatério agudo foi ausente em
80% dos casos e moderado em 20%. O infiltrado cronico variou entre discreto (80%)
e moderado (20%). Nos grupos hipotireoidianos irradiados, verificou-se que o
infiltrado inflamatoério agudo variou entre ausente (83,3%) e discreto (16,7%) no
grupo HL e foi ausente em todos os casos do grupo HD. Ja o infiltrado inflamatorio
cronico foi predominantemente moderado em ambos 0s grupos (66,7% e 75%,
respectivamente). A andlise estatistica ndo revelou diferenca estatisticamente
significante entre os grupos avaliados (p>0,05).

O tecido de granulacao foi predominantemente ausente nos grupos irradiados
EL (66,6%) e ED (80%) e discreto nos grupos irradiados HL (66,7%) e HD (50%). Os
grupos nao irradiados EC e HC apresentaram tecido de granulacao discreto (83,3%)
e moderado (60%), respectivamente. A angiogénese foi predominantemente discreta
nos grupos irradiados EL (66,7%), ED (100%), HL (66,7%) e HD (50%), e moderada
nos grupos nao irradiados EC (50%) e HC (100%). A analise estatistica demonstrou
gue a quantidade de tecido de granulacéo foi significativamente menor nos grupos
eutireoidianos e hipotireoidianos irradiados, havendo diferenga estatisticamente
significante apenas quando os grupos EL (p=0,02) e ED (p=0,04) foram comparados
ao grupo nao irradiado EC (Figura 38). A angiogénese foi significativamente menor
nos grupos EL (p=0,04) e ED (p=0,00) quando comparados ao grupo EC (Figura 39),
e nos grupos HL (p=0,02) e HD (p=0,04) quando confrontados a o grupo HC (Figura
40). Nao houve diferenca estatisticamente significante para estas variaveis quando
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os grupos EC, EL e ED foram comparados, respectivamente, aos grupos HC, HL e
HD (p>0,05).

Figura 38: Comparacdo entre os grupos Eutireoidianos Controle, Laser e LED
avaliados no periodo experimental de 14 dias em relacdo a quantidade de tecido de
granulacédo (UFBA, 2012).
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Figura 39: Comparagdo entre os grupos Eutireoidianos Controle, Laser e LED
avaliados no periodo experimental de 14 dias em relagdo a angiogénese (UFBA,
2012).
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Figura 40: Comparacao entre os grupos Hipotireoidianos Controle, Laser e LED
avaliados no periodo experimental de 14 dias em relacdo a angiogénese (UFBA,
2012).
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A guantidade de fibroblastos foi predominantemente moderada nos grupos
EC (66,7%) e EL (83,3%), e intensa em todos os casos do grupo ED, cuja
proliferacao fibroblastica foi significativamente maior quando comparada aos grupos
EL (p=0,00) e EC (p=0,04) (Figura 41). Nos grupos hipotireoidianos, a quantidade de
fibroblastos foi moderada em todos os casos do grupo HC, e nos grupos HL e HD
variou entre discreta (33,3% e 25%, respectivamente), moderada (50% e 50%,
respectivamente) e intensa (16,7% e 25%, respectivamente). A proliferacdo de
fibroblastos foi maior nos grupos eutireoidianos, quando confrontados com 0s grupos
hipotireoidianos, contudo, houve diferenca estatisticamente significante apenas
guando o grupo ED foi comparado com os grupos HL (p=0,00) e HD (p=0,03) (Figura
42).

A deposicdo intensa e distribuicdo regular das fibras colagenas foram
observadas em todos os casos dos grupos avaliados em 14 dias. A maturacdo
colagénica foi intensa em todos os casos dos grupos irradiados (EL e ED) e
predominantemente moderada no grupo EC (66,7%) (Figuras 27, 29 e 31). Nos
grupos hipotireoidianos HC, HL e HD, a maturacdo foi predominantemente intensa
(60%, 66,7% e 100%, respectivamente) (Figuras 33, 35 e 37). A andlise estatistica
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nao revelou diferengca estatisticamente significante entre os grupos avaliados
(p>0,05).

Figura 41: Comparacdo entre os grupos Eutireoidianos Controle, Laser e LED

avaliados no periodo experimental de 14 dias em relagdo a proliferacdo de
fibroblastos (UFBA, 2012).

100% -

90% -

80% -

70% -

60% - ® Discreta

50% - B Moderada

40% - H Intensa

30%

20% -

10% -

0% 1 1 1
EC EL ED

Fibroblastos: p=0,00 (ED x EL); p=0,04 (ED x EC)

Figura 42: Comparagéo entre os grupos Eutireoidianos e Hipotireoidianos Controle,
Laser e LED avaliados no periodo experimental de 14 dias em relac&o a proliferacéo
de fibroblastos (UFBA, 2012).
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Figura 26: Fotomicrografia do Grupo Controle
Eutireoidiano aos 14 dias mostrando
reepitelizacdo completa e infiltrado inflamatério
crébnico de intensidade discreta (HE, 100X)
(UFBA, 2012).

Figura 27: Fotomicrografia do Grupo Controle
Eutireoidiano aos 14 dias mostrando deposi¢ao
de colageno intensa e distribuicdo regular
(Picrosirius, 100X) (UFBA, 2012).

B

Eutireoidiano aos 14 dias

ausente (HE, 100X) (UFBA, 2012).

Figura 28: Fotomicrografia do Grupo Laser
mostrando
reepitelizacdo completa e infiltrado inflamatdrio

Eutireoidiano aos 14 dias mostrando
deposicdo de colageno intensa e distribuicdo
regular (Picrosirius, 100X) (UFBA, 2012).

Eutireoidiano aos 14 dias mostrando
reepitelizacdo  completa e infiltrado
inflamatério ausente (HE, 100X) (UFBA,
2012).
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Figura 31: Fotomicrografia do Grupo LED
Eutireoidiano aos 14 dias mostrando
deposicao de colageno intensa e distribuicao
regular (Picrosirius, 100X) (UFBA, 2012).
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Figura 32: Fotomicrografia do Grupo Controle
Hipotireoidiano aos 14 dias mostrando
reepitelizacdo completa e infiltrado inflamatério
cronico discreto (HE, 100X) (UFBA, 2012).
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Figura 33: Fotomicrografia do Grupo Controle
Hipotireoidiano aos 14 dias mostrando
deposicdo de colageno intensa e distribuicao
regular (Picrosirius, 100X) (UFBA, 2012).

Figura 34: Fotomicrografia do Grupo Laser

Hipotireoidiano aos 14 dias mostrando
reepitelizacdo completa e infiltrado inflamatorio
cronico discreto (HE, 100X) (UFBA, 2012).

Figura 36: Fotomicrografia do Grupo LED
Hipotireoidiano aos 14 dias mostrando
reepitelizacao completa e infiltrado
inflamatério crénico discreto (HE, 200X)
(UFBA, 2012).

Figura 35: Fotomicrografia do Grupo Laser
Hipotireoidiano aos 14 dias mostrando

deposicdo de colageno intensa e distribuicao
regular (Picrosirius, 100X) (UFBA, 2012).

Figura 37: Fotomicrografia do Grupo LED

Hipotireoidiano aos 14 dias mostrando
deposicao de colageno intensa e distribuicao
regular (Picrosirius, 200X) (UFBA, 2012).
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5.3 RESULTADOS IMUNO-HISTOQUIMICOS

GRUPOS AVALIADOS EM 7 DIAS

Nos grupos eutireoidianos EC, EL e ED a imunoexpresséo do colageno tipo |
foi predominantemente discreta (100%, 60% e 60%, respectivamente), enquanto que
a imunoexpressao do colageno tipo lll foi moderada em 66,7% dos casos do grupo
EC, predominantemente intensa em 66,7% dos casos do grupo ED, e discreta em
todos os casos do grupo EL. No grupo HC ndo houve imunoexpressédo do colageno
tipo | em 80% dos casos, sendo considerada predominantemente discreta nos
grupos HL (60%) e HD (80%) (Figuras 43 a 48).

