PATRICIA KELER FREITAS MACHADO VASCONCELLOS

DINAMICA DE FORMACAO DA MATRIZ EXTRACELULAR EM
QUEIMADURAS DE SEGUNDO GRAU PADRONIZADAS NO DORSO
DE RATOS (RATTUS NORVEGICCUS, LINHAGEM WISTAR)
TRATADAS COM LASERTERAPIA (AlGalnP 2=660nm) ASSOCIADA
OU NAO A MEMBRANA DE BIOCELULOSE BACTERIANA.

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Odontologia e Saude, Curso de
Odontologia, Universidade Federal da Bahia, como
requisito parcial para obtenc¢do do grau de Mestre em
Odontologia.

Orientadora: Prof. Dra. Clarissa A. Gurgel Rocha

Salvador

2014



Ficha catalogréfica elaborada pela Biblioteca Universitaria de
Saude, SIBI - UFBA.

V331 Vasconcellos, Patricia Keler Freitas Machado

Dindmica de formacdo da matriz extracelular em
queimaduras de segundo grau padronizadas no dorso de ratos
(Rattus Norvegiccus, linhagem Wistar) tratadas com laserterapia
(AlGalnP A=660nm) associada ou nao a membrana de
biocelulose bacteriana / Patricia Keler Freitas Machado
Vasconcellos. — Salvador, 2014.

62 f.

Orientadora: Prof? Dr? Clarissa Araujo Gurgel Rocha.

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Federal da Bahia.
Faculdade de Odontologia, 2014.

1. Queimadura. 2. Laser. 3. Laserterapia. I. Gurgel, Clarissa
Araujo Rocha. Il. Universidade Federal da Bahia. Il1. Titulo.

CDU 616-001




UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
ODNTOLOGIA E SAUDE

TERMO DE APROVACAO

C.D. PATRICIA KELER FREITAS MACHADO VASCONCELLOS

DINAMICA DE FORMACAO DA MATRIZ EXTRACELULAR EM
QUEIMADURAS DE SEGUNDO GRAU PADRONIZADAS NO DORSO
DE RATOS (RATTUS NORVEGICCUS, LINHAGEM WISTAR)
TRATADAS COM LASERTERAPIA (AlGalnP 2=660nm) ASSOCIADA
OU NAO A MEMBRANA DE BIOCELULOSE BACTERIANA.

BANCA EXAMINADORA:

D

Profa. Dra. iSsa Araﬁjo Gurgel Rocha(Orientadora)
Professora da'Universidade Federal da Bahia — Faculdade de Odontologia

4 /)
F ol A
Profa. Dra. Aparegigis(Ma/ia Cdrdeiro Marques (Examinador Interno)
Professora da Universidade' Federal da Bahia — Faculdade de Odontologia

Prof. Dr. Eduardo Antdnio Gong¢alves Ramos (Examinador Externo)
Professor da Fundac¢do Oswaldo Cruz




A

Alan, por seu amor, paciéncia e compreensdo que me possibilitaram caminhar sem
preocupagOes durante minha jornada.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por seu inestimavel amor e perddo por minhas falhas.

Aos meus pais, pela vida. Ao meu pai, pela educagio, amor e constante presenca em tudo. A
minha familia, por compreender que as auséncias sdo consequéncia do caminho escolhido.

A minha orientadora Dra. Clarissa Gurgel, por acreditar e me fazer acreditar no meu
potencial, pelo estimulo, pela confianca em mim depositada, pelos ensinamentos e pelo
exemplo de retiddo. O seu amor pela pesquisa e sua vontade de fazer o certo da melhor forma
possivel sdo contagiantes!

A Professora Dra. Aguida Henriques, pela colaboracdo com seus conhecimentos e também
pelo compromisso e inestimavel simpatia.

Ao Programa de P6s-Graduacdo em Odontologia e Salde, na pessoa da Coordenadora
professora Dra. Luciana Maria Pedreira Ramalho e do Vice Coordenador professor Dr.
Jean Nunes dos Santos.

A amiga doutoranda Adna Barros, por sua amizade, estimulo e confianga.

As amigas Rosane Borges e Ludimila Valverde, pelo carinho e boa vontade em me ajudar
sempre!

Aos amigos da turma de Mestrado, pelos bons momentos vividos e pela contribuicdo que
cada um teve, em algum momento, para 0 meu crescimento.

A doutoranda Caroline Brandi, por tirar minhas duvidas sempre que precisei.

Aos Bolsistas do nosso grupo de pesquisa, pela ajuda e companhia no Laboratoério de
Pesquisa e Biologia Molecular.

A Fiocruz-CPgGM, pela possibilidade de execucéo da etapa experimental no Laboratorio de
Patologia e Biologia Molecular.

A Cleyton da Secretaria e Marcio da Histotecnologia da Fiocruz-CPqGM, por se mostrarem
sempre solicitos quando precisei.

A Fapesb, pelo apoio financeiro que permitiu a realizacio deste trabalho.



Descobrir consiste em olhar para o que todo mundo esta vendo
e pensar em uma coisa diferente.

Roger VVon Oech



RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a dindmica de formagdo da matriz
extracelular no processo de reparo de queimaduras de segundo grau padronizadas, em dorso
de ratos (Rattus norvegiccus, linhagem Wistar), tratadas com a laserterapia com laser de
fosfeto de indio-galio-aluminio (AlGalnP) associada ou ndo & membrana de celulose
(NEXFILL®). Quarenta e oito animais foram alocados em quatro grupos, como segue: Grupo
Controle (sem tratamento), Grupo | (tratamento com Laser AlGalnP, A=660nm), Grupo Il
(tratamento com biomembrana de celulose NEXFILL®) e Grupo 11l (tratamento com laser
AlGalnP, A=660nm associado & biomembrana de celulose NEXFILL®). As irradiacdes foram
realizadas imediatamente apds a confeccdo da queimadura e a cada 48 horas, até um dia antes
da morte dos animais, que se deu as 24 horas, 3 dias, 7 dias e 14 dias. As lesdes foram
excisadas e analisadas em microscopia de luz. A formacdo de matriz extracelular foi avaliada
através do método imuno-histoquimico polimérico (Advance™, Dako Corporation),
utilizando anticorpos direcionados contra as proteinas colageno tipo Ill, colageno tipo I,
fibronectina e laminina. Os grupos foram comparados utilizando o teste de proporcdes de
Fisher (p<0.05). Observou-se maior quantidade de colageno tipo 11l nos grupos controle, Il e
I11, quando comparados ao grupo | (p<0.05). Em relacéo ao colageno tipo I, os grupos I e 111
apresentaram uma maior deposicdo dessa proteina em relacdo ao grupo Il (p<0.05). Porém
ndo houve diferenca na deposicdo do colageno | entre os grupos | e Il e o grupo controle.
Além disso, um maior preenchimento por fibronectina foi descrito para o grupo Ill quando
comparado ao grupo Il (p<0.05). Quanto ao padrdo de marcagdo da laminina na lamina basal,
0 grupo | se mostrou com um padrdo de descontinuidade e esse resultado foi significante
quando esse grupo foi comparado com os grupos controle, Il e 11 (p<0.05). Neste estudo, ndo
foi observada uma acgdo do laser isoladamente (Grupo I) na dindmica de deposicdo dos
coladgenos Il e I, bem como no padrdo das fibras colagenas (fibrilar e/ou reticular) e
aceleracdo do reparo das lesbes de queimaduras de segundo grau induzidas no dorso dos ratos.
A continuidade da marcacdo de laminina na membrana basal subepitelial nos grupos Il e 1lI
sugere que a membrana de celulose isoladamente ou em associagdo com o laser favoreceu a
reepitelizacdo de queimaduras de segundo grau.

PALAVRAS-CHAVE: Queimaduras de segundo grau. Laser. Biomembrana de celulose.
Reparo tecidual.



ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the dynamics of deposition of extracellular matrix
proteins in the healing process of second-degree burn patterned in the dorsum of rats (Rattus
norvegiccus, Wistar). The wounds were treated with lasertherapy using laser indium
phosphide-gallium-aluminum (AlGalnP) associated or not with biological cellulose
membrane (NEXFILL™). Forty-eight animals were further divided into four groups as
follows: Control group (without treatment), Group | (treatment with AlGalnP laser,
A=660nm), Group |l (treatment with biological cellulose membrane NEXFILL™) and Group
Il (treatment with AlGalnP laser, A=660nm associated with biological cellulose membrane
NEXFILL™). Irradiations were performed immediately after the induction of the burn and
every 48 hours, up to a day before the death of the animals, which occurred at 24 hours, 3
days, 7 days and 14 days. The lesions were excised and analyzed by light microscopy.
Extracellular matrix deposition was assessed by immunohistochemistry using a polymer
system (Advance™, Dako Corporation) and antibodies directed against the following
proteins: collagen type 111 and type I, fibronectin and laminin. Differences among the groups
were assessed using the Fisher Test (p<0.05). We observed a higher amount of collagen type
I11 in the groups Control, 11 and 111, when they were compared to Group | (p<0.05). Groups |
and Il showed higher deposition of collagen | when they were compared to group Il
(p<0,05), but the amount of collagen | was similar in groups I, Il and Control. Group Il
exhibited a higher filling of fibronectin in comparison to Group 1l (p<0.05). With respect to
laminin, Group | exhibited a predominant pattern of discontinuity in basal lamina comparing
with control, Il and 11 groups (p<0,05). In conclusion, in this study, the laser used alone
(Group 1) has not influenced the deposition of collagens 11l and I as well as on the pattern of
fibers (fibrillar and/or reticular). In addition, the laser did not accelerated the repair of second-
degree burn-induced lesions. Continuous labeling of laminin in groups Il and 111 suggests that
the biological cellulose membrane promoted a better reepithelialization of these wounds.

KEY-WORDS: Second-degree burns. Laser. Biological cellulose membrane. Tissue repair.
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1 INTRODUCAO

As queimaduras representam uma das formas mais comuns de trauma entre os seres
humanos (Nunez et al., 2012) e, a despeito do decréscimo da mortalidade em decorréncia de
queimaduras ao redor do mundo, as suas sequelas ndo fatais frequentemente causam
deficiéncia permanente (Peck, 2011). Nessas lesdes, as consequéncias clinicas e o processo de
reparo dependem da extensédo e profundidade do dano. Em muitos casos, as queimaduras
podem ser tratadas de forma imediata com enxertos autégenos de pele, o que produz rapido,
permanente e satisfatorio fechamento da ferida. Entretanto, em muitas situacdes este tipo de
tratamento é impossivel ou improvavel de ter sucesso, como no caso de feridas infectadas ou
muito extensas (Saflle, 2009; Ferreira et al., 2011).

Assim, 0s curativos temporarios tornam-se necessarios para manter a viabilidade da
ferida, reduzir infeccéo, limitar a dor e o estresse metabdlico, além de favorecer o suprimento
sanguineo e protegdo contra traumas (Latarjet, 1995; Saflle, 2009; Guirro et al., 2010a). Dessa
forma, pesquisas no campo dos curativos de feridas tém resultado na producao de uma grande
variedade de curativos sintéticos e bioldgicos (Balasubramani; Kumar; Babu, 2001). Dentre as
opcbes disponiveis, encontra-se a biomembrana celulose bacteriana, um polimero
biossintetizado que, devido a sua nanomorfologia, fornece um ambiente 6timo para a
regeneracdo epidérmica, funcionando como barreira contra infeccdo e perda de fluidos ao
mesmo tempo em que permite introducdo de substancias terapéuticas nas feridas (Czaja et al.,
2006, Pecoraro et al., 2008; Petersen; Gatenholm, 2011).

A influéncia do laser na cicatrizacdo de feridas também tem sido motivo de diversos
estudos experimentais, muitos destes ratificando uma acdo bioestimuladora e cicatrizante
(Stein et al., 2005; Rocha Junior et al., 2006; Demidova-Rice et al., 2007; Bensadoun; Nair,
2012; Martu et al., 2012). Os efeitos deste tipo de terapia resultam na ocorréncia de eventos
celulares e vasculares, os quais parecem interferir diretamente no processo de reparo tecidual
(Lins et al., 2010). Em virtude disso, tem sido frequente a realizacdo de pesquisas sobre 0s
efeitos fotobiomoduladores do laser sobre queimaduras (Bayat et al., 2005; Al-Wathan;
Delgado, 2005; Meirelles et al., 2008; Nunes et al., 2012) e, mais recentemente, tem surgido
trabalhos buscando associar o laser aos curativos oclusivos (Guirro et al., 2010 (b); Dantas et
al., 2011). Entretanto, ainda ndo ha relatos da associacdo da membrana de biocelulose

bacteriana ao laser no processo de reparo de queimaduras de segundo grau.
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Diante do exposto, e em virtude das caracteristicas positivas da biomembrana de
celulose bacteriana e do laser, entende-se que € interessante a realizagdo de estudos que
possibilitem a avaliacdo dos possiveis efeitos benéficos da associacdo destas duas terapias no
tratamento das lesdes de queimaduras, tornando a sua cicatrizacdo mais rapida e eficiente,
menos dolorosa e com melhores resultados funcionais e cosmeticos. Para isso, este trabalho se
propde a estudar a formag&o de matriz extracelular no processo de reparo de queimaduras de

segundo grau, nas quais foram aplicadas as terapias supracitadas associadas ou isoladamente.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 MATRIZ EXTRACELULAR

Diante de uma lesdo contra as células e os tecidos, inicia-se uma série de eventos que
objetivam conter a lesdo e iniciar o processo de cura, que se dara por regeneragdo, reparo ou
pela combinagdo de ambos. A regeneracdo € o processo pelo qual ocorre restituicdo completa
do tecido lesado, enquanto no reparo ou cicatrizagdo ocorre restauragdo de algumas estruturas
originais, com alguns desarranjos, e formacdo de cicatriz pela deposicdo de colageno. Os
processos de regeneracdo e cicatrizacdo no reparo das feridas cutaneas dependem, dentre
outros fatores, da extenséo e da profundidade da lesdo. Neste aspecto, a integridade da matriz
extracelular (MEC) constitui quesito fundamental para que a cura se processe por
regeneracdo. Isto ocorre porque os componentes da MEC desempenham papéis diferentes e
essenciais, regulando o crescimento, a proliferacdo, 0 movimento e a diferenciacao das células
que vivem no seu interior, de modo que a lesdo a MEC acarreta invariavelmente a formacéo

predominante de cicatriz no processo de reparo (Kumar et al., 2010).

Até recentemente considerada como um suporte inerte para as células que a
circundam, hoje se sabe que a MEC representa um ambiente complexo e dindmico onde ha
uma permanente interacdo com as células através de receptores como as integrinas. Através
dessa interacdo, a MEC oferece sinais as células controlando a forma, a migracdo, a
proliferacdo, a diferenciacdo e a sobrevivéncia (Labat-Robert, 2012), além de fornecer suporte
mecanico para ancoragem e arcaboucgo para renovacdo tecidual (Kumar et al., 2010). Além
disso, esses receptores de superficie celular fornecem pontos de fixacdo que as células podem
usar para detectar distdrbios mecénicos que, juntamente com fatores de crescimento e
citocinas, remodelam a matriz depositada para torna-la estrutural e funcionalmente viavel
(Schultz; Wysocki, 2008).

As macromoléculas que compdem a MEC desempenham funcbes importantes e
distintas e a sua organizacdo &€ um processo dindmico cuja composicdo muda durante o
desenvolvimento, a maturidade, patologias e envelhecimento (Labat-Robert, 2012). O
colageno ¢ a proteina mais abundante no mundo animal e, juntamente com a elastina, fibrilina

e fibras elasticas, promove a resisténcia a tenséo e retracdo (Kumar et al., 2010). O papel do
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colageno na cicatrizagdo de feridas tem sido bem descrito. Além de conter informagdes para
as células que entram em contato com este, 0s produtos da degradacdo do colageno tem sido
reconhecidos como potenciais quimioatratantes de varios tipos celulares (Balasubramani;
Kumar; Babu, 2001).

As proteinas de adesdo celular, como fibronectina e a laminina, outro grupo de
macromoléculas da MEC, conectam os elementos da matriz uns aos outros e as células. Essas
proteinas de ligacdo agem como receptores transmembrana ou ficam armazenadas no
citoplasma, onde desempenham funcGes especificas: promovem a interacdo célula-célula e
célula-MEC, participam da formacdo e manutencdo dos vasos sanguineos neoformados,
auxiliam na estabilizacdo do coagulo e promovem a ligacdo das células ao citoesqueleto,
possibilitando que forcas fisicas sejam traduzidas em respostas biomoleculares como a
ativacdo ou inibicdo de fatores de crescimento, proliferacdo e diferenciacdo celulares, sintese

de colageno e contracao da ferida (Widgerow, 2011).

Como um componente onipresente, a fibronectina desempenha papel fundamental na
estruturacdo tridimensional da MEC, fornecendo conexdo para as celulas através de
receptores, como as integrinas. Além da adesdo, influencia diretamente o comportamento
celular na distribuicdo, migracdo e morfologia, organizacdo do citoesqueleto, expresséo
génica e transformacdo oncogénica (Rozario; DeSimone, 2010; Schwarzbauer; DeSimone,
2011; Labat-Robert, 2012; Lenselink, 2013). E uma glicoproteina de alto peso molecular
encontrada em todos o0s tipos de tecidos e que interage com as células em todos os estagios do
reparo de feridas, ja estando presente em grande quantidade na fase de hemostasia no coagulo
de fibrina-fibronectina. A fibronectina se liga a heparina, fibrina, colageno, células e

citocinas e a prépria fibronectina (Lenselink, 2013).

As lamininas também sdo moléculas de adesdo de células e compdem uma familia de
glicoproteinas encontrada predominantemente em membranas basais, que é uma MEC
especializada localizada subjacente ao epitélio ou no endotélio dos vasos e também ao redor
de células musculares, células de Schwann, células gordurosas, nervos periféricos e sistema
nervoso central (SNC) (Miner, 2008; Durbeej, 2010). Muitas lamininas se unem para formar
redes que permanecem em estreita associacdo com as células por meio de interacbes com 0s
receptores da superficie celular. As lamininas séo vitais para muitas fungdes fisiologicas,
essenciais para o inicio do desenvolvimento embrionério e organogénese e tém funcGes

cruciais em diversos tecidos, incluindo muasculos, nervos, pele, rim, pulmao, e sistema
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vascular (Durbeej, 2010). Trabalhos recentes apontam para o papel de algumas subunidades
de laminina na ades&o, motilidade e sinalizagéo celular (Hamill; Paller; Jones, 2010).

Os glicosaminoglicanos e 0s proteoglicanos constituem outro grupo de
macromoléculas componente da MEC, que ja foram descritos apenas como substancia
fundamental, cuja principal funcdo era organizar a MEC, mas atualmente sdo reconhecidos
que possuirem diversos papéis na regulacdo da estrutura e permeabilidade do tecido
conjuntivo (Kumar et al., 2010).

2.2 DINAMICA DO PROCESSO DE REPARO TECIDUAL

A hemostasia é a fase inicial que ocorre dentro de segundos ou minutos depois da
agressao inicial (Gantwerker; Hom, 2012) e € o resultado da ativacdo das vias de coagulacéo,
que resultam na formacao de um coagulo sanguineo na superficie da ferida. O codgulo contém
fibrina, fibronectina, componentes do complemento e agregados de plaquetas, detendo o
sangramento (Kumar et al., 2010). As plaquetas ativadas liberam seus granulos contendo
citocinas, hormonios e quimiocinas desencadeantes das outras fases da cicatrizacao, atraindo
células inflamatorias para o local da agressdo (Midwood et al., 2004; Gantwerker; Hom,
2012). Pequenos vasos sao sinalizados a dilatar e permitir o influxo de leucdcitos, células
vermelhas sanguineas e proteinas plasmaticas. A fibrina polimerizada ajuda a formar um
arcabouco para a infiltracdo de células que sdo chave para as subsequentes fases do reparo
(Gantwerker; Hom, 2012).

A fase de inflamacéo € anunciada pelo influxo de neutroéfilos, macréfagos e linfocitos
para o local da lesdo. Os neutréfilos sdo as primeiras células no local, chegando em massa nas
primeiras 24 horas, e o resultado de sua apoptose atrai 0s macréfagos, que, juntamente com 0s
linfocitos, aparecem na ferida para fazer a remocdo de debris e bactérias. Os macréfagos
permanecem na lesdo até o final da fase de inflamacdo e sdo consideradas as células chave
dessa importante fase do reparo (Midwood et al., 2004; Kumar et al., 2010; Gantwerker;
Hom, 2012). A inibic&o ou prolongamento da fase de inflamagdo pode resultar em um reparo
impréprio, podendo levar & ferida cronica, diminuicdo da velocidade de cura e,

eventualmente, mais cicatriz (Gantwerker; Hom, 2012).



17

A fase de reparo ou proliferagdo envolve o brotamento de capilares, a migragéo e
proliferacdo dos fibroblastos e producdo de colageno imaturo (tipo I1l) para preencher os
defeitos deixados ao longo do debridamento da ferida (Gantwerker; Hom, 2012). Essa
proliferacdo fibroblastica e de capilares da origem ao tecido de granulagdo, um tipo de tecido
especializado rico em fibronectina e coldgeno que é o ponto de referéncia do reparo tecidual e
é predominante na cicatrizagdo por segunda intencdo (Midwood et al., 2004; Kumar et al.,
2010; Gantwerker; Hom, 2012). As proteinas da MEC fibrina, fibronectina e colageno

contribuem para a estabilidade estrutural durante as fases do reparo (Midwood et al., 2004).

Os macrofagos sdo as principais fontes de quimiocinas, fatores de crescimento e
citocinas, exercendo, além da sua atividade antimicrobiana e de remocdo de debris,
importante papel na quimiotaxia, angiogénese, deposicdo e remodelacdo da MEC (Kumar et
al., 2010). As células basais dentro dos bulbos de seus foliculos e glandulas se diferenciam em
ceratindcitos e repovoam o estrato basal, iniciando a migracdo sobre a borda da ferida. Uma
vez que elas encontram o mesénquima da MEC, se anexam proximo da borda interna da

ferida e iniciam o estabelecimento de uma nova membrana basal (Gantwerker; Hom, 2012).

A angiogénese segue um padrdo tipico de brotamento sinalizado por um complexo
gradiente de citocinas. Estes pequenos e delicados vasos repovoam a derme e qualquer trauma
nesta area leva a destruicdo destes vasos e atraso na cicatrizacdo. A angiogénese também é
afetada pelo fechamento primario (por primeira intencdo) ou secundario (por segunda

intencdo) e é acelerada pelo fechamento primario (Gantwerker; Hom, 2012).

A fase de remodelacdo comeca com a substituicdo da MEC provisoria e do colageno
tipo 111 pelo colageno tipo | e as células remanescentes das outras fases sofrem apoptose. Com
0 estabelecimento do colageno tipo I, ocorre 0 aumento substancial da resisténcia a tensao
(Gantwerker; Hom, 2012), entretanto, a menor forca ténsil na ferida curada pode persistir pelo
resto da vida (Kumar et al., 2010). O tecido de granulacdo comeca a involuir, 0 excesso de
vasos sanguineos a retrair e, entdo, juntamente com o aumento da deposicdo de colageno, a
ferida adquire uma aparéncia empalidecida, com perda permanente dos anexos dérmicos
(Kumar et al., 2010). O sucesso da fase de remodelacdo envolve um delicado equilibrio entre
sintese e lise dos componentes da MEC, esta Ultima sendo realizada pelas metaloproteinases
da matriz (MMPs). A sintese é altamente energia-dependente e qualquer deplecdo dos
nutrientes empurra o balance para lise, afetando o processo de cicatrizagdo. O excesso de

fibrose neste estagio resulta em cicatriz hipertrofica (com a cicatriz saliente limitada a area da
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ferida) ou formacdo de queloide (com a cicatriz ultrapassando os limites da ferida original)
(Kumar et al., 2010; Gantwerker; Hom, 2012).

2.3 QUEIMADURAS

Uma queimadura é definida como um dano na pele ou outro tecido organico causado,
primariamente, por agressdo térmica. Uma queimadura ocorre quando algumas ou todas as
células da pele ou outros tecidos sdo destruidas por liquidos quentes (escaldos), sélidos
guentes (queimadura de contato) ou chamas. Lesbes na pele ou outros tecidos organicos
devido a radiacdo, radioatividade, eletricidade, friccdo ou contato com quimicos também sao
definidos como queimaduras (Latarjet, 1995; Peck, 2011; WHO, 2013). As queimaduras sao
um sério problema de salde publica em todo o mundo. Estima-se que 195 mil mortes ocorram
a cada ano somente em decorréncia de incéndios. Mais mortes sdo decorrentes de
gueimaduras térmicas, elétricas e outras formas, porém com poucos dados disponiveis ao
redor do mundo. Mortes relacionadas apenas ao fogo estdo entre as 15 principais causas de
Obito entre criangas e adultos jovens de cinco a 29 anos (WHO, 2013).