A analise estatistica demonstrou maior imunoexpressao do colageno tipo |
nos grupos eutireoidianos e hipotireoidianos irradiados com Laser e LED quando
comparados aos grupos nao irradiados, porém, houve diferenca estatisticamente
significante apenas quando o grupo HD foi confrontado com o grupo HC (p=0,05)
(Figura 55). Quando os grupos EC, EL e ED foram comparados, respectivamente,
aos grupos HC, HL e HD, houve diferenca estatisticamente significante entre os
grupos EC e HC (p=0,019) (Figura 56), apesar de os grupos eutireoidianos terem
demonstrado maior imunoexpressdao do colageno tipo I. Nao houve diferenca
estatisticamente significante quando os grupos irradiados foram confrontados entre
si na avaliacéo intra e intergrupo (p>0,05).

Nos grupos eutireoidianos, a imunoexpressao do colageno tipo Il foi
predominantemente moderada no grupo EC (66,7%), discreta no grupo EL (100%) e
intensa no grupo ED (66,7%). Nos grupos hipotireoidianos, variou entre discreto
(50%) moderado (33,3%) e intenso (16,7%) no grupo HC. No grupo HL variou entre
discreto (16,7%) e moderado (83,3%), e no grupo HD entre moderado (50%) e
intenso (50%) (Figuras 49 a 54).

A analise estatistica revelou que a imunoexpresséo do colageno tipo Il foi
significativamente maior no grupo ED, quando comparado aos grupos EC (p=0,047)
e EL (p=0,047). O grupo nédo irradiado EC apresentou imunoexpressao do colageno
tipo 1l significativamente maior em relagdo ao grupo irradiado EL (p=0,047) (Figura
57). Nos grupos hipotireoidianos, observou-se que a imunoexpressao do colageno |l
foi maior nos grupos irradiados HL e HD quando comparados ao grupo nao irradiado

HC, porém néo significante estatisticamente (p>0,05). Quando o grupo eutireoidiano
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foi comparado ao hipotireoidiano, observou-se que a imunomarcagdo foi
significativamente maior no grupo HL, quando confrontado com o grupo EL
(p=0,019) (Figura 58). Os grupos EC e ED também apresentaram maior
imunoexpressdo do colageno tipo Ill, quando comparados, respectivamente, aos
grupos HC e HD, entretanto, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre

estes grupos (p>0,05).

Figura 55: Comparagcédo entre os grupos Hipotireoidianos Controle, Laser e LED
avaliados no periodo experimental de 7 dias em relacdo a imunoexpressdo do
colageno | e colageno Il (UFBA, 2012).
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Figura 56: Comparagdo entre os grupos Eutireoidianos e Hipotireoidianos Controle,
Laser e LED avaliados no periodo experimental de 7 dias em relacdo a
imunoexpressao do colageno | (UFBA, 2012).
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Figura 57: Comparagdo entre os grupos Eutireoidianos Controle, Laser e LED

avaliados no periodo experimental de 7 dias em relagdo a imunoexpressdo do
colageno | e colageno Il (UFBA, 2012).
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Figura 58: Comparagéo entre os grupos Eutireoidianos e Hipotireoidianos Controle,
Laser e LED avaliados no periodo experimental de 7 dias em relacdo a

imunoexpressao do colageno Il (UFBA, 2012).
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Eutireoidiano aos 7 dias mostrando Hipotireoidiano aos 7 dias mostrando
imunoexpressao discreta de colageno | (200X) imunoexpressédo discreta de colageno | (200X)
(UFBA, 2012). (UFBA, 2012).

Figura 45: Fotomicrografia do Grupo Laser Figura 46: Fotomicrografia do Grupo Laser
Eutireoidiano aos 7 dias mostrando Hipotireoidiano aos 7 dias  mostrando
imunoexpressdo moderada de colageno | imunoexpressédo discreta de colageno | (200X)
(200X) (UFBA, 2012). (UFBA. 2012).

Figura 47: Fotomicrografia do Grupo LED Figura 48: Fotomicrografia do Grupo LED
Eutireoidiano aos 7 dias  mostrando Hipotireoidiano aos 7 dias mostrando
imunoexpressdo moderada de colageno | imunoexpressdo  moderada de colageno |
(200X) (UFBA, 2012). (200X) (UFBA. 2012).
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Figura 49: Fotomicrografia do Grupo Controle  Figura 50: Fotomicrografia do Grupo Controle
Eutireoidiano aos 7 dias mostrando Eutireoidiano aos 7 dias  mostrando
imunoexpressdo moderada de colageno Il imunoexpressdo discreta de colageno |l
(200X) (UFBA, 2012). (200X) (UFBA, 2012).

Figura 51: Fotomicrografia do Grupo Laser Figura 52: Fotomicrografia do Grupo Laser
Eutireoidiano aos 7 dias mostrando Hipotireoidiano aos 7 dias mostrando
imunoexpresséo discreta de colageno Il (200X) imunoexpressdo m de colageno Il (200X)
(UFBA, 2012). (UFBA, 2012).
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Figura 53: Fotomicrografia do Grupo LED Figura 54: Fotomicrografia do Grupo LED
Eutireoidiano aos 7  dias  mostrando Hipotireoidiano aos 7 dias mostrando

imunoexpressao intensa de colageno Il (200X) imunoexpressdo intensa de colageno Il
(UFBA, 2012). (200X) (UFBA, 2012).
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GRUPOS AVALIADOS EM 14 DIAS

No grupo eutireoidiano, a imunoexpressado do colageno tipo | foi maior nos
grupos irradiados EL e ED quando comparados ao grupo néo irradiado EC, que
apresentaram, respectivamente, predominancia de imunoexpressdo moderada
(50%), intensa (50%) e variando entre discreta (33,3%) e moderada (66,7%) no
grupo EC (Figuras 59 a 64). O mesmo foi observado em relacdo a imunexpressao
do colageno Ill que variou de discreta (16,7%), moderada (50%) e intensa (33,3%)
no grupo HC. Nos grupos irradiados HL e HD, a imunoexpressao do colageno |l
variou entre moderada (66,7% e 50%, respectivamente) e intensa (33,3% e 50%,
respectivamente) (Figuras 65 a 70).

No grupo hipotireoidiano, a imunoexpressédo do colageno tipo | foi maior nos
grupos irradiados HL e HD que no grupo néo irradiado HC, que apresentaram,
respectivamente, imunoexpressao variando entre discreta (50%) e moderada (50%),
e predominantemente moderada (66,7%) e discreta (66,7%) (Figuras 59 a 64). Em
relacdo ao colageno tipo lll, houve maior tendéncia da imunomarcacgao para o grupo
HL, cuja imunoexpressao variou entre discreta (16,7%), moderada (50%) e intensa
(33,3%), seguido, respectivamente, da imunoexpressdo predominantemente
moderada nos grupos HD (100%) e HC (83,3%) (Figuras 65 a 70).

A andlise estatistica ndo revelou diferenca estatisticamente significante entre

0s grupos avaliados (p>0,05).
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Figura 59: Fotomicrografia do Grupo Controle
Eutireoidiano aos 14 dias mostrando
imunoexpressao discreta de colageno | (200X)
(UFBA, 2012).