Aléem daqueles que morrem em decorréncia das queimaduras, outros milhfes sdo
deixados com deficiéncia ao longo da vida, com desfiguracdes e consequente estigma e
rejeicdo (WHO, 2013). A incidéncia de queimaduras graves foi de aproximadamente 11
milhOes de pessoas ao redor do mundo em 2004, ficando no quinto lugar entre todas as
morbidades, sendo maior que a combinacao de infec¢bes por tuberculose e HIV (Peck, 2011).
Morbidade e mortalidade devido a fogo e incéndios tém declinado ao redor do mundo nas
ultimas décadas, entretanto, 95% das mortes por queimaduras ocorrem em paises de média ou
baixa renda, onde os programas de prevengédo sdao incomuns e a qualidade dos cuidados das
lesBes agudas € inconsistente (Peck, 2011; WHO, 2013).

O sofrimento causado por queimaduras € ainda mais importante por tratar-se de
problema evitavel. Paises de alta renda tém feito progressos consideraveis na reducdo das
taxas de mortes por queimaduras, por meio de combinagdo de estratégias comprovadas de
prevencdo e através de melhorias no atendimento das vitimas. A maioria destes avangos na

prevencdo e cuidados ndo foi totalmente aplicada em paises de renda baixa e média.
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Intensificar os esforcos para fazé-los levaria a reducdes significativas nas taxas de morte e
incapacidade relacionadas a queimaduras (WHO, 2013).

As queimaduras sdo classificadas de acordo com a extensdo e profundidade da ferida,
0 que estad diretamente relacionado a sua severidade. A extensdo de uma queimadura é
expressa pela quantidade de superficie de area lesionada em relacdo a area total do corpo,
enquanto que, quanto a profundidade, elas podem ser classificadas em primeiro, segundo ou

terceiro grau (Quinn et al., 1985).

De acordo com essa classificagdo, estas possuem caracteristicas clinicas e histologicas
diferentes. As queimaduras de primeiro grau sdo aquelas onde h& um eritema doloroso
decorrente da destruicdo parcial da epiderme, com permanéncia da integridade da membrana
basal, e tende a se reparar em poucos dias. Nas queimaduras de segundo grau, ha uma
destruicdo da derme papilar, com a presenca de eritema e bolhas, destrui¢do da camada basal,
mas com células epidérmicas ao redor de seus foliculos. Cicatriza de modo deficiente em trés
a quatro semanas, ou ndo cicatriza, requerendo enxerto. As queimaduras de terceiro grau sdo
aquelas em que ha destruicao total da epiderme e derme, com colora¢des marrons, brancas ou
pretas, onde ha auséncia de bolhas e de sensibilidade. Nesta leséo, o tecido subcutaneo pode

estar mais ou menos lesionado e sempre requerem enxerto (Latarjet, 1995).

As queimaduras possuem caracteristicas que as diferem das outras lesGes, como
colonizagdo por bactérias potencialmente patogénicas, presenca de grande quantidade de
tecido inviavel e exsudacdo proeminente. Além disso, podem permanecer abertas por grande
periodo de tempo, ndo oferecendo protecdo contra colonizacdo bacteriana no ambiente da
ferida (Quinn et al., 1985).

As modalidades de tratamento ndo dependem somente da natureza da lesdo, mas séo
também baseadas em consideracbes como idade e salde geral do paciente. Avangos no
tratamento tém contribuido significantemente para o decréscimo da mortalidade associada a
queimaduras e 0 maior objetivo, agora, € alcancar a cobertura permanente da pele
imediatamente, com bons resultados funcionais e estéticos (Balasubramani; Kumar; Babu,
2001).

A restauracdo da funcdo protetora do tecido cutdneo é a chave para o sucesso do
tratamento das vitimas de queimaduras com varias severidades de danos, de modo a prevenir

infeccdes e, no caso de feridas extensas, deter a perda de fluidos (Balasubramani; Kumar;
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Babu, 2001; Halim, 2010). Entretanto, devido a complicagdes associadas com a propria
queimadura, outras lesdes concomitantes de variada severidade podem estar presentes,
incluindo obstrucdo de vias aéreas, danos aos pulmdes (devido a inalacdo de fumaca),
fraturas, lesbes no cerebro ou coluna e hemorragia interna, inviabilizando a cobertura da

ferida com a propria pele da vitima de queimadura (Quinn et al., 1985).

O autoenxerto tem sido reconhecido como o melhor curativo definitivo para as
queimaduras, mas isto € dificultado pela limitagcdo das fontes viaveis, como descrito acima,
especialmente em queimaduras maiores. Assim, 0s substitutos de pele séo representados por
um heterogéneo grupo de materiais curativos que fecham a ferida e restauram as funcfes da
pele, temporariamente ou permanentemente, a depender das caracteristicas do produto. Estas
substancias sdo alternativas para a cobertura da ferida quando a terapia padréo nédo é possivel
(Halim, 2010).

2.4 A CELULOSE BACTERIANA E O PROCESSO DE REPARO TECIDUAL

A tendéncia atual dos cuidados com queimaduras tem sofrido modificagdes no sentido
de alcangar ndo somente a sobrevivéncia do individuo, mas de melhorar, em longo prazo, a
forma e a funcédo da ferida cicatrizada e a qualidade de vida dos afetados (Halim, 2010). Com
0 objetivo de estimular e acelerar o processo de cicatrizacdo de pacientes queimados e
melhorar seus resultados funcionais e cosméticos, o campo dos substitutos de pele e curativos
de feridas biossintéticos tem melhorado nos anos recentes e suas aplica¢fes clinicas tém se
tornado cada vez mais importante (Ramhmanian-Schuarz, 2011). Aliado a isso, com o
progresso da biotecnologia e engenharia de tecidos, uma vasta gama de substitutos de pele
para o tratamento de queimaduras estdo agora disponiveis no mercado (Jones; Currie; Martin,
2002; Halim, 2010).

Para que um curativo temporario de ferida seja considerado adequado, ele deve
apresentar algumas caracteristicas: ser biocompativel, ndo toxico e ndo pirogénico, capaz de
oferecer barreiras contra infecgéo e perda de fluidos e de reduzir a dor durante o tratamento.
Além disso, deve ser capaz de criar e manter um ambiente Umido na ferida, cobertura da
ferida facil e bem feita, permitir introducédo e transferéncia de medicamentos para dentro da

lesdo, capaz de absorver exsudatos durante a fase de inflamacéo, possuir alta resisténcia
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mecanica, elasticidade e conformabilidade e permitir sua remocdo facil e indolor (Czaja,
2006).

Avancos recentes no campo dos biomateriais e suas aplicagdes médicas indicam a
significancia e potencial de varios polissacarideos microbianos no desenvolvimento de uma
nova classe de materiais curativos. Entre eles estd a celulose bacteriana (CB), um polimero
sintetizado em abundancia por Vvéarios géneros de bactérias, dentre essas as mais
frequentemente estudadas sdo as da espécie Acetobacter xylinum (Petersen; Gatenholm,
2011). Embora quimicamente semelhante a celulose vegetal, a CB dispbe de singulares
propriedades, determinadas pela genética particular do microorganismo, dentre elas uma
estrutura nanofibrilar distinta que pode se tornar uma perfeita matriz para a cicatrizacdo de
feridas (Vandamme et al., 1998; Czaja, 2006; Petersen; Gatenholm, 2011).

Resultados tem mostrado que a topografia nanofibrilar tem um impacto positivo no
comportamento celular, estimulando o processo de regeneracdo. Se o material é hidrofilico,
entdo ha vantagem adicional, pois propicia um ambiente imido na ferida, o que é melhor para
acelerar a migracdo das células epiteliais da borda para o centro da lesdo. As nanofibras
substituem elastina e fibras colagenas da MEC em termos de forma, tamanho e propriedades
mecanicas, permitem drenagem de exsudatos, sdo permeaveis a gas e previnem contaminacéo
da ferida. Adicionalmente, as nanofibras expressam uma maior flexibilidade e resisténcia
mecanica em compara¢do com o mesmo material de outras formas e dimensGes maiores
(Petersen; Gatenholm, 2011; Rosic et al., 2013).

Por apresentar caracteristicas nanomorfoldgicas, a celulose bacteriana resulta em um
produto com grande capacidade de absorcdo de agua e, ao mesmo tempo, dispée de grande
elasticidade, alta resisténcia, mesmo quando muito umidificada, e conformabilidade. O
pequeno tamanho de suas fibras parece ser o ponto chave do seu desempenho como sistema
de cura de feridas. Além do mais, a CB é um material que permite grande potencial de
transferéncia de antibioticos ou outras substancias terapéuticas para dentro das feridas, ao
mesmo tempo em que serve como uma eficiente barreira fisica contra infecgdo externa. Essa
celulose, produzida na forma de uma membrana gelatinosa, pode ser moldada dentro de
qualquer contorno e tamanho durante sua sintese, dependendo das condicGes e técnica de
fermentacdo usada. O presente status dos modernos sistemas de cura das feridas geralmente
requer que os materiais usados como curativos criem um ambiente 6timo para a regeneracao

epidérmica, oferecendo uma barreira contra infeccdo e perda de fluidos (Czaja, 2006).
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Atendendo a essas necessidades, a CB parece melhorar o crescimento de células da pele
humana e ja estd em uso como substituto de pele por meio de uma marca comercializada e

patenteada como BioFill®, atualmente Nexfill® (Vandamme et al., 1998).

Além de suas caracteristicas nanoestruturais, a biomembrana promove alivio da dor de
modo imediato apds sua aplicacdo, possui transparéncia que permite inspecdao da ferida e
promove menor tempo de hospitalizagdo, bem como uma melhor qualidade de vida durante a

recuperacao dos afetados por queimaduras (Pecoraro et al., 2008).

2.5 LASER E FOTOBIOMODULACAO

O uso terapéutico da luz remonta aos primdrdios da civilizacdo. Embora com eficacia
de dificil julgamento, devido a baixa qualidade dos registros, hd ao longo da histéria
incontaveis relatos sobre a utilizacdo da luz solar de forma terapéutica (Pinheiro; Brugnera
Junior; Zanin, 2010).

Atualmente, a grande aplicabilidade da energia luminosa de forma cientifica e
tecnoldgica se deve ao raio laser, cuja origem € discutida. Foi Albert Einstein quem propiciou
0 seu desenvolvimento tedrico e foram Schawlaw e Townes os autores dos principios pelos
quais todos os laseres operam. Entretanto, foi Maiman em 1960 que conseguiu, pela primeira
vez, a emissdo estimulada de radiacdo pela excitacdo de uma roda de rubi, o que resultou na
geracdo do primeiro raio laser com emissdo no espectro vermelho (Coluzzi, 2004; Pinheiro;
Brugnera Junior; Zanin, 2010). A palavra laser é o acronimo da expressao light amplification

by stimulated emission of radiation.

A geragédo do raio laser ocorre dentro de uma camara em cujas extremidades estéo
posicionados dois espelhos cuja diferenca da capacidade de reflexdo permite a saida de
radiacdo de dentro da cavidade, formando, assim, o raio laser (Coluzzi, 2004; Pinheiro;
Brugnera Janior; Zanin, 2010). Essa cAmera possui um meio ativo que pode ser um gas, um
cristal ou um material semicondutor em estado solido. O meio ativo € que nomeia o tipo de
laser. Os gases usados podem ser argdnio e dioxido de carbono (CO;). O restante séo
pastilhas semicondutoras em estado solido feitas com multiplas camadas de metais como

galio, aluminio, indio e arsénico. Ou podem ser hastes sélidas de cristal granada com varias
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combinagBes de itrio, aluminio, escandio e galio e, em seguida, dopadas com croémio,

neodimio ou érbio (Coluzzi, 2004).

A luz laser consiste em ondas que possuem um comprimento especifico, que é a
distancia entre dois pontos correspondentes (picos ou vales) da onda sobre o eixo horizontal.
A frequéncia é a quantidade total de ondas que passam por um determinado ponto durante o
periodo de um segundo. Logo, quanto menor o comprimento de onda (A), maior serd a
frequéncia do raio laser. A medida que o comprimento de onda diminui, a energia aumenta.
Assim, laseres com menores comprimentos de onda sdo mais energéticos. Para o olho
humano, comprimento de onda significa cor e apenas a porcao do espectro das radiacdes que
se situa entre 400 e 700 nm ¢é visivel ao olho humano (Coluzzi, 2004; Pinheiro; Brugnera
Junior; Zanin, 2010).

A luz laser apresenta como caracteristicas a coeréncia, colimagdo, monocromaticidade,
polarizacdo e eficiéncia. Entretanto, a utilizacdo desse tipo de energia deve levar em
consideracdo importantes parametros como poténcia, densidade de poténcia, densidade de
energia ou fluéncia, dose, diametro do raio, modo de emissédo e sistemas e modos de entrega
de forma a se potencializar os efeitos benéficos deste tipo de terapia (Coluzzi, 2004; Pinheiro;
Brugnera Junior; Zanin, 2010).

A poténcia do laser diz respeito a taxa de entrega de energia em joules por segundo e é
medida normalmente em watts, da mesma forma que a luz doméstica convencional. A
densidade de poténcia ou irradiancia é a concentracao fotbnica em uma dada unidade de area
e é descrita em watts por centimetro quadrado. Quando o raio laser é focado em determinado
local, ocorre a concentracdo de energia nesse ponto, 0 que se relaciona diretamente ao
comprimento da onda do raio e a distancia da lente ao foco. O aumento da distancia focal
implica no aumento do comprimento do raio, diminuindo a densidade da energia aplicada
(Coluzzi, 2004; Pinheiro; Brugnera Junior; Zanin, 2010).

Além dos parametros relacionados ao laser, devem ser consideradas as caracteristicas
inerentes ao tecido irradiado. Cada tecido apresenta propriedades Opticas que lhe s&o
peculiares e vdo determinar a extensdo e a natureza da resposta tecidual que ocorre através
dos processos de absorcdo, transmissdo, reflexdo e difusdo da luz laser. Dessa forma, a
guantidade de agua e os cromoforos presentes nos tecidos, como células e organelas,

hemoglobina, melanina, colageno, vasos sanguineos e linfaticos, assim como a estratificagéo
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tecidual, como ocorre na pele, irdo interferir na capacidade de absorcao, reflexdo ou difuséo
do raio laser (Coluzzi, 2004; Pinheiro; Brugnera Junior; Zanin, 2010).

Por conseguirem levar uma grande quantidade de energia aos tecidos com extrema
precisdo, os laseres promovem alteracfes estruturais nos mesmos, que variam de acordo com
a temperatura alcancada. Desse modo, os laseres sdo divididos em dois grandes grupos: os de
alta poténcia ou cirdrgicos e os de baixa poténcia, terapéuticos ou ndo cirdrgicos. Essa
tecnologia tem sido amplamente utilizada na &rea médica nas Gltimas décadas (Coluzzi, 2004;
Pinheiro; Brugnera Junior; Zanin, 2010).

O aumento da temperatura é alcancado com a aplicacdo dos laseres de alta poténcia
sobre o tecido, com finalidade de corte, coagulacdo e destruicdo tecidual seletiva. Os
resultados da mudanca estrutural do tecido, que dependem da temperatura alcancada, variam
desde mudancas de conformacdo até a vaporizacdo ou ablacdo (Pinheiro; Brugnera Junior;
Zanin, 2010).

Por outro lado, os efeitos ndo térmicos sdo alcangados com a aplicacdo dos laseres de
baixa poténcia, que ndo alteram a temperatura tecidual, mas produzem efeitos fotoquimicos e
fotofisicos que interferem nos processos bioldgicos. O principal resultado desses efeitos,
descritos por diversos trabalhos na literatura, € o incremento do ATP mitocondrial, que
favorece um grande numero de reagdes que interferem no metabolismo celular. Os efeitos
bioldgicos incitados pela acdo do laser sobre os tecidos, ndo resultantes de aquecimento

tecidual, sdo denominados fotobiomodulacéo (Pinheiro; Brugnera Junior; Zanin, 2010).

O primeiro uso do laser na fotobiomodulacdo remonta a década de 1960 com o laser
de HeNe, gque foi o primeiro laser comercialmente viavel (Karu; Kolyakov, 2005). Embora 0s
mecanismos bioldgicos do efeito estimulante do laser ndo tenham sido completamente
entendidos, numerosos estudos experimentais e clinicos sugerem que o laser modula os
processos metabdlicos levando a uma potencial melhora regenerativa dos tecidos (Stein et al.,
2008). No organismo humano, tem sido apontado que o fotoaceptor para estimulagdo do
metabolismo celular € a enzima terminal da cadeia respiratdria citocromo C oxidase (Karu;
Kolyakov, 2005; Pinheiro; Brugnera Junior; Zanin, 2010; Prindeze; Moffatt; Shupp, 2012).

Segundo trabalhos consultados (Wong-Riley, 2005; Gao; Xing, 2009), a absorc¢do das
luzes vermelha e infravermelha pelos componentes da cadeia respiratoria das mitocéndrias

resulta em aumento das espécies reativas ao oxigénio e ATP mitocondrial e inicia uma cascata
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de sinalizagdo com expressdo de fatores de crescimento e citocinas, sintese de proteinas, que
podem, por fim, levar a proliferacdo celular e citoprotecdo (Gao; Xing, 2009).

Diversos estudos in vivo e in vitro tém sido realizados com o objetivo de investigar e
confirmar os efeitos fotobiomoduladores. Dentre os trés principais efeitos benéficos deste tipo
de radiacdo estdo os efeitos analgesico, anti-inflamatorio e de cicatrizacdo de feridas
(Bensadoun; Nair, 2012) através de sua acdo na rede vascular (Nunez et al., 2004; Nunez et
al., 2012).

Dentre 0s eventos bioldgicos encontrados estdo proliferagdo de miofibroblastos nos
estagios iniciais do reparo (Ribeiro et al., 2009); aceleracdo do reparo, com aumento da
formacdo do tecido de granulacdo e angiogénese (Meireles et al., 2008); modulacdo da
proliferacdo fibroblastica (Rocha Junior et al., 2006; Meireles et al., 2008); aumento da
deposicdo de coladgeno (Meireles et al., 2008; Marchionni et al., 2010; Martu et al., 2012);
diferenciacdo e proliferacdo de osteoblastos (Stein et al., 2005); aceleracdo do reparo 6sseo
(Merli et al., 2005); aceleracdo da remodelacdo da ferida (Nunez et al., 2012); aumento da
sintese de TGF-p por fibroblastos, células endoteliais e células inflamatérias (Rocha Janior et
al., 2009); aumento da atividade mitocondrial no inicio do reparo (Crisan et al., 2012);
liberacdo de fatores de crescimento (Meireles et al., 2008) e diminuigdo do infiltrado
inflamatério (Martu et al., 2012).

A despeito da grande quantidade de estudos experimentais comprovando a eficiéncia do
laser no processo de reparo tecidual (Lins et al., 2011), ainda existem controvérsias na
literatura. Existem diversas razdes para isso, dentre elas diferencas entre os tipos celulares
componentes dos tecidos (Demidova-Rice et al., 2007), diferencas nas desordens das feridas,
presenca de diferentes bactérias, diferentes tipos de laseres, falhas metodoldgicas nos estudos
experimentais e clinicos (Lins et al., 2011; Bensadoun; Nair, 2012), bem como grande
variedade de parametros envolvidos nesta terapia, como comprimento de onda, fluéncia,
coeréncia, onda continua ou pulsatil, duracdo e propriedades 6pticas dos tecidos (Nunez et al.,
2004; Demidova-Rice et al., 2007; Peplow; Chug; Baxter 2010).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a dindmica de formacdo da matriz extracelular no processo de reparo de
queimaduras de segundo grau tratadas com a laserterapia com laser de fosfeto de indio-galio-
aluminio (AlGalnP) associada ou ndo & membrana de celulose (NEXFILL®).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Estudar e comparar a dindmica de deposicdo dos colagenos tipos | e Il no processo de
reparo de queimaduras de segundo grau tratadas com a laserterapia com laser de fosfeto de
indio-gélio-aluminio (AlGalnP) (A 660nm, 20J/cm?, 40mW, @ = 4mm, t=125s) associada ou

ndo & membrana de celulose (NEXFILL®).

- Estudar a dindmica de deposicdo de fibronectina no processo de reparo de queimaduras de
segundo grau tratadas com a laserterapia com laser de fosfeto de indio-galio-aluminio
(AlGalnP) (A 660nm, 20J/cmz?, 40mW, @ = 4mm, t=125s) associada ou ndo & membrana de
celulose (NEXFILL®).

- Estudar a dindmica de deposicdo de laminina no processo de reparo de queimaduras de
segundo grau tratadas com a laserterapia com laser de fosfeto de indio-galio-aluminio
(AlGalnP) (A 660nm, 20J/cmz?, 40mW, @ = 4mm, t=125s) associada ou ndo a membrana de
celulose (NEXFILL®).
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4 METODOS

4.1 COMPOSICAO DA AMOSTRA

Quarenta e oito espécimes obtidos a partir de um modelo de queimadura de segundo
grau em ratos brancos da espécie Rattus norvegiccus, classe Mammalia, ordem Roedentia, da
linhagem Wistar, oriundos do banco de amostras do Grupo de Biopatologia do Centro de
Pesquisas Gongalo Moniz (CPqGM/FIOCRUZ, Bahia), constituiram nosso grupo de estudo.
Cabe ressaltar que o protocolo para obtencdo das queimaduras (Anexo A) e a andlise dos
aspectos morfoldgicos (Anexo B) foram parte da Dissertacdo de Mestrado de Manuela
Pimentel Noia, sob a supervisédo do Dr. Eduardo Anténio Gongalves Ramos. A distribuicdo
dos animais, por grupo, encontra-se na tabela 1.

Tabela 1- Distribuicdo dos animais por grupo experimental. Salvador, Bahia, 2014.

Grupo Tratamento Tempo de morte n total

n
24 h 3
3 Dias 3
7 Dias 3
14 Dias 3
24 h 3
3 Dias 3
7 Dias 3
14 Dias 3
3

3

3

3

3

3

3

3

Controle nao tratados 12

| Laser 12

24 h
3 Dias
7 Dias
14 Dias

24 h
3 Dias
7 Dias
14 Dias

| Membrana 12

1l Laser + Membrana 12
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4.2 CONSIDERACOES ETICAS

Nesta pesquisa foram utilizados espécimes parafinizados, oriundos do processo de
experimentacdo animal cuja realizagdo havia sido previamente aprovada pelo Comité de
Experimentacdo e Uso Animal (CEUA) do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz (CPqGM-
FIOCRUZ - BA), sob protocolo 008/2007. Foram seguidos o0s principios éticos da
experimentacdo animal, bem como a pratica didatico-cientifica da vivisseccdo destes,

conforme descri¢do no anexo A.

4.3 TECNICA DE IMUNO-HISTOQUIMICA

A partir da selecdo dos blocos de parafina, foram obtidos cortes histologicos de cada
bloco, com 4um de espessura. Os cortes processados para a imuno-histoquimica foram
colocados em laminas de vidro previamente limpas, desengorduradas e silanizadas com
trietoxi-silano a 1%. Todos os casos foram submetidos a imuno-histoquimica para
investigacdo da marcacdo das proteinas fibronectina, laminina, coladgeno | e colageno Il de
acordo com o protocolo de imuno-histoquimica do Laboratorio de Patologia e Biologia
Molecular do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz (LPBM-CPgqGM-FIOCRUZ). Os
fabricantes, dilui¢do, recuperacdo antigénica e tempo de incubacéo estdo descritos na tabela 2.

Para a desparafinizagéo, as laminas foram mergulhadas por 40 minutos em xilol PA (20
minutos xilol 1 e 20 minutos xilol I1). Posteriormente, os cortes foram hidratados em dois
banhos em alcool PA por 5 minutos cada com posterior imersdo em agua destilada. Os cortes

histoldgicos foram demarcados com caneta hidrofébica (Dako Pen, Dako, Glostrup, DEN).

A recuperacdo antigénica foi feita de acordo com a tabela 2. Logo ap6s, foi realizado o
blogqueio da peroxidase endogena com solucdo de perdxido de hidrogénio 10% (90ml de agua
destilada e 10ml de perdxido de hidrogénio PA) em camara escura por 10 minutos, os cortes
foram lavados com &gua destilada e, em seguida foi aplicado o tampédo Tris-HCL- BSA 1%

por 5 minutos, Tris-HCL-Triton por 5 minutos e agua destilada por 5 minutos.
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Com o objetivo de inibir as ligacOes inespecificas para os anticorpos, foi realizado o
blogueio das proteinas com solucéo de leite em p6 a 10% (10ml de &gua destilada e 1g de
leite desnatado Molico/Nestlé) por 10 minutos. Os anticorpos primarios foram diluidos em
solucéo diluente de anticorpo contendo proteinas redutoras de background (Antibody Diluent,

Dako, Glostrup, DEN) e incubados sobre os cortes pelos tempos descritos na tabela 2.