Figura 61: Fotomicrografia do Grupo Laser
Eutireoidiano aos 14 dias mostrando
imunoexpressdo moderada de colageno |
(200X) (UFBA, 2012).

Figura 63: Fotomicrografia do Grupo LED

Eutireoidiano aos 14 dias mostrando
imunoexpressao intensa de colageno | (200X)
(UFBA, 2012).

Figura 60: Fotomicrografia do Grupo Controle
Hipotireoidiano aos 14 dias mostrando
imunoexpresséo discreta de colageno | (200X)
(UFBA, 2012).

Figura 62: Fotomicrografia do Grupo Laser
Hipotireoidiano aos
imunoexpressdo moderada de colageno |
(200X) (UFBA, 2012).

14 dias mostrando

Figura 64: Fotomicrografia do Grupo LED
Hipotireoidiano aos 14 dias mostrando
imunoexpressao intensa de colageno | (200X)
(UFBA, 2012).
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Figura 65: Fotomicrografia do Grupo Controle Figura 66: Fotomicrografia do Grupo
Eutireoidiano aos 14 dias mostrando Controle Hipotireoidiano aos 14 dias
imunoexpresséo discreta de colageno Il (200X) mostrando imunoexpressdo moderada de
(UFBA, 2012). colageno 11l (200X) (UFBA, 2012).

Figura 67: Fotomicrografia do Grupo Laser Figura 68: Fotomicrografia do Grupo Laser
Eutireoidiano aos 14 dias mostrando  Hipotireoidiano aos 14 dias mostrando
imunoexpressédo intensa de colageno Il (200X) imunoexpressdo moderada de colageno Il
(UFBA, 2012). (200X) (UFBA, 2012).

Figura 69: Fotomicrografia do Grupo Laser Figura 70: Fotomicrografia do Grupo LED
Eutireoidiano aos 14 dias mostrando Hipotireoidiano aos 14 dias mostrando
imunoexpressédo intensa de colageno Il (200X) imunoexpressdo moderada de colageno Il
(UFBA, 2012). (200X) (UFBA, 2012).
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GRUPOS AVALIADOS EM 7 E 14 DIAS

A analise estatistica demonstrou que a imunoexpressao do colageno tipo |
nos grupos eutireoidianos avaliados no periodo de 14 dias foram significativamente
maiores quando comparados aos mesmos grupos avaliados no periodo de 7 dias.
Houve diferenca estatistica apenas quando os grupos EC (p=0,047), EL (p=0,023) e
ED (p=0,019) avaliados em 14 dias foram comparados ao grupo EC avaliado em 7
dias (Figura 71). Em relacdo ao colageno tipo Ill, a imunomarcacao foi
significativamente maior no grupo EL avaliado em 14 dias quando comparado ao
mesmo grupo avaliado em 7 dias (p=0,019) (Figura 72). Entretanto, o grupo EC e ED
apresentaram, respectivamente, maior e menor imunoexpressao do colageno tipo Il
no periodo de 14 dias, quando comparados aos mesmos grupos avaliados no

periodo de 7 dias, porém sem diferenca estatisticamente significante (p>0,05).

Figura 71: Comparacdo entre os grupos Eutireoidianos Controle, Laser e LED
avaliados no periodo experimental de 7 e 14 dias, em relagdo a imunoexpresséo do
colageno | (UFBA, 2012).
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Figura 72: Comparacdo entre os grupos Eutireoidianos Controle, Laser e LED
avaliados no periodo experimental de 7 e 14 dias, em relagdo a imunoexpressao do
coladgeno lll (UFBA, 2012).
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A imunoexpressao do colageno tipo | foi maior nos grupos avaliados em 14
dias e houve diferenca estatisticamente significante quando o grupo nao irradiado
HC, avaliado em 14 dias, foi comparado aos grupos irradiados HL (p=0,019) e HD
(p=0,019), avaliados em 7 dias (Figura 73). Em relacdo ao colageno tipo lll, a
imunomarcacéo foi significativamente menor nos grupos irradiados HL (p=0,019) e
HD (p=0,019) avaliados em 14 dias quando comparado ao grupo HD avaliado em 7
dias (Figura 74). Entretanto, os grupos HC e HL apresentaram maior, e 0 HD menor
imunoexpressao do colageno tipo Il no periodo de 14 dias, quando comparados aos
mesmo grupos avaliados no periodo de 7 dias, porém sem diferenca

estatisticamente significante (p>0,05).
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Figura 73: Comparacao entre os grupos Hipotireoidianos Controle, Laser e LED
avaliados no periodo experimental de 7 e 14 dias, em relagdo a imunoexpresséo do
colageno | (UFBA, 2012).
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Figura 74: Comparacao entre os grupos Hipotireoidianos Controle, Laser e LED
avaliados no periodo experimental de 7 e 14 dias, em relacdo a imunoexpresséo do
colageno Il (UFBA, 2012).
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6 DISCUSSAO

A utilizacdo de ratos nesta pesquisa deve-se ao fato de a pele, na regido
dorsal destes animais, ser formada por epiderme, derme e tecido subcutaneo, e o
processo de completa reparacdo na derme ocorrer de forma similar aos humanos
(WINYARD; WILLOUGHBY, 2003). Além disso, a ferida excisional foi escolhida para
a avaliacdo do reparo tecidual, uma vez que tem sido respaldada na literatura como
modelo experimental utilizado na determinagdo das taxas de cicatrizagdo, em
relacdo ao grau de reepitelizacdo, formacgao de tecido de granulagdo, angiogénese,
bem como do conteldo de fibras colagenas no tecido neoformado (PEPLOW;
CHUNG; BAXTER, 2010; MEDRADO et al, 2008; RIBEIRO et al, 2009).

O resultado laboratorial da dosagem do horménio tireoidiano T4 no grupo
hipotireoidiano demonstrou valor inferior ao observado no grupo eutireoidiano, o que
confirma o sucesso do método de inducao ao hipotireoidismo utilizado neste estudo,
proposto por Rodriguez, Ramalho e Dantas (2009) e Ramalho et al. (2010). Além
disso, o acompanhamento do peso corporal dos ratos revelou a reducdo no
percentual de crescimento no grupo hipotireoidiano, diferentemente do grupo
eutireoidiano, no qual o peso corporal aumentou ao longo do periodo experimental,
corroborando com o estudo de Ferreira et al. (2007). O desenvolvimento dos ratos
hipotireoidianos é mais lento devido a reducéo do seu metabolismo basal/celular e
menor producdo de energia disponivel para o seu desenvolvimento corporal
(RODRIGUEZ; RAMALHO; DANTAS, 2009). Além disso, durante este estudo, foi
observada a reducéo na ingestdao de alimentos pelos ratos hipotireoidianos. Desta
forma, a perda de peso corporal ja era esperada nesse grupo devido a diminuicéo
plasmatica do hormonio tireoidiano, responsavel pelo metabolismo do organismo.

O retardo no processo de cicatrizagao de feridas associado ao hipotireoidismo
também foi verificado no presente estudo, demonstrando a interferéncia dessa
condicéo sistémica no reparo tecidual conforme observado por Biondo Simdes et al.
(2005) e Zimmerman et al. (2009). No entanto, a literatura carece de modelos
experimentais que avaliem o processo de cicatrizacdo de feridas cutaneas
associado a deficiéncia de hormonios tireoidianos.

Sabe-se que a cicatrizacdo por segunda intengcdo requer maior tempo de
reparo, jA que a aproximacao entre as bordas € mais demorada, e que algumas

condicbes sistémicas, como o hipotireoidismo, podem retardar ainda mais o
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processo, interferindo principalmente na deposicdo e organizacdo das fibras
colagenas (BIONDO-SIMOES et al, 2005a; BIONDO-SIMOES et al, 2005b). No
intuito de dificultar o processo de reparo das feridas cutaneas excisionais, nao houve
reposicdo hormonal no grupo experimental induzido ao hipotireoidismo, simulando
situacdes nas quais ndo ha acesso a tratamento, seja por motivos financeiros ou por
desconhecimento da patologia. Deste modo, este estudo foi realizado para avaliar os
efeitos das fototerapias Laser e LED em modelo experimental de feridas excisionais
confeccionadas em dorso de ratos hipotireoidianos.

A dificuldade de cicatrizacdo espontanea, principalmente em casos de lesGes
cutaneas crbnicas associadas a fatores que interferem no processo de reparo, como
disfuncbes sistémicas, justificam a utilizacdo de recursos terapéuticos que possam
acelera-la. As fototerapias Laser e LED constituem alguns desses recursos, uma vez
que promovem efeitos biomoduladores positivos desde a fase inflamatéria aguda até
a fase de remodelagem da cicatriz. Todavia, a luz LED ainda possui restrita base
literaria, na qual sdo questionados os efeitos positivos e similares a luz Laser.

A literatura tem demonstrado a eficacia das fototerapias Laser e LED na
aceleracdo do reparo tecidual (CORAZZA et al, 2007; MEDRADO et al, 2010;
RIBEIRO et al,2009; DE SOUSA et al, 2010; DE SOUSA et al, 2011), no entanto,
sdo limitados os estudos que avaliam a associacdo com o comprometimento
sistémico, como diabetes, desnutricdo e anemia (AL-WATBAN, 2009; CARVALHO et
al, 2006; RABELO et al, 2006; DALL AGNOL et al, 2009; MEIRELES et al, 2008;
PINHEIRO et al, 2009; RAMALHO et al., 2010), ndo existindo consenso quanto ao
melhor protocolo de irradiacdo a ser estabelecido. Além disso, na literatura
consultada, ndo foram observados estudos que associassem a utilizacdo dessas
fontes de luz ao hipotireoidismo, outra condi¢do sistémica com influéncia no reparo
tecidual.

O protocolo de irradiacdo do presente estudo foi iniciado imediatamente apos
a confeccdo da ferida, conforme sugerido pela literatura (FERREIRA et al, 2008;
MARCHIONNI et al, 2010; PINHEIRO et al, 2009; RAMALHO et al.,, 2010; DE
SOUSA et al, 2010; DE SOUSA et al, 2011), no intuito de interferir ja nos estagios
iniciais do processo de reparagdo, desde a fase inflamatdria aguda (FERREIRA et
al, 2008). O periodo estabelecido para avaliacao foi de sete e 14 dias, assim como
observado em alguns estudos (BUSNARDO e BIONDO-SIMOES, 2010; CORAZZA
et al, 2007; CARVALHO et al, 2006; RAMALHO et al., 2010), pois as diferencas
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entre os grupos irradiados e néo irradiados, bem como grande parte dos eventos
gue acompanham as fases do processo de reparacdo cutdnea se concentra nestes
periodos, sendo possivel avaliar a ocorréncia de diferencas quanto a organizacéo do
tecido neoformado entre os grupos (BORGO, 2010). Entretanto, periodos
experimentais menores também tém sido utilizados (BUSNARDO e BIONDO-
SIMOES, 2010; MEDRADO et al, 2008; MEDRADO et al, 2010), sendo adequados
principalmente para a avaliacdo dos estagios iniciais como o0 processo inflamatério
(VIEGAS et al, 2007).

A escolha da dose ideal também consiste em um grande desafio. Tuner e
Hode (2004) consideram que a densidade de energia ideal varia de 1 a 4 J/cm2 por
ponto, e que doses mais elevadas podem exercer efeito inibidor sobre o processo de
cicatrizacdo. No entanto, em estudos que avaliem o reparo associado a alguma
disfuncao sistémica, doses mais elevadas tém sido utilizadas (PINHEIRO et al. 2009;
PINHEIRO et al, 2004; PINHEIRO et al, 2005; RAMALHO et al., 2010). Nos estudos
de Pinheiro et al. (2004) e Pinheiro et al. (2009), a utilizacdo da fototerapia Laser
(A635nm) ajustada a 20J/cm? e 40J/cm? na cicatrizagao tecidual em ratos nutridos e
desnutridos, demonstraram melhores resultados quando o Laser ajustado a dose de
20 J/lcm? foi utilizado, principalmente no grupo desnutrido. Do mesmo modo,
Meireles et al. (2008) observaram resultado similar quando o Laser (A660nm)
ajustado a 20J/cmz foi utilizado no reparo tecidual em ratos diabéticos.

Sabe-se que a difusdo e dispersao da luz dos Lasers e LEDs nédo ocorrem da
mesma maneira ao penetrar nos tecidos biologicos (ENWEMEKA, 2006). No
entanto, alguns estudos evidenciam que a luz coerente e ndo coerente, com
densidade de energia, intensidade e comprimento de onda idénticos, fornecem a
mesma resposta biolégica (WHELAN et al, 2002; WHELAN et al, 2001).

A coeréncia foi utilizada por alguns autores para justificar maior eficiéncia do
Laser em relagcdo ao LED (HAMBLIN e DEMIDOVA, 2006; HODE, 2005). Para Hode
(2005), a coeréncia ndo desaparece, mas se reduz ao longo da penetracdo do
tecido, exercendo ainda influéncia na area irradiada. Contudo, para outros autores,
guando se trata de tecido bioldgico, esta coeréncia € perdida nas primeiras camadas
dos tecidos (WOLLMANN e NICOLAU, 2009; VINCK et al, 2003) devido ao
fenbmeno de dispersédo da luz, antes que se produza a absor¢cdo dos fotons por
cromoéforos como a melanina, hemoglobina, porfirinas e citocromo oxidase (VINCK et
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al, 2003). Dessa forma, a coeréncia da luz ndo parece ser a propriedade mais
importante para o efeito fotobioestimulador no tecido como se imaginava (CORAZZA
et al, 2007).

No presente estudo, com a aproximagdo do comprimento de onda e
similaridade das doses de energia, ndo houve diferenga estatisticamente significante
para as variaveis avaliadas. Quando os grupos irradiados com Laser foram
comparados aos irradiados com LED observou-se similaridade de resultados em
relacao a fotobiomodulacao do reparo tecidual, apresentando efeitos satisfatérios no
estimulo da reepitelizacdo, proliferacdo de fibroblastos, deposicdo e distribuicdo
colagénica. Tais resultados corroboram com os estudos encontrados na literatura,
que tem demonstrado efeitos similares na fotobiomodulacdo tecidual quando
comparado o uso da fototerapia de luz coerente e ndo coerente (PINHEIRO et al,
2006; WHELAN et al, 2001; PINHEIRO et al, 2004). No estudo realizado por Dall
Agnol et al. (2009), ao comparar o uso das fototerapias Laser (A660 nm) e LED
(A640) no reparo tecidual em ratos diabéticos, também foi observado que ambas as
luzes produziram efeitos semelhantes na cicatrizagao de feridas.

Vale ainda ressaltar que a comparacédo entre os grupos hipotireoidianos e
eutireoidianos irradiados com a mesma fonte de luz néo revelou diferenca
estatisticamente significante entre os grupos avaliados, demonstrando que a
fototerapia foi capaz de melhorar o processo de cicatrizacdo de modo similar em
ambos 0s grupos, mesmo na presenca do hipotireoidismo.