Ap0s a incubacdo, as laminas foram lavadas duas vezes com solucdo de Tris-HCL- BSA
1% por 5 minutos, objetivando a remocao dos anticorpos que ndo se ligaram aos epitopos.
Posteriormente, foi aplicado um pool de imunoglobulinas IgG anti-rabbit/anti-mouse
(Polimero EnVision Dual Link, DakoCytomation - USA) por 30 minutos e nova lavagem com

Tris-HCL- BSA 1% por 5 minutos por duas vezes.

A revelacdo das reacgdes foi feita com substrato cromdgeno 3,3 diaminobenzidina (liquid
DAB+ substrate, Chromogen System, DakoCytomation — USA) por 5 minutos, em camara
escura. Apos lavagem abundante com &gua destilada para remocao do excesso de cromdgeno,
os cortes foram contra corados com hematoxilina de Harris por 60 segundos e lavados duas

vezes com agua destilada.

Finalmente, seguiu-se a desidratacdo dos cortes através de imersdo por duas vezes em
alcool PA e diafanizacdo em xilol. A montagem das I&minas foi realizada com laminulas e
Bélsamo do Canadé natural. O controle positivo das rea¢des foi interno, através da observagédo
de areas de tecido preservado adjacente a ferida. Para controle negativo, o anticorpo priméario
foi substituido por tampéo TRIS-HCL-/BSA 1%.

Tabela 2 — Clone, fabricante, diluigdo, recuperagdo antigénica e tempo de incubagdo dos anticorpos.
Salvador, Bahia, 2014.

Tempo de

Anticorpo Clone Fabricante Diluicéo Recuperacdo antigénica incubacédo
Fibronectina Policlonal Abcam 1:1000 SEM RECUPERACAO 20'
Laminina Policlonal Dako 1:100 Tripsina 1% 30' A 37°C 1h
Colageno | 5D8 Abbiotec 1:400 Tripsina 1% 30" A 37°C 1h

Colageno 11 Policlonal Abbiotec 1:300 Tripsina 1% 30" A 37°C 1h
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4.4 ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA

Os cortes histologicos foram analisados de forma cega por uma patologista experiente,
através de microscopia de luz e comparando todos os grupos que receberam tratamento com o
grupo controle (animais ndo tratados), com exce¢do dos animais que foram mortos as 24 horas
do experimento. Os colagenos I e III foram analisados quanto ao percentual de preenchimento
da ferida, considerando apenas a derme papilar (escore 0: 0-10% de preenchimento; escore 1:
11-30%; escore 2: de 31 a 60% e escore 3: >60%) e quanto ao padrdo das fibras (reticular,
fibrilar ou misto). As fibras foram consideradas reticulares quando se apresentavam apenas

parcialmente marcadas e fibrilares quando se apresentaram marcadas em toda a sua extensao.

Para a proteina fibronectina, a analise foi feita utilizando os seguintes critérios: presencga
da proteina subjacente & membrana basal epitelial e distribuicdo na derme papilar, nos padroes
focal e dispersa, percentual de preenchimento da ferida (escore 1: até 30%, escore 2: de 31 a
60% e escore 3: >60% da ferida preenchida) e padrao das fibras (reticular, fibrilar ou misto).

Para esta proteina, também foram considerados os animais a partir de trés dias.

A laminina foi analisada de acordo com sua localizagdo na membrana basal subepitelial
ou membrana basal vascular. Os critérios aplicados para ambas as marca¢des foram:
percentual de marcacdo (<50% e >50%), continuidade (continua e descontinua) e espessura

(delgada, espessa ou mista).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram compilados em planilhas do programa Excel™ (Microsoft) e, em
seguida, transferidos para o Graph Pad Prisma versdo 5.0, Software Inc (La Jolla, California,
USA). Para comparagao e avaliacdo das diferencas estatisticas entre os grupos experimentais,

foi aplicado o teste ndo paramétrico de Fisher, considerando o valor de p<0.05.



31

5 RESULTADOS

5.1 ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA

5.1.1 Trés dias

Neste tempo, em relacdo ao colageno Ill, o grupo controle apresentou dois animais
com escore 2 e uma animal com escore 3. O grupo | apresentou composicao com 3 escores: 0,
1 e 2. O grupo Il teve dois animais com escore O e um com escore 3. O grupo Il teve dois
animais com escore 0 e um com escore 2. Quando houve marcacdo acima de 10% para essa
proteina, o padrdo predominante foi o misto (fibras reticulares e fibrilares), exceto para o

grupo controle, que apresentou dois animais com padrdo reticular.

Para o colageno I, o grupo controle teve um animal com cada escore: 0, 1 e 2. O grupo
| teve dois animais com escore 1 e um animal com escore 0. Os grupos Il e Il tiveram
comportamento semelhante nesse tempo: dois animais com escore 0 e um animal com escore
1. Em relacdo ao padrdo das fibras, dois animais tiveram padrdo misto no grupo controle, e
um animal com esse padréo nos grupos I, 1l e I11. Os outros espécimes desses Ultimos grupos
ndo foram avaliados quanto ao padrdo das fibras, devido a baixa deposicao de colageno I. A
distribuicdo temporal dos colagenos Il e I, em cada grupo experimental, esta representada na
figura 1 e os aspectos da expressdo imuno-histoquimica representados nas figuras 4 e 5.

A fibronectina foi identificada adjacente a membrana basal subepitelial em todos os
animais de todos os grupos aos trés dias, porém essa marcacdo se apresentou de modo
descontinuo em todos os animais (n=3) dos grupos Il e Ill, contra n=2 nos grupos controle e |
com essa marcacgdo. Na MEC, a fibronectina estava distribuida de modo disperso em todos 0s
espéecimes dos grupos controle, 1 e 1l. O grupo 11 foi 0 Gnico que apresentou um representante
com distribuicdo focal (n=1). O grupo Il foi o que apresentou 0 menor escore de
preenchimento (escore 1) pela fibronectina na MEC: n=3. Os outros grupos apresentaram
escore 2 na maioria dos seus especimes. O grupo Il apresentou n=3 com padrédo reticular,
contra n=2 do controle. Os grupos | e Il tiveram padrdo misto das fibras. Os aspectos da

expressao imuno-histoquimica para esta proteina estdo representados na Figura 6.
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A laminina mostrou-se presente em mais de 50% da extensdo da lamina basal
subepitelial em todos os animais aos trés dias. Mas se apresentou continua na maioria do
grupo controle e I11 e descontinua na maioria dos animais dos grupos | e 1l. Quando o critério
avaliado foi espessura, todos os animais (n=3) dos grupos controle, I e Il tiveram marcacao

mista, contra n=2 do grupo Il com marcacao espessa (Figura 7).

5.1.2 Sete dias

No sétimo dia experimental, os grupos controle e Il apresentaram dois animais com
escore 1 para o colageno 11l e um animal com escore 2 e 3, respectivamente. O grupo | teve
n=3 com escore 0 e o0 grupo Il teve dois animais com escore 0. Quanto ao padréo, este foi
variavel entre os grupos. O grupo controle apresentou n=2 com padrdo misto e um com

reticular. O grupo Il apresentou n=2 com fibrilar e um com reticular.

Quanto ao colageno I, todos os grupos apresentaram aumento da deposicdo dessa
proteina nesse tempo experimental. O grupo controle teve espécimes com escores 1,2 e 3. O
grupo | apresentou n=2 com escore 2 e um com escore 3. O grupo Il teve n=2 com escore 1 e
um com escore 3, de modo inverso ao grupo 1, que teve n=2 com escore 3 e um com escore
1. Quanto ao padrao, este foi predominantemente misto nos grupos controle, I e Il com n=2. O
grupo Il teve n=2 com padréo fibrilar. Entretanto, houve uma tendéncia de modificacdo do
padrdo de misto para fibrilar a partir deste tempo experimental. A distribuicdo temporal dos
colagenos I1l e I, em cada grupo experimental, esta representada na figura 1 e os aspectos da

expressao imuno-histoquimica representados nas figuras 4 e 5.

A fibronectina apresentou marcacdo descontinua subjacente ao epitélio na maioria dos
espécimes de todos 0s grupos aos sete dias, assim como prevaleceu a distribuicao dispersa da
fibronectina na derme papilar. A melhor taxa de preenchimento foi verificada no grupo
controle (n=2 com escore 3) e o pior escore foi verificado no grupo Il (n=2 com escore 1). Os
grupos | e Il apresentaram a maioria com escore 2. O padrdo foi misto na maioria dos
animais (n=2) dos grupos controle e | e reticular na maioria dos animais dos grupos Il e Ill.
Os aspectos da expressao imuno-histoquimica para esta proteina estao representados na figura
6.
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A laminina mostrou-se presente em mais de 50% da extensdo da lamina basal
subepitelial em todos os animais no sétimo dia. Essa marcacdo foi continua em todos 0s
animais dos grupos controle, Il e 11l. Contudo, foi descontinua em todos os animais do grupo
tratado com laser (grupo ). Prevaleceu o padrdo misto nos grupos controle e I, contra o

padrdo espesso nos grupos Il e 11 (Figura 7).

5.1.3 Catorze dias

Todos os grupos apresentaram aumento da deposicdo de colageno Il neste tempo
experimental. O grupo controle apresentou n=2 com escore 3 e um animal com escore 2. O
grupo | teve n=2 com escore 2 e um com escore 1. O grupo Il teve n=2 com escore 3 e um
com escore 1. O grupo Il teve todos os seus especimes com escore 3. Em relacdo ao padrdo,
este oscilou entre misto e fibrilar nesse tempo experimental, sendo que o grupo Il apresentou

n=3 com padréao fibrilar.

De modo semelhante ao colageno I, todos os grupos apresentaram aumento da
deposicao do colageno | no 14° dia, sendo que todos os espécimes dos grupos controle, | e 111
tiveram o escore 3 de preenchimento. Somente o grupo Il teve n=1 com escore 3 e n=2 com
escore 2. Quanto ao padrdo, este foi fibrilar em todos os animais dos grupos controle, 1 e 11l e

em dois animais do grupo Il.

Aos 14 dias, a fibronectina subjacente a membrana basal subepitelial estava
descontinua em n=2 do grupo controle e em todos os animais dos grupos | e Il. Porém no
grupo I, n=2 animais demonstraram marcacdo continua. A distribuicéo foi dispersa em todos
0s animais avaliados. Quanto ao escore de preenchimento na derme papilar, este foi muito
variado entre 0s grupos, mas somente o grupo | apresentou n=2 animais com 0 escore mais
baixo de preenchimento (0-30%). O padrdo prevalente foi 0 misto em todos 0s grupos, exceto
no grupo |, onde prevaleceu o padrdo reticular. Os aspectos da expressdo imuno-histoquimica

para esta proteina estdo representados na figura 6.

Neste tempo experimental, todos os grupos evoluiram com a marcagdo continua e

acima de 50% da laminina em membrana basal epitelial, com espessura mista em n=2 animais
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dos grupos controle, 1 e I1l. A distribuicdo da laminina na membrana basal subepitelial em
todos os grupos, independente do tempo experimental, pode ser visualizada na tabela 3.

Tabela 3 — Percentual de marcacdo, continuidade e espessura da laminina na membrana basal
subepitelial. Salvador, Bahia, 2014.

Grupos Controle n (%) Grupo | n (%) Grupo Il n (%) Grupo lll n (%)

% de marcagao

< 50% - 1(11) - -
>50% 9 (100) 8 (89) 9 (100) 9 (100)
Continuidade

Continua 7(78) 3(33,3) 6 (66,6) 9(74,7)
Descontinua 2(22) 6 (66,6) 3(33,3) -
Espessura

Delgada 1(11) 1(11) - -
Espessa - - 4(44,4) 5(55,5)
Mista 8 (89) 8 (89) 5(55,5) 4 (44,4)

A marcacdo da laminina na membrana basal dos vasos foi semelhante em todos os
grupos em todos 0s tempos experimentais: >50%, continua e espessa, conforme pode ser
visualizado na tabela 4.

Tabela 4 — Percentual de marcacdo, continuidade e espessura da laminina na membrana basal
vascular. Salvador, Bahia, 2014.