Alguns autores acreditam que os efeitos biolégicos do Laser de baixa
poténcia dependem principalmente de sua monocromaticidade (VLADIMIROV;
OSIPOV; KLEBANOV, 2004; PINHEIRO, 2009) e da densidade de energia, assim
como da fase de crescimento celular em que as células receberam a irradiacao
(KARU, 2003). Diante dos resultados observados neste estudo, é possivel concordar
que a coeréncia e colimag¢do ndo sao fatores decisivos para induzir alteracdes nas
funcdes celulares, e sim a banda de absorcdo do espectro eletromagético conforme
observado por Corazza et al. (2007), visto que todos os grupos irradiados utilizaram
a luz no comprimento de onda vermelho.

As fontes de luz Laser e LED produzem banda espectral relativamente
estreita, contudo, o espectro de agdo eletromagnético da luz emitida pelo LED é
mais amplo (DALL AGNOLL et al, 2009; AL-WATBAN e ANDRES, 2003; WHELAN
et al, 2003; VINCK et al, 2003), e podem ainda ser configurados para produzir
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multiplos comprimentos de onda (WHELAN et al, 2002). Conforme supracitado, o
gue diferencia basicamente o LED do Laser é o fato de ndo ser uma luz colimada
nem coerente, apresentando divergéncia, que por um lado constitui uma
desvantagem, pois os fétons se repartem em uma superficie maior, por outro lado,
representa uma vantagem, ja que permite cobrir &reas maiores, sem ter que fazer
movimentos (MEYER et al, 2010; WHELAN et al, 2003; VINCK et al, 2003). Além
disso, o LED possibilita a interacdo com maior grupo de fotorreceptores especificos,
ja que a energia esta distribuida em banda espectral maior, 0 que permite ampla
janela biolégica de absorcao da luz pelos tecidos, permitindo a acéo terapéutica nos
respectivos fotorreceptores (CORAZZA, 2005).

A fase proliferativa do processo de reparo se inicia por volta do terceiro dia
apos a lesdo e persiste por duas a trés semanas resultando na neoangiogénese,
producdo de colageno pelos fibroblastos, reepitelizacdo e contracdo da ferida
(FERREIRA et al, 2008). Entretanto, apesar de neste estudo os grupos irradiados
terem demonstrado melhores resultados em relacéo a reepitelizacdo e deposicao de
fibras colagenas, observou-se que a angiogénese foi maior nos grupos nédo
irradiados, demonstrando diferencas estatisticamente significantes apenas em
relacdo aos grupos controles avaliados em 14 dias, que persistram em fase
vascular, o que difere do resultado observado no estudo de Melo et al. (2011), no
qual a angiogénese no tecido neoformado foi significativamente maior nos grupos
irradiados com Laser, tanto no periodo de 7 quanto de 14 dias, quando comparados
aos respectivos controles. Ao compararem o0s efeitos angiogénicos do Laser
(A660nm) e do LED (A635nm), ajustados as densidades de energia de 5 e 20J/cm2,
nos periodos experimentais de 3, 7 e 14 dias, Corazza et al. (2007) também
observaram que a angiogénese foi superior em todos os grupos irradiados, no
entanto a acdo angiogénica foi significativamente maior no 3° dia com destaque para
a fototerapia LED a 5J/cm?, apesar de né&o existir diferenca estatisticamente
significante quando os grupos irradiados foram comparados entre si.

As fototerapias promoveram repavimentagdo epitelial mais evidente nos
grupos irradiados avaliados em sete dias, tanto no grupo eutireoidiano quanto no
hipotireoidiano. Ja4 em 14 dias, observou-se comportamento homogéneo em todos
0S grupos para esta variavel. Neste periodo, as diferencas entre 0s grupos nao
foram significativos ja que todos os animais apresentaram reepitelizacdo completa

da ferida, demonstrando que o0s estdgios iniciais sdo mais importantes para
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determinar os efeitos do tratamento oferecido, porque hd um ponto no qual as
feridas de todos os grupos serédo fechadas, conforme observado por Whelan et al.
(2001).

A contracdo da cicatriz esta associada a forgcas celulares e elementos
contrateis de fibroblastos, os miofibroblastos, que aparecem na ferida j& no final da
primeira e comeco da segunda semana, constituindo o principal mecanismo de
oclusdo da ferida (FERREIRA et al, 2008). Recentes estudos encontrados na
literatura confirmam a atuagdo destes tipos celulares durante o processo de
contracao tecidual. Marchionni et al. (2010), Medrado et al. (2003), Medrado et al.
(2008), Medrado et al. (2010) e Ribeiro et al. (2009) observaram, através da analise
imuno-histoquimica para miofibloblastos, que houve grande proliferacdo destas
células, principalmente nos ratos submetidos a fototerapia Laser. Entretanto, ainda
sao restritos os estudos que avaliam imuno-histoquimicamente a expressao destas e
de outras proteinas importantes no processo de cicatrizacao de feridas associada ao
uso das fototerapias Laser ou LED.

No que se refere ao infiltrado inflamatério, observou-se no presente estudo,
que a inflamacado aguda foi maior nos grupos irradiados no periodo de 7 dias, ja o
percentual de infiltrado inflamatdrio crénico foi inferior. Este resultado demonstra os
efeitos fotobiomoduladores no processo inflamatoério, uma vez que tem sido sugerido
que inicialmente ocorre aumento das células inflamatérias no local de leséo, para
remover rapidamente o excesso de detritos celulares, e consequentemente reduzir o
namero das células inflamatérias, dinamizando a sua funcionalidade na producéo de
fatores de crescimento e acelerando os eventos bioldgicos da inflamacédo (WHELAN
et al, 2001). Nos grupos irradiados avaliados em 14 dias, observou-se
predominantemente a auséncia de infiltrado inflamatorio agudo e infiltrado
inflamatoério crénico mais discreto, caracterizando o estagio mais avancado deste
processo. Este resultado corrobora com a literatura, uma vez que no décimo quarto
dia do experimento a reacdo inflamatéria é composta predominantemente por
células mononucleares (BORGO, 2010). Entretanto, Melo et al. (2011) observaram
em seu estudo que o grupo irradiado apresentou padrédo linfoplasmocitario do
infiltrado inflamatério ja no periodo de 7 dias, enquanto que nos grupos avaliados
em 14 dias, observou-se que os grupos irradiados e néo irradiados apresentaram a
mesma caracterizagdo do processo inflamatério, porém sem diferenca

estatisticamente significante.
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Os grupos eutireoidianos irradiados com Laser ou LED e avaliados em 7 dias
apresentaram tendéncia a maior formacdo de tecido de granulacdo, indicando
influéncia positiva destas fototerapias sobre a fase proliferativa do reparo,
diferentemente do grupo hipotireoidiano, no qual o grupo controle apresentou maior
quantidade de tecido de granulag&do. Ja no periodo de 14 dias observou-se que 0s
grupos eutireoidianos irradiados apresentaram significativamente menor quantidade
de tecido de granulacdo, demonstrando que o tecido neoformado ja se encontrava
na fase de remodelacao tecidual, como maios proliferacéo fibroblastica. O mesmo se
observou nos grupos hipotireoidianos irradiados.

Neste estudo foi possivel observar que a maturacdo e deposicdo colagénica
foram inferiores no grupo hipotireoidiano controle, quando comparado ao grupo
eutireoidiano controle, bem como nos grupos néo irradiados quando comparados
aos grupos irradiados com as luzes Laser ou LED. Contudo, esta tendéncia nao foi
suficiente para denotar significAncia estatistica. Porém, quanto a distribuicdo das
fibras colagenas nos tecidos, verificou-se um padréao de distribuicdo mais organizado
nos grupos irradiados e nos grupos eutireoidianos, com diferenca estatisticamente
significante, quando comparado aos grupos nao irradiados e hipotireoidianos,
respectivamente, melhorando a qualidade e integridade do tecido neoformado.