Grupos Controle n (%) Grupo | n (%) Grupo Il n (%) Grupo lll n (%)

% de marcagao

<50% - - - -
>50% 9 (100) 9 (100) 9 (100) 9 (100)
Continuidade

Continua 9 (100) 9 (100) 9 (100) 9 (100)
Descontinua - - - -
Espessura

Delgada - - - -
Espessa 7 (78) 9 (100) 9 (100) 9 (100)
Mista 2(22) - - -
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A marcacao da fibronectina subjacente a lamina basal subepitelial e na MEC, em todos

0S grupos experimentais, independente dos tempos de morte dos animais, pode ser

visualizada na tabela 5.

Tabela 5 — Distribuigdo da fibronectina subjacente & membrana basal epitelial e na MEC. Salvador,

Bahia, 2014.
Grupos Controle n (%) Grupo | n (%) Grupo Il n (%) Grupo lll n (%)
Membrana Basal
Localizagdo
Subepitelial 8 (89) 7 (78) 8* (89) 8 (89)
Vascular - - - -
Ambas 1(11) 2(22,2) - 1(11)
Continuidade
Continua 3(33,3) 2(22,2) - 2(22,2)
Descontinua 6 (67) 7 (78) 8* (89) 7 (78)
Matriz Extracelular
Localizagao
Focal 1(11) - - 1(11)
Dispersa 8(89) 9 (100) 9 (100) 8 (89)
% de preenchimento
0-30% 1(11) 3(33,3) 5 (55,5) 2(22,2)
31-60% 5 (55,5) 3(33,3) 4 (44,4) 5 (55,5)
>60% 3(33,3) 3(33,3) - 2(22,2)
Padrao
Reticular 3(33,3) 4 (44,4) 5 (55,5) 2(22,2)
Fibrilar - - - -
Misto 6 (67) 5 (55,5) 4 (44,4) 7 (78)

*um animal foi desconsiderado nesse grupo, em relagdo a esse parametro.

Por fim, a distribuicdo dos coldgenos tipos | e 11l foi comparada entre 0s grupos de

acordo com os tempos experimentais (Figura 1).
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Figura 1: Distribuigdo dos colagenos I e 11l nos grupos experimentais, de acordo com os tempos de
morte dos animais.

Os grupos também foram estatisticamente comparados independentemente do tempo
experimental e observou-se maior quantidade de colageno tipo Il nos grupos controle, Il e
I11, quando comparados ao grupo | (p<0.05). Em relacéo ao colageno tipo I, os grupos | e 1lI
apresentaram uma maior deposicdo dessa proteina em relacdo ao grupo 1l e esta diferenca foi
estatisticamente significante (p<0.05). Porém ndo houve diferenga estatisticamente
significante na deposicdo do colageno | entre os grupos | e 11l e o grupo controle, como pode

ser observado na figura 2.

Além disso, um maior preenchimento por fibronectina foi descrito para o grupo IlI
guando comparado ao grupo Il (p<0.05). A comparacdo entre 0S grupos experimentais,

independente do tempo de morte, esta descrita na figura 2.
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Figura 2: Comparacao dos escores dos colagenos Il e | e fibronectina entre 0s grupos experimentais,
independente dos tempos experimentais.
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Quanto ao padréo de marcagédo da laminina na lamina basal subepitelial, o grupo I se
mostrou com um padrdo de descontinuidade e esse resultado foi significante quando esse

grupo foi comparado com os grupos controle, Il e 111 (p<0.05), como pode ser visualizado na

figura 3.
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Figura 3: Comparacéo do padrdo de continuidade da laminina na lamina basal subepitelial entre os
grupos, independente dos tempos experimentais.
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Figura 4: Imunodeteccdo do colageno Ill. Todos os grupos apresentaram evolucdo da deposicdo de
coléageno tipo 111, contudo o grupo | (laser) apresentou a menor deposi¢do dessa proteina em todos 0s
tempos experimentais (p<0.05). A: grupo controle trés dias; B: grupo controle sete dias; C: grupo
controle 14 dias; D: grupo | (laser) trés dias; E: grupo | sete dias; F: grupo | 14 dias; G: grupo Il
(biomembrana de celulose Nexfill®) trés dias; H: grupo Il sete dias; I: grupo Il 14 dias; J: grupo Il
(laser associado & biomembrana de celulose Nexfill®) trés dias; K: grupo I sete dias; L: grupo 111 14
dias. Observa-se um maior paralelismo entre as fibras no 14° dia em todos 0s grupos experimentais.
Todas as imagens — Original, HRP, 40X.
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Figura 5: Imunodeteccdo do colédgeno I. Os grupos experimentais apresentaram evolugdo da
deposicdo de colageno tipo | de modo semelhante ao grupo controle. A: grupo controle trés dias; B:
grupo controle sete dias; C: grupo controle 14 dias; D: grupo | (laser) trés dias; E: grupo | sete dias; F:
grupo | 14 dias; G: grupo Il (biomembrana de celulose Nexfill®) trés dias; H: grupo Il sete dias; I:
grupo 1 14 dias; J: grupo 11 (laser associado & biomembrana de celulose Nexfill®) trés dias; K: grupo
I11 sete dias; L: grupo Il 14 dias. Observa-se um maior paralelismo entre as fibras no 14° dia em todos
0S grupos experimentais. Todas as imagens — Original, HRP, 40X.
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Figura 6: Imunodetecgdo da fibronectina. O grupo Il apresentou menor deposicdo de fibronectina
guando comparado aos outros grupos (p<0.05). A: grupo controle trés dias; B: grupo controle sete
dias; C: grupo controle 14 dias; D: grupo I (laser) trés dias; E: grupo | sete dias; F: grupo | 14 dias; G:
grupo Il (biomembrana de celulose Nexfill®) trés dias; H: grupo Il sete dias; I: grupo 1l 14 dias; J:
grupo 1 (laser associado & biomembrana de celulose Nexfill®) trés dias; K: grupo Il sete dias; L:
grupo 11 14 dias. Todas as imagens — Original, HRP, 40X.
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Figura 7: Imunodeteccdo da laminina. O grupo | (laser) apresentou significante marcacdo descontinua
da lamina basal subepitelial quando comparado aos outros grupos experimentais (p<0.05). A: grupo
controle trés dias; B: grupo controle sete dias; C: grupo controle 14 dias; D: grupo | (laser) trés dias;
E: grupo | sete dias; F: grupo | 14 dias; G: grupo Il (biomembrana de celulose Nexfill®) trés dias; H:
grupo Il sete dias; I: grupo Il 14 dias; J: grupo Il (laser associado & biomembrana de celulose
Nexfill®) trés dias; K: grupo Il sete dias; L: grupo 11l 14 dias. Todas as imagens — Original, HRP,
40X.
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6 DISCUSSAO

A utilizacdo do laser de forma terapéutica tem sido motivo de diversos estudos
experimentais e clinicos nas Gltimas décadas (Anneroth et al., 1988; Hall et al., 1994; Schaler
et al., 2000; Merli et al., 2005; Stein et al., 2005; Rocha Junior et al., 2006; Meireles et al.,
2008; Ribeiro et al., 2009; Martu et al., 2012; Nunez et al., 2012; Crisan et al., 2012). O maior
objetivo das pesquisas sobre a fotobiomodulacdo é confirmar a sua influéncia nos eventos
bioldégicos como angiogénese (Nunez et al., 2004; Meireles et al., 2008) e tempo de reparo de
lesGes de pele, feridas cronicas (Al-Watban et al., 2007) e queimaduras (Meireles et al., 2008;
Ribeiro et al., 2009; Fidrio et al., 2013).

Neste estudo, foi avaliado se a terapia com laser de fosfeto de indio-galio-aluminio de
A= 660nm, associada ou ndo ao uso da membrana de celulose NEXFILL®, poderia melhorar a
cicatrizacdo de queimaduras de segundo grau em um modelo animal. Para essa analise, foi
realizada a técnica imuno-histoquimica a fim de avaliar a formacdo de matriz extracelular
através da deposicdo de proteinas matriciais que desempenham papéis fundamentais no
processo de reparo da pele: colageno tipo 11, colageno tipo I, fibronectina e laminina.

O estudo do comportamento fisiopatoldgico das queimaduras representa, até o
presente momento, um grande desafio no que diz respeito ao estabelecimento de modelos
experimentais de inducdo que consigam reproduzir de forma fidedigna o comportamento
dessa agressao. Embora nédo seja o padrdo ouro para um estudo dessa natureza, o baixo custo e
a facilidade de manipulacdo dos ratos e camundongos compdem o modelo animal mais
amplamente empregado para esse fim (Schaler et al., 2000; Bayat et al., 2005; Meireles et al.,
2008)

A descricdo dos efeitos da laserterapia sobre os tecidos, denominada
fotobiomodulacdo, tem sido dificultada pela ndo uniformidade dos parametros experimentais
e variacdo nas analises. No que tange a aplicacdo desse tipo de energia luminosa de forma
terapéutica, existe uma grande variedade de trabalhos que utilizaram diferentes densidades de
energia (Pugliese et al., 2003; Bayat et al., 2005; Fiorio et al., 2013; Novaes et al., 2013),
comprimentos de onda (Al-Watban et al., 2007; Guirro et al., 2010; Crisan et al., 2012), doses
(Al-Watban; Delgado, 2005; Al-Watban et al., 2007; Guirro et al., 2010b) e diferentes
intervalos de aplicacdo (Bayat et al., 2005; Nunez et al., 2012).
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Recentemente, AlGhamdi et al. (2012) revisaram estudos publicados entre 1923 e
2010 que utilizaram o laser com o objetivo de estimular a proliferacdo de células em cultura.
Segundo esses autores, o laser aumenta a producdo de ATP, sintese de RNA e DNA,
melhorando a proliferacdo celular sem, no entanto, causar efeitos citotdxicos. Ainda segundo
essa reviséo, os resultados variam de acordo com a densidade de energia aplicada e com 0s
comprimentos de onda aos quais as células sdo submetidas. Esta anélise sugere que um valor
de densidade de energia de 0,5 a 4,0 J/cm? e um espectro visivel entre A= 600 a 700nm sdo

muito Gteis para melhorar a taxa de proliferacdo de vérias linhas celulares.

Além do comprimento de onda e dose, caracteristicas opticas dos tecidos também sao
relevantes em relacdo a interacdao entre as células e irradiacdo por laser, pois fatores como
composic¢do do tecido, pigmentacdo e contetdo de &gua irdo interferir na absorcéo (Coluzzi,
2004; Ribeiro et al., 2009; Pinheiro; Brugnera Janior; Zanin, 2010). Cromoforos presentes nos
tecidos como a melanina, adenina, hemoglobina e proteinas, apresentam-se mais ressonantes

com a radiacao laser emitida no espectro da luz vermelha (Poli, 2006).

Com base nesses aspectos, optou-se, neste estudo, pela utilizacdo do laser de fosfeto
de indio-galio-aluminio, o qual emite radiacdo com A=660nm. Portanto, um laser altamente

interativo com os tecidos que participam do processo de reparo epitelial.

Na etapa anterior deste projeto, cujo objetivo foi avaliar os aspectos morfologicos
teciduais nos grupos experimentais (Controle, Laser, Membrana de Biocelulose NEXFILL® e
Laser em associacio com a Membrana de Biocelulose NEXFILL®), os resultados
demonstraram que ndo houve interferéncia da acdo do laser isoladamente na aceleracdo do
reparo das lesdes de queimaduras induzidas no dorso dos ratos, inclusive o grupo | (Laser)
apresentou infiltrado inflamatério intenso predominante, principalmente a partir do sétimo dia
experimental (Anexo B) (Noia, 2009).

A mensuracdo da profundidade da queimadura é uma medida inexata. Entretanto, a
sua determinacdo clinica € necesséria para a indicacdo do tratamento correto e previsdo do
tempo de cura (Watts et al., 2001). Nas queimaduras de segundo grau, hd uma destruicédo
parcial da derme, com a presenca de eritema e bolhas, destruicdo da camada basal, mas com
células epidérmicas ao redor de seus foliculos (Latarjet, 1995). Em nosso estudo, a lesdo de
queimadura foi realizada levando-se em consideracdo recomendacdes do fabricante da
membrana de celulose microbiana NEXFILL®, que restringe o uso do material a lesdes

superficiais que ndo ultrapassem, em profundidade, os anexos cutaneos (Noia, 2009). Dessa
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forma, a reproducdo de um modelo queimadura de segundo grau com destruicdo da epiderme
e da derme papilar foi confirmada mediante avaliagdo histoldgica nos ensaios pilotos (Noia,
2009).