As irradiagcbes com Laser ou LED, apesar de promoverem maior grau de
maturacdo, deposicao e distribuicdo de fibras coldgenas no periodo de sete dias,
nao apresentaram diferencas estatisticamente significantes quando comparados ao
grupo controle. No entanto, 0s grupos eutireoidianos irradiados demonstraram maior
grau de maturacdo e deposi¢cdo colagénica, sendo que no grupo hipotireoidiano,
apenas o grupo irradiado com a luz LED demonstrou resultados similares para estas
variaveis. Quanto ao padréo de organizacédo das fibras colagenas, ambas as fontes
de luz demonstraram efeitos positivos em sua distribuicdo, tanto no grupo
eutireoidiano quanto no hipotireoidiano, havendo diferenca estatisticamente
significante apenas quando o0s grupos eutireoidianos, irradiados ou n&o, foram
comparados com o grupo hipotireoidiano controle, o que demonstra que as
fototerapias Laser e LED foram capazes de promover organizacao colagénica no
grupo hipotireoidiano de forma similar ao observado no grupo eutireoidiano, o que é
de suma importancia, uma vez que o hipotireoidismo € uma condi¢ao sistémica que
afeta o reparo tecidual principalmente a organizacdo e deposicdo das fibras

colagenas.
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J& no periodo de 14 dias, observou-se que todos os grupos, irradiados ou
ndo, apresentaram idénticas quantidades e distribuicdo das fibras colagenas,
independentemente da condicdo sistémica associada. Entretanto, 0s grupos
irradiados apresentaram maior grau de maturacao colagénica que os néo irradiados,
e 0S grupos eutireoidianos demonstraram melhores resultados que 0S grupos
hipotireoidianos, exceto quando a fototerapia LED foi utilizada, pois esta luz
promoveu maturacdo idéntica em ambos o0s grupos. Neste mesmo periodo
observou-se desaceleracdo na producdo de colageno nos grupos irradiados, em
comparacdo aos néo irradiados. Conforme relatado na literatura, isto se deve ao
estagio de maturacao do reparo, caracterizado pela reducéo da proliferacéo celular,
com reducado gradual no numero e tamanho de fibroblastos (CARVALHO et a., 2006;
BUSNARDO e BIONDO-SIMOES, 2010).

Uma variedade de estudos encontrados na literatura, também tem
demonstrado o efeito da luz na deposicdo e organizacdo das fibras colagenas
durante o processo de reparo, acelerando a cicatrizacdo. Pinheiro et al. (2005),
compararam o efeito da luz polarizada (\M00-2000nm, ~2 cm, 40mW, 20J/cm? ou
40J/cm?) com o Laser vermelho (A685 nm, ~2 mm, 40mW, 20J/cm? ou 40J/cm?) na
cicatrizacdo de feridas em ratos e observaram que a dose de 20J/cm?, em ambas as
fontes de luz, levou a maior deposicéo colagénica, com conseqiente aceleracado no
processo de reparo, conforme observado no presente estudo. Medrado et al. (2008),
Pugliese et al. (2003) e Reis et al. (2008) avaliaram o efeito da fototerapia Laser
(A670nm) na producé@o de fibras coldgenas durante processo de cicatrizagdo de
feridas e observaram maior expressédo das fibras coldgenas nos grupos submetidos
a irradiacdo com Laser, quando comparados aos néo irradiados. Entretanto, estudos
com LED ainda estéo escassos.

Como as fibras colagenas séo importantes no processo de remodelacédo da
ferida, e a literatura ndo tem demonstrado, especificamente, qual o tipo de colageno
que sofre interferéncia da deficiéncia de hormonios tireoidianos, bem como da agéo
das luzes Laser e LED, o presente estudo optou por avaliar a imunoexpressao
dessas proteinas durante o processo de reparo, através da utilizacdo de
imunomarcadores para o colageno tipo | e tipo lll, uma vez que estes sdo 0s
principais componentes da matriz extracelular e os responsaveis pela fase de

remodelacéo, essencial para garantir a resisténcia tecidual.
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A qualidade e a quantidade total de fibras colagenas na matriz, bem como sua
espessura e distribuicdo no processo de remodelacdo e maturacdo tecidual, sdo
responsaveis por oferecer maior resisténcia a tenséo cicatricial (NATORI et al, 1999;
ROCHA, 2004; ZIMMERMANN et al, 2009). Nos estégios iniciais da cicatrizacdo do
tecido, as fibras colagenas sé@o delicadas e estdo arranjadas frouxamente, sendo
representadas predominantemente pelo colageno Ill. Por outro lado, em fases
posteriores do processo de reparacao, as fibras exibem padrdo organizacional mais
compacto, com feixes mais densos, sendo representados principalmente pelo
coldgeno do tipo | (MEDRADO et al, 2008; PEREIRA et al, 2010). A maior
porcentagem do colageno | em relacdo ao colageno lll indica o estado de maturacao
do colageno (BUSNARDO e BIONDO-SIMOES, 2010).

Quanto a caracterizacdo do tipo de coldgeno apresentado pelo tecido
neoformado, Melo et al. (2011) observaram que nos grupos irradiados com Laser, e
avaliados no periodo de 7 e 14 dias, houve, respectivamente, tendéncia ao
predominio do colageno tipo Ill, ou mistura de colageno tipo Il e I, em iguais
proporcdes, enquanto que no grupo controle predominou o colageno do tipo I. Ja
Busnardo e Biondo Simdes (2010), observaram que houve maior deposi¢cdo de
colageno Il no grupo irradiado com Laser no 3° dia pds-operatorio e que a
deposicdo do colageno | tendeu a ser maior no grupo irradiado, porém nao foi
verificado diferenca estatistica entre os grupos nos trés periodos avaliados (3, 7 e 14
dias).

No presente estudo, quando os grupos irradiados foram comparados aos nao
irradiados, observou-se maior predominancia de colageno |, tanto no periodo
experimental de sete quanto de 14 dias, principalmente quando a luz LED foi
utilizada, porém houve diferenca estatisticamente significante apenas quando o
grupo HD foi comparado ao HC. Em relac&o ao colageno lll, sua deposicéo foi maior
nos grupos irradiados com LED, em ambos os periodos, com excecdo do grupo
hipotireoidiano irradiado com Laser e avaliado em 14 dias. Entretanto, a diferencga
estatisticamente significante foi observada apenas no 7° dia, quando o grupo
eutireoidiano irradiado com LED foi comparado aos grupos eutireoidianos controle e
irradiado com Laser.

Quando o grupo eutireoidiano foi comparado ao hipotireoidiano, observou-se
gue em ambos os periodos experimentais, 0 grupo eutireoidiano apresentou maior

deposicao tanto de colageno | quanto de colageno lll. Entretanto, houve diferenca
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estatisticamente significante, apenas entre os grupos controles nao irradiados,
avaliados em sete dias, demonstrando que as luzes foram capazes de promover
deposicado colagénica nos ratos induzidos ao hipotireoidismo de modo similar aos
ratos sem disfuncéo sistémica associada.

J& na comparacdo entre os periodos experimentais de sete e 14 dias,
observou-se que tanto nos grupos eutireoidianos, quanto nNoOS grupos
hipotireoidianos avaliados em 14 dias, a deposicdo de colageno | foi maior que a
observado em sete dias. A maior porcentagem do colageno | é de suma importancia
para o tecido, uma vez que indica que o estado de maturacao do coldgeno esta mais
avancado, conforme observado por Busnardo e Biondo Simfes (2010). Ja em
relacdo ao colageno tipo I, apenas os grupos irradiados com LED avaliados em 14
dias demonstraram menor predominancia na deposicdo deste colageno, quando
comparado aos avaliados em 7 dias, cuja deposicao foi maior nos periodos iniciais
do reparo conforme observado na literatura (MEDRADO et al, 2008; PEREIRA et al,
2010). Entretanto, a explicacdo exata para estes resultados ndo é completamente
compreendido, de modo que as investigacdes ainda sdo necessarias para elucidar
0S mecanismos subjacentes aos efeitos observados neste estudo.

A literatura consultada demonstrou diversos estudos com resultados
biomoduladores positivos com a utilizacdo das fototerapias Laser e LED na
reparacao tecidual. No entanto, ainda ha controvérsias nos resultados observados
(PUGLIESE et al, 2003; DAMANTE et al, 2004; ROCHA JUNIOR et al, 2006). Tais
discrepancias podem estar associadas a ampla variedade de modelos experimentais
disponiveis, método de avaliagdo dos resultados, variabilidade dos parametros
utilizados nos protocolos de irradiacdo, como as diferencas do comprimento de
onda, densidade de enerdia, poténcias e irradiancias, tempo e frequéncia de
irradiacdo, numero de sessdes, além das condi¢gBes de tratamento, o que dificulta a
comparacao entre os estudos (VINCK et al, 2003; BORGO, 2010).

Também é importante considerar o constante surgimento de diferentes
equipamentos e dos novos protocolos de irradiacdo, que precisam ser avaliados
(BORGO, 2010; PUGLIESE et al, 2003). Como a maioria dos estudos encontrados
na literatura é realizada em modelos experimentais saudaveis, sendo limitado,
aqueles que associam estas fototerapias ao comprometimento sistémico, ainda néao
ha definicbes do melhor protocolo de irradiacdo a ser instituido, ndo havendo um

consenso quanto a melhor dosagem, poténcia e tempos de aplicacéo.
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Apesar dos contrastes observados na literatura, a luz LED ja é considerada
como alternativa a fototerapia Laser para promover a cicatrizacdo de feridas (AL-
WATBAN; ANDRES, 2003; WHELAN et al, 2001; WHELAN et al, 2003; VINCK et al,
2003), no entanto, esta terapia ainda é pouco abordada principalmente na é&rea
clinica e mais investigacdes sdo necessarias para explicar os mecanismos da
biomodulacdo e fornecer orientacdes suficientes para a utilizacdo de parametros
mais eficazes para o tratamento com LED em ambientes clinicos. Além disso, o
crescente interesse em estudar os efeitos do LED também pode estar associado ao
baixo custo desse equipamento em relagéo ao Laser (AL-WATBAN; ANDRES, 2003;
WHELAN et al, 2003; DALL AGNOLL et al, 2009), tornando-o acessivel a um maior
namero de pessoas, o0 que é de fundamental importancia.

Devido ao menor custo dos diodos emissores de luz, é possivel incorporar
maior quantidade de diodos, o que promove uma area de saida do feixe grande o
suficiente para atingir areas maiores, sendo esta uma caracteristica importante no
tratamento de pacientes com lesdes e feridas mais extensas. Com isso, o tempo de
tratamento dos pacientes acometidos por feridas de grandes dimensdes e quadros
algicos difusos se torna mais dindmico (WHELAN et al, 2001).

Diante dos beneficios oferecidos pelas fototerapias, e da necessidade de
reparacao tecidual em pacientes acometidos por lesées crbnicas, o investimento em
pesquisa acerca dos recursos terapéuticos disponiveis para acelerar o processo de
cicatrizacdo, torna-se cada vez mais necessario, no intuito de permitir que o0s
pacientes acometidos por alguma disfuncéo sistémica que interfira no processo de

reparo, possam retornar, o mais rapido possivel, as suas atividades laborais.
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7 CONCLUSAO

O hipotireoidismo foi capaz de retardar o processo de cicatrizacdo, e as
fototerapias Laser (GaAlAs, A660nm, 40mW, CW, 0,04cm?) e LED (InGaAlP,
A630£20nm, 150mW, CW, 0,5cm?) ajustadas a 24J/cm? por sessao, foram capazes
de melhorar o processo de reparo tecidual nos parametros especificados dentro do
periodo de 14 dias, principalmente em relacdo as variaveis reepitelizacéo,
proliferacéo fibroblastica, distribuicdo colagénica e imunoexpressao dos colagenos
tipo | e Illl, quando comparados aos grupos né&o irradiados, tanto no grupo
eutireoidiano quanto no grupo hipotireoidiano.
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ANEXO B

Tabela 2: Resultados da analise histolégica dos grupos Eutireoidianos Controle, Laser
(A660nm) e LED (A630+20nm) avaliados no periodo experimental de 7 dias (UFBA, 2012).

PERCENTUAL DA AMOSTRA (%)

Eutireoidi Eutireoidiano Eutireoidiano
CRITERIO CLASSIFICACAO “ggi?:o'lzno Laser (@& LED
(2630+£20nm)
Ausente 0 0 0
Recobrimento menor
gque a metade da 0 33,3 0
ferida
Recobrimento maior
gque a metade da 0 0 33,3
Reepitelizacéo ferida
Recobrimento
completo da ferida 83.3 0
com espessura 16,7
irregular
Recobrimento
completo da ferida 167 66.7
com espessura 50
regular
Ausente 0 0 0
Inflamacé&o Discreta 100 83,3 66,7
Aguda Moderada 0 16,7 33,3
Intensa 0 0 0
Ausente 0 0 0
Inflamacéao Discreta 0 66,7 16,7
Crbnica Moderada 83,3 33,3 83,3
Intensa 16,7 0 0
Ausente 0 0 0
Tecido de Discreto 0 0 16,7
granulagéo Moderado 100 50 66,6
Intenso 0 50 16,7
Ausente 0 0 0
Angiogénese Discreta 0 0 0
Moderada 0 16,7 50
Intensa 100 83,3 50
Discreto 0 0 0
Fibroblastos Moderado 50 16,7 0
Intenso 50 83,3 100
Maturacéo de Discreta 16,7 0 16,7
fibras colagenas Moderada 83,3 50 66,6
Intensa 0 50 16,7
. Discreta 0 0 0
ﬂ%:‘;”gg%‘;‘zgjs Moderada 100 50 833
Intensa 0 50 16,7
Distribuicado de Irregular 16,7 0 0
fibras colagenas Regular 83,3 100 100
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Tabela 3: Resultados da andlise histolégica dos grupos Hipotireoidianos Controle, Laser

(A660nm) e LED (A630+20nm) avaliados no periodo experimental de 7 dias (UFBA, 2012).