A obtencdo do modelo de queimadura do presente trabalho se assemelha ao protocolo
usado por Bayat et al. (2005), para obtencdo da queimadura de segundo grau. Entretanto ha
trabalhos na literatura que reproduziram queimaduras de terceiro grau em seus experimentos
(Meirelles et al., 2008; Nunez et al., 2012; Moraes et al., 2013) enquanto ha pesquisas que n&o
fazem referéncia alguma a profundidade da lesdo infligida (Schaler et al., 2000; Al-Watban;
Delgado, 2005; Dantas et al., 2011). Essa variedade nas metodologias empregadas contribui

para a dificuldade em encontrar resultados comparaveis e reprodutiveis entre os trabalhos.

Tradicionalmente, a avaliacdo do colageno tipo | e tipo Il fornece um importante
indicador da progressdo do processo de cura, uma vez que nas fases iniciais do reparo a
sintese de colageno tipo 111 predomina e é entdo substituida gradualmente por fibras colagenas
do tipo I, mais espessas, resistentes e predominantes no tecido normal (Gantwerker; Hom,
2012). Assim, determinar a proporcao de fibras de coladgeno tipo I em relacdo ao tipo Il
permite avaliar o nivel de remodelacdo e maturacdo do tecido reparado, o que por sua vez
indica 0 quanto este tecido se aproxima do tecido normal tanto histolégica quanto
funcionalmente. Considerando essas caracteristicas, sabe-se que as abordagens terapéuticas
que estimulam a sintese de colageno do tipo I, 0 que conduz a um aumento na maturacao do
tecido reparado, sdo estratégias potencialmente Uteis no tratamento de lesGes da pele
(Medrado et al., 2003; Pugliese et al., 2003; Liu et al., 2008).

No presente estudo, 0s grupos que receberam a terapia com laser isoladamente ou em
associacdo com a membrana de biocelulose NEXFILL® foram os que apresentaram a menor
deposicdo de colageno tipo Il no sétimo dia do experimento. Com a evolucdo do processo de
reparo, houve tendéncia de aumento da deposicdo de colageno I1l, com aumento dos escores
para todos os grupos. Entretanto, enquanto os grupos controle, 11 e Il apresentaram escore 3
em dois ou trés animais, o grupo | (laser) ndo apresentou nenhum animal com esse escore, e
esse resultado foi estatisticamente significante (p<0.05) na compara¢do com 0s outros grupos.
Esse resultado acompanha a tendéncia verificada por Noia (2009), segundo a qual houve
presenca de infiltrado inflamatério graduado como intenso no sétimo dia experimental, o que

pode estar relacionado ao resultado verificado com a imuno-histoquimica.
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Em relacdo ao colageno tipo I, todos os grupos se comportaram de modo semelhante,
pois houve evolucdo em relacdo a deposicao do colageno | & medida que o processo de reparo
evoluiu. Enguanto no terceiro dia do experimento poucos animais chegavam a apresentar
escore 1, aos 14 dias todos os animais dos grupos controle, | e 111 apresentaram escore 3 para
o col&geno 1, contra apenas um animal com esse escore no grupo Il. Quando o grupo Il foi
comparado aos outros, independente do tempo experimental, ele se mostrou com uma
deposicdo de colageno I significantemente menor (p<0.05). Apesar disso, os grupos | e I1l ndo
apresentaram diferencas na deposicdo do colageno I, quando comparados ao controle. O
padrdo das fibras também sofreu modificacdo do padrdo misto (reticular e fibrilar) para um
padrdo puramente fibrilar, em todos os grupos, demonstrando o preenchimento da ferida com

fibras coldgenas mais espessas.

Esses resultados sugerem que ndo houve influéncia positiva das terapias aplicadas na
deposicdo dos colagenos tipos I e I11. Inclusive, a avaliagdo dos resultados quanto ao colageno
I11 aponta para uma interferéncia negativa do laser no sétimo dia experimental. Esses achados
concordam com outros autores que ndo encontraram diferencas histoldgicas no processo de
reparo de lesdes quando o laser foi utilizado de forma terapéutica (Anneroth et al., 1988; Hall
etal., 1994; Schaler et al., 2000; Al-Watban; Delgado, 2005; Bayat et al., 2005).

Embora os parametros de irradiacdo utilizados no presente trabalho tenham sido
baseados em pesquisas que obtiveram resultados positivos quando da aplicacdo do laser no
reparo de queimaduras de terceiro grau (Meirelles et al., 2008) ou feridas cutaneas em animais
desnutridos (Pinheiro et al., 2004), neste estudo ndo foram verificados efeitos positivos da

laserterapia nas queimaduras de segundo grau induzidas em ratos utilizando tais parametros.

AlGhamdi et al. (2012) sugeriram uma densidade de energia entre 0,5 e 4 J/cm? como
Uteis para 0 aumento da taxa de proliferacdo de células em cultura. Segundo Pinheiro et al.
(2010), quando a luz laser incide em monocamadas de células em cultura, a conservacao da
polaridade e da coeréncia podem ser determinantes nos resultados bioldgicos, ocorrendo o
mesmo ao se irradiar uma Ulcera. Dessa forma, doses mais baixas de irradiacdo devem ser
aplicadas em mucosas, Ulceras ou feridas, diferentemente da pele integra, devido a
estratificacdo. Em uma ampla revisdo de trabalhos sobre fotobiomodulag¢do, Tuner e Hode
(1998) descreveram uma densidade de energia entre 1 e 4 J/cm? como a mais indicada no

reparo de feridas, sob o risco de o laser exercer um efeito inibitorio no processo de reparo.
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Nussbaum et al. (2009) trataram feridas cutaneas em ratos com laser vermelho (635
nm) nas fluéncias de 1 e 20 J/cm®. Foi avaliado o potencial bactericida do laser, assim como a
aceleracdo da atividade tecidual. As feridas irradiadas com 1 J/cm? cicatrizaram da mesma
forma que os controles. As que foram irradiadas com 20 J/cm? cicatrizaram piores que 0s
controles no terceiro dia. Com esta mesma dose de energia, 0s autores observaram um retardo
no fechamento da ferida no dia 19. Al-Watban e colaboradores (2007) avaliaram quatro
comprimentos de onda e quatro doses diferentes e concluiram que doses a partir de 20 J/cm?

levaram as menores taxas de cicatrizacdo na maioria dos comprimentos de onda avaliados.

Baseado nesses aspectos é possivel que a densidade de energia total de 20 J/cm?
utilizada no presente estudo, que poderia ter sido potencialmente benéfica em outras
condices, se revelou como uma quantidade excessiva de energia, ocasionando sobrecarga as

células e potencializando o processo inflamatorio.

Por outro lado, a divergéncia na literatura € marcante e pode-se encontrar trabalhos
que obtiveram resultados positivos com baixas densidades de energia como 4 J/cm? (Pugliese
et al., 2003), 1-4 J/cm? (Nunez et al., 2012), 3,8 J/cm? (Rocha Junior et al., 2009) e 5,5 J/cm?
(Crisan et al., 2012) bem como h& autores que utilizaram duas densidades de energia
diferentes de 3 e 30 J/lcm? e obtiveram resultados positivos com a aplicacdo dos dois

parametros (Novaes et al., 2013).

De modo geral, em todos os tempos experimentais e para todos 0s grupos houve um
maior escore de deposicdo para o colageno | em relacdo ao Ill. A substituicdo do colageno
tipo Il pelo tipo | e a mudanca do padrdo das fibras, que se tornaram mais espessas
(fibrilares) no dltimo dia do experimento, sdo indicadores de organizacdo, maturacdo e forca
ténsil da area cicatrizada e aconteceu em todos os grupos avaliados e de modo semelhante
(Liu et al., 2008; Gantwerker; Hom, 2012; Novaes et al., 2013).

A utilizacdo de curativos oclusivos em associacdo com a terapia com laser de baixa
intensidade ndo € frequentemente avaliada em trabalhos que estudam o efeito da
fotobiomodulacdo (Peplow et al.,, 2010), mas estudo recente de Dantas et al. (2011)
demonstrou que a combinacgéo de fototerapia com laser e curativos de feridas pode acelerar os
eventos biologicos (reepitelizacdo, formacdo de vasos sanguineos e deposicdo de fibras

colagenas) envolvidos no processo de cicatrizacdo de lesdes de queimaduras.
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Além de evitar a contaminacgdo, os curativos oclusivos tém sido utilizados para
aumentar a taxa de cura, para manter a ferida Umida e protegida, para induzir o tecido de
granulacdo e para acelerar reepitelizacdo (Guirro et al., 2010(a)). No entanto, a
transmissividade do material que faz parte do curativo oclusivo pode interferir com a poténcia
do laser aplicado e, consequentemente, com a resposta terapéutica (Chen et al., 2001; Guirro
et al., 2010(a)), fazendo com que seja necessaria sua remoc¢ado frequente para a aplicacdo de
terapias, 0 que causa dor e lesdes no tecido. Assim, o curativo ideal é aquele que permite a

aplicacdo de terapias sem a sua remocao.

Guirro et al. (2010) realizaram um trabalho cujo objetivo foi identificar a
transmissibilidade de varios materiais curativos de feridas utilizados na pratica clinica quando
utilizada a laserterapia com trés comprimentos de onda. Concluiram que a membrana de
biocelulose BioFill® (atualmente NEXFILL®) apresentou os melhores resultados na
transmissibilidade da luz, o que ratifica o uso deste curativo no tratamento de feridas sem

prejuizo para a aplicacdo da terapia com laser.

Neste trabalho, os resultados semelhantes entre os grupos | (laser) e Il (laser em
associagcdo com a membrana de biocelulose NEXFILL®), observada através de analise imuno-
histoquimica, corroboram com os resultados do trabalho supracitado, pois demonstram que a

aplicacdo do curativo ndo interferiu na acdo do laser sobre os tecidos.

A avaliagdo da marcagdo da laminina, feita de acordo com Henriques et al. (2011),
demonstrou que o0s animais que receberam a terapia com laser isoladamente (grupo 1) foram
0S que apresentaram os piores resultados da analise em relacdo ao padrdo de continuidade,
quando este grupo foi comparado ao controle, 1l e Ill e esta diferenca foi estatisticamente
significante (p<0.05). A anélise morfoldgica realizada na etapa anterior deste projeto ja havia
demonstrado uma inflamac&o persistente no grupo tratado com laser, com edema persistente e

graduado como intenso na derme papilar (Noia, 2009).

Sabe-se que o processo inflamatorio interfere diretamente na dindmica da MEC e o
prolongamento da fase de inflamacéo € o principal fator que leva ao atraso da cicatriza¢éo ou
formacgdo de cicatriz impropria (Gantwerker; Hom, 2012). E possivel que esse padrio de
descontinuidade verificado no grupo tratado com laser seja atribuido a presenca desse
infiltrado inflamatdério na &rea analisada, acarretando a liberagdo de enzimas proteoliticas
responsaveis pela degradacdo de componentes teciduais no local (Quinderé et al., 2008;
Gurgel et al., 2010).
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Os grupos onde foi aplicada a membrana de celulose isoladamente ou em associagao
com o laser apresentaram resultados significantemente melhores que o grupo laser (p<0.05)
em relacdo a continuidade da marcacdo de laminina na membrana basal subepitelial. A
avaliacdo desses resultados isoladamente sugere que a aplicacdo da biomembrana de celulose
favoreceu a deposicdo dessa proteina. Esse resultado pode estar relacionado a sua
configuracdo nanoestrutural, que impede contaminacdo da area da ferida, restringe a perda de
fluidos e apresenta uma configuracdo Unica que mimetiza as propriedades da MEC, ligando-se
a agua e se comportando como um hidrogel que se integra ao tecido e permite a migracao
celular através de sua estrutura (Pecoraro et al., 2008; Petersen; Gateholm, 2011). Entretanto,
mais estudos utilizando a biomembrana de celulose no reparo de queimaduras se fazem
necessarios a fim de confirmar seus efeitos benéficos em relacdo a velocidade de
reepitelizacdo. No que tange a marcacdo da laminina na membrana basal vascular, todos os

grupos apresentaram resultados semelhantes.

A dinamica tridimensional de formacdo da MEC, bem como a ligacdo entre seus
componentes macromoleculares e celulares, tem sido apontada como o ponto chave do
processo de reparo de lesdes em qualquer tecido, inclusive em queimaduras. A formacéo de
uma matriz imatura de colagenos I e Il é dependente da rede de fibronectina proporcionada
pelas integrinas. O relacionamento entre fibronectina, fibroblastos e miofibroblastos é
fundamental para o balango entre formagdo de cicatriz e contragdo da ferida (Widgerow,
2012).