PERCENTUAL DA AMOSTRA (%)

Hipotireoidiano

Hipotireoidiano

Hipotireoidiano

CRITERIO CLASSIFICACAO Controle Laser ( of¢ LED
( 830+20nm)
Ausente 0 0 0
Recobrimento
menor que a 0 0 16,7
metade da ferida
Recobrimento maior
gue a metade da 100 40 16,7
Reepitelizagéo ferida
Recobrimento
completo da ferida 0 0 333
com espessura
irregular
Recobrimento
completo da ferida 0 60 333
com espessura
regular
Ausente 0 0 0
Inflamacé&o Discreta 80 100 50
Aguda Moderada 20 0 50
Intensa 0 0 0
Ausente 0 0 0
Inflamacéo Discreta 0 0 16,7
Crbnica Moderada 40 60 50
Intensa 60 40 33,3
Ausente 0 0 0
Tecido de Discreto 0 40 0
granulacéo Moderado 40 60 83,3
Intenso 60 0 16,7
Ausente 0 0 0
Angiogénese Discreta 0 0 0
Moderada 20 40 50
Intensa 80 60 50
Discreto 0 0 0
Fibroblastos Moderado 100 80 83,3
Intenso 0 20 16,7
Maturaco de Discreta 20 40 0
fibras colagenas Moderada 80 60 66,7
Intensa 0 0 33,3
. Discreta 0 40 0
ﬂ(g;’;s”gg%%zgzs Moderada 100 60 66,7
Intensa 0 0 33,3
Distribuicéo de Irregular 100 40 50
fibras coladgenas Regular 0 60 50
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Tabela 4: Resultados da analise histolégica dos grupos Eutireoidianos Controle, Laser

(A660nm) e LED (A630+20nm) avaliados no periodo experimental de 14 dias (UFBA, 2012).

PERCENTUAL DA AMOSTRA (%)

Eutireoidiano

Eutireoidiano

Eutireoidiano

CRITERIO CLASSIFICACAO Controle Laser (@& LED
( 830+20nm)
Ausente 0 0 0
Recobrimento
menor que a 0 0 0
metade da ferida
Recobrimento maior
gue a metade da 0 0 0
Reepitelizagéo ferida
Recobrimento
completo da ferida 0 0 0
com espessura
irregular
Recobrimento
completo da ferida 100 100 100
com espessura
regular
Ausente 100 83,3 100
Inflamacéo Discreta 0 16,7 0
Aguda Moderada 0 0 0
Intensa 0 0 0
Ausente 16,7 50 60
Inflamacéo Discreta 83,3 33,3 40
Crbnica Moderada 0 16,7 0
Intensa 0 0 0
Ausente 16,7 66,6 80
Tecido de Discreto 83,3 16,7 20
granulacao Moderado 0 16,7 0
Intenso 0 0 0
Ausente 16,7 0 0
Angiogénese Discreta 16,7 66,7 100
Moderada 50 33,3 0
Intensa 16,7 0 0
Discreto 0 0 0
Fibroblastos Moderado 66,7 83,3 0
Intenso 33,3 16,7 100
Maturaco de Discreta 0 0 0
fibras co(I;égenas Moderada 66,7 0 0
Intensa 33,3 100 100
. Discreta 0 0 0
ffﬁi’;s”i'g%%‘iﬁis Moderada 0 0 0
Intensa 100 100 100
Distribuicéo de Irregular 0 0 0
fibras coldgenas Regular 100 100 100
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Tabela 5: Resultados da andlise histolégica dos grupos Hipotireoidianos Controle, Laser

(A660nm) e LED (A630+20nm) avaliados no periodo experimental de 14 dias (UFBA, 2012).

PERCENTUAL DA AMOSTRA (%)

Hipotireoidiano

Hipotireoidiano

Hipotireoidiano

CRITERIO CLASSIFICACAO Controle Laser LED
(2660n1 ( 80+20nm)
Ausente 0 0 0
Recobrimento
menor que a 0 0 0
metade da ferida
Recobrimento maior
gue a metade da 0 0 0
Reepitelizagéo ferida
Recobrimento
completo da ferida 0 0 0
com espessura
irregular
Recobrimento
completo da ferida 100 100 100
com espessura
regular
Ausente 80 83,3 100
Inflamacéo Discreta 0 16,7 0
Aguda Moderada 20 0 0
Intensa 0 0 0
Ausente 0 33,3 0
Inflamacéao Discreta 80 66,7 75
Crbnica Moderada 20 0 25
Intensa 0 0 0
Ausente 0 33,3 25
Tecido de Discreto 40 66,7 50
granulagédo Moderado 60 0 0
Intenso 0 0 25
Ausente 0 0 0
Angiogénese Discreta 0 66,7 50
Moderada 100 33,3 50
Intensa 0 0 0
Discreto 0 33,3 25
Fibroblastos Moderado 100 50 50
Intenso 0 16,7 25
Maturacso de Discreta 0 0 0
fibras co(I;égenas Moderada 40 33,3 0
Intensa 60 66,7 100
. Discreta 0 0 0
ffﬁi’;s”i'g%%‘iﬁis Moderada 0 0 0
Intensa 100 100 100
Distribuic&o de Irregular 0 0 0
fibras coldgenas Regular 100 100 100
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Tabela 6: Resultados da andlise imuno-histoquimica dos grupos Eutireoidianos Controle,

Laser (A660nm) e LED (A630+ 20nm) avaliados no periodo experimental de 7 dias (UFBA,

2012).
PERCENTUAL DA AMOSTRA (%)
N Eutireoidiano Eutireoidiano Eutireoidiano
ANTICORPO CLASSIFICACAO Controle Laser (@& LED
( 830+£20nm)
Ausente (-) 0 0 0
Anti Discreta (+) 100 60 60
Colageno | Moderada (++) 0 40 40
Intensa (+++) 0 0 0
Ausente (-) 0 0 0
Anti Discreta (+) 33,3 100 0
Coléageno 1l Moderada (++) 66,7 0 33.3
Intensa (+++) 0 0 66,7

Tabela 7: Resultados da analise imuno-histoquimica dos grupos Hipotireoidianos Controle,

Laser (A660nm) e LED (A630+ 20nm) avaliados no periodo experimental de 7 dias (UFBA,

2012).
PERCENTUAL DA AMOSTRA (%)
N Hipotireoidiano Hipotireoidiano | Hipotireoidiano
ANTICORPO CLASSIFICACAO Controle Laser (6 6 0 n LED
( 830+£20nm)

Ausente (-) 80 40 0
Anti Discreta (+) 20 60 80
Colageno | Moderada (++) 0 0 20
Intensa (+++) 0 0 0
Ausente (-) 0 0 0
Anti Discreta (+) 50 16,7 0
Colageno llI Moderada (++) 33,3 83,3 50
Intensa (+++) 16,7 0 50
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Tabela 8: Resultados da analise imuno-histoquimica dos grupos Eutireoidianos Controle,

Laser (A660nm) e LED (A630+£20nm) avaliados no periodo experimental de 14 dias (UFBA,

2012).
PERCENTUAL DA AMOSTRA (%)
N Eutireoidiano Eutireoidiano Eutireoidiano
ANTICORPO CLASSIFICACAO Controle Laser (@& LED
( 630+20nm)
Ausente (-) 0 0 0
Anti Colageno | Discreta (+) 33,3 16,7 16,7
Moderada (++) 66,7 50 33,3
Intensa (+++) 0 33,3 50
Ausente (-) 0 0 0
. . Discreta (+) 16,7 0 0
Anti Colageno Il |y rada (+4) 50 66,7 50
Intensa (+++) 33,3 33,3 50

Tabela 9: Resultados da analise imuno-histoquimica dos grupos Hipotireoidianos Controle,

Laser (A660nm) e LED (A630£20nm) avaliados no periodo experimental de 14 dias (UFBA,

2012).
PERCENTUAL DA AMOSTRA (%)
N Hipatireoidiano Hipotireoidiano | Hipotireoidiano
ANTICORPO CLASSIFICACAO Controle Laser (@& LED
( 830+20nm)
Ausente (-) 0 0 0
Anti Discreta (+) 66,7 50 33,3
Colageno | Moderada (++) 33,3 50 66,7
Intensa (+++) 0 0 0
Ausente (-) 0 0 0
Anti Discreta (+) 0 16,7 0
Coléageno 1l Moderada (++) 83,3 50 100
Intensa (+++) 16,7 33,3 0