Dada a importancia do papel da fibronectina no processo de reparo, terapias que
possam desencadear aumento na sua deposicdo podem constituir importantes aliados desse
processo, principalmente quando se tratar de feridas que apresentem alguma dificuldade ou
retardo na cicatrizacdo. Entretanto, o presente trabalho ndo conseguiu verificar um efeito
bioestimulante do laser na deposicéo da fibronectina na area da ferida. Os grupos I, Il e 11l
apresentaram a marcacdo da fibronectina predominantemente descontinua nas proximidades
da membrana basal, quando comparados ao grupo controle, porém sem significancia

estatistica.

Quanto ao percentual de preenchimento e padrdo da fibronectina na MEC, os grupos
controle, I e 11l se comportaram de maneira similar. Em contrapartida, o grupo Il apresentou
0s piores resultados, com um menor percentual de preenchimento e um padrdo predominante

reticular, que significa uma menor densidade da fibra. Este aspecto precisa ser mais bem
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estudado, a fim de avaliar se a biomembrana de celulose pode interferir na biossintese dessa
glicoproteina.

Durante a andlise imuno-histoquimica, foi observada a expressdo de fibronectina no
tecido epitelial em diversas regifes (Figura 6). Alguns trabalhos na literatura ja apontaram os
ceratindcitos como células que também secretam e depositam fibronectina na matriz
pericelular (Kubo et al., 1984; Linnala et al., 1993; Kubo et al., 1994), sugerindo o papel
dessa importante glicoproteina também na ades&o intercelular do tecido epitelial.

Muitos parametros na aplicacdo do laser tém sido explorados, assim como muitas
possibilidades quanto ao seu efeito biomodulador, e ha disponivel na literatura uma série de
estudos que afirmam seus efeitos potencialmente benéficos no que tange a aceleracdo do
processo de reparo tecidual. Mas, a despeito disso, a grande variabilidade nas metodologias e
modos de avaliagdo dos resultados, apesar de constituirem parte do esforco cientifico para
compreender melhor o mecanismo de agdo dessa fonte de luz sobre os tecidos, tornam a
comparabilidade e reprodutibilidade das pesquisas, por vezes, dificil. Assim, os resultados
aqui obtidos ndo contradizem os efeitos benéficos da laserterapia, mas dao luz a necessidade
da conducéo de novas pesquisas na tentativa de estabelecer os melhores parametros para sua

utilizacéo.

Quanto & biomembrana de celulose NEXFILL®, esta ja é amplamente reconhecida por
seu papel e aplicabilidade como curativo de feridas na area médica (Pitanguy; Salgado;
Maracaja, 1988; Peixoto; Santos, 1988). Embora nossa pesquisa tenha verificado que néo
houve superioridade do grupo tratado com a biomembrana em relacdo ao tempo de
reepitelizacdo, na comparacdo com o grupo controle, as suas caracteristicas intrinsecas a
mantém como curativo de feridas ideal. Por promover alivio da dor de forma quase imediata
quando aplicada sobre lesbes abertas, diminuir penetracdo de bactérias no ambiente da ferida,
além de outras caracteristicas previamente citadas nesse trabalho, a biomembrana pode
diminuir o tempo de internacdo hospitalar e melhorar a qualidade de vida dos afetados por
queimaduras durante sua recuperacéo (Pecoraro et al., 2008).

Finalmente, se faz necessaria a realizacdo de mais pesquisas de modo a conseguir
determinar qual o protocolo mais indicado para obter os melhores resultados com a associagédo
dessas duas terapias, bem como estabelecer consensos internacionais de avaliagéo do efeito do

laser em varios modelos de doencas humanas.
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7 CONCLUSAO

- Em relacdo a acdo do laser isoladamente (grupo 1) na dindmica de deposicdo dos colagenos
Il e I, bem como no padrdo das fibras colagenas (fibrilar e/ou reticular) e aceleracdo do
reparo das lesdes de queimaduras induzidas no dorso dos ratos, ndo foi observada uma agao

benéfica dessa terapia.

- Houve uma tendéncia de maior deposi¢cdo de colageno tipo Il nas feridas tratadas com
membrana de biocelulose isoladamente (grupo 1) ou associada a laserterapia (grupo I11), ja no

tempo de 7 dias, quando esses grupos foram comparados com o grupo laser (grupo I).

- A continuidade da marcacdo de laminina na membrana basal subepitelial nos grupos Il e 1lI,
sugere que a membrana de celulose isoladamente ou em associa¢cdo com o laser favoreceu a

reepitelizacdo de queimaduras de segundo grau.

- A aplicagdo da membrana de biocelulose isoladamente reduziu a preenchimento da ferida

por fibronectina.
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ANEXO A - Protocolo do modelo experimental

Os 64 ratos albinos da espécie Rattus norvegiccus, classe Mammalia, ordem Roedentia,
da linhagem Wistar, machos, jovens, sadios, idade aproximada de dois meses e com 150-
200gr de peso, foram provenientes do Biotério de Experimentacdo Animal do Centro de
Pesquisas Gongalo Moniz, FIOCRUZ, Bahia. Até a realizacdo dos procedimentos cirdrgicos,
0s animais permaneceram em gaiolas individuais forradas com maravalha, que foi renovada
ciclicamente. A alimentacdo foi livre e padronizada (Labina®) e a &gua ad libitum. A
temperatura média foi de 22°C com ciclo claro/escuro de 12h em condigdes normais de
umidade.

Foram realizados cinco ensaios pilotos a fim de que fosse alcancada a temperatura ideal
do instrumento indutor da ferida de 4 cm? bem como do tempo de aplicacdo desse
instrumento aquecido sobre o tecido cutaneo, de modo a se obter uma queimadura de segundo
grau padronizada. A obtencdo da queimadura de segundo grau foi confirmada com exame
histopatolégico apds cada ensaio piloto. Uma vez determinados os parametros de
tempo/temperatura, 0s animais foram anestesiados com uma injecdo intraperitoneal de
solucdo 1:1 de cloridrato de quetamina (75mg/kg) e xilazina (10mg/kg). Apos a fase
anestésica, seguiu-se a tricotomia manual, antissepsia com lodo Polivinilpirrolidona e, ent&o,
aplicacdo do instrumento aquecido sobre o tecido, a uma temperatura de 100°C, aferida por
um termbémetro de mercurio, com duracdo de 0,5 segundos, medido com o auxilio de um
cronometro digital.

Apo6s a indugdo da queimadura, os animais receberam uma dose de dipirona sddica
liquida por via oral, ajustada de acordo com o peso dos mesmos. Os animais foram, entdo,
divididos em grupos de acordo com o tipo de tratamento proposto para cada grupo: Grupo
Controle, submetidos apenas a queimadura de segundo grau; Gl, submetido a queimadura de
segundo grau e tratados com laser; Gll, submetido a queimadura de segundo grau e tratados
com membrana de celulose bacteriana Nexfill®; GlII, submetidos & queimadura de segundo
grau e tratados com laser associado & membrana de celulose bacteriana Nexfill®.

Os animais alocados nos grupos Gl e GIII foram irradiados com laser de fosfeto de
indio-galio-aluminio (AlGalnP) com os seguintes pardmetros: A 660nm com dose de 20J/cm?,
40mW, @ = 4mm, t=125s. A aplicacdo do laser se deu imediatamente apds a inducdo da
queimadura, seguida de uma irradiacdo a cada 48h até um dia antes da morte dos animais.

Para a aplicacdo da biomembrana no grupo GllI, foi feito debridamento da ferida para
remocdo da epiderme comprometida e exposicdo do tecido subcutaneo tréfico. Apds o
preparo do leito da ferida, a biomembrana foi aplicada sob a forma de fragmentos de 2,5 x 2,5
cm.

A morte dos animais para cada grupo com 16 animais se deu as 24h (n=4), 3 dias (n=4),
7 dias (n=4) e 14 dias (n=4) e foi realizada individualmente por asfixia em cdmara de CO,,
Ap0s a constatacdo da auséncia de sinais vitais, as amostras de tecido foram removidas com
auxilio de lamina de bisturi com profundidade de aproximadamente 3 mm e margem de
seguranca de 5 mm além dos limites da lesdo. ApOs a remogdo, 0s especimes foram
preparados para processamento histolégico.
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ANEXO B - Analise Morfoldgica

Os casos onde a morte dos animais ocorreu as 24 horas do experimento apresentaram,
na derme reticular, infiltrado inflamatorio polimorfonuclear graduado como intenso, como se
segue: grupo controle= 100%, I= 75% e IlI= 75%. O Grupo Il ndo seguiu o padrdo dos
demais e apresentou 75% (n=3) dos casos com infiltrado inflamatério graduado como
moderado. Na derme papilar, neste mesmo tempo experimental, houve predominancia de
células inflamatdrias caracteristicas de um processo agudo. O infiltrado inflamatério de grau
moderado foi apresentado por todos os casos dos grupos controle e I, 50% (n=2) do Il e 75%
(n=3) do Ill. Houve discreto edema em 50% (n=2) dos casos dos grupos Controle e Il e edema
moderado em todos os casos do grupo | (n=4). O grupo Il ndo apresentou edema em 50%
(n=2) dos exemplares. Com relacéo as alteracbes das bordas epiteliais, ainda as 24 horas do
experimento, os grupos | e Il apresentaram 75% dos casos com edema intracelular
(degeneracéo hidropica) discreto. Espongiose foi verificada apenas nos grupos Il (25%, n=1)
e Il (75%, n=3). Exocitose discreta foi observada em todos os animais do grupo Controle e
em 25% (n=1) do grupo II. A exocitose foi intensa em 75% (n=3) dos animais do grupo 1l e
ausente no grupo I. Todos os animais de todos os grupos apresentaram a ferida coberta pela
crosta fibrinoneutrofilica neste tempo experimental.

Aos trés dias do experimento, na derme papilar, células inflamat6rias do processo
agudo estavam presentes em 75% (n=3) dos grupos Controle, Il e 11l. O grupo | apresentou
infiltrado misto. A graduacdo foi discreta em todos 0s grupos. Quanto a presenca de edema,
0s grupos | e Il apresentaram em todos os casos. Porém o edema estava ausente em 100%
(n=4) do controle e 75% (n=3) do grupo I1l. Na derme reticular, aos trés dias do experimento,
metade dos animais dos grupos Controle, | e Il (n=2) apresentou infiltrado inflamatorio
agudo. Porem em 75% (n=3) do grupo lll, este infiltrado estava ausente. A quantidade de
celulas inflamatdrias foi discreta em todos os animais do grupo I, 50% (n=2) do Controle e
grupo Il e ausente em 75% (n=3) do grupo Ill. Acantose discreta foi percebida em 100%
(n=4) dos grupos Il e Il e acantose moderada em 100% (n=4) do Controle e 50% (n=2) do
grupo |. Degeneracdo hidrdpica foi moderada em 50% (n=2) dos casos do grupo | e grupo IlI
e 75% (n=3) do Controle. Essa mesma alteracdo inflamatéria foi predominantemente discreta
no grupo Il. A espongiose foi discreta no grupo Controle, ausente em todos os animais (n=4)
dos grupos | e 11 e em 75% (n=3) do Ill. Aos trés dias ainda, apenas o grupo Il apresentou
todos os animais (n=4) com a ferida parcialmente coberta pela membrana fibrinoneutrofilica.
Todos os espécimes ja apresentavam pelo menos 50% de regeneracdo epitelial neste tempo
experimental.

No sétimo dia experimental, na derme papilar, todos os animais do grupo |
apresentaram infiltrado inflamat6rio de natureza mista, contra 50% (n=2) dos grupos
Controle, Il e I11. Quanto ao edema, este foi intenso em 100% (n=4) do grupo I, discreto em
50% (n=2) do controle e Il e ausente no IlIl. Na derme reticular, o infiltrado inflamatorio
esteve ausente nos grupos Controle, Il e I1l. Porém apresentou-se como cronico em todos 0s
animais do grupo I, que também apresentou edema moderado em 75% (n=3) de seus animais.
A acantose esteve ausente no grupo Il e moderada em 50% (n=2) do Controle e em 75%
(n=3) do I e Il. Degeneracdo hidropica, espongiose e exocitose foram pobremente percebidas
neste tempo experimental. Quanto & presenca da crosta fibrinoneutrofilica, 100% (n=4) dos
casos do grupo | apresentavam a crosta em toda a extensao da superficie da ferida, contra 50%
(n=2) do II, enquanto 100% do grupo Il apresentavam cobertura apenas parcial. O grupo
Controle apresentou n=2 com cobertura parcial e n=2 sem cobertura. Ainda em relagcéo ao
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sétimo dia experimental, todos os animais dos grupos controle, Il e 11l apresentaram-se com
regeneracdo epitelial completa, contra 75% (n=3) do grupo I.

No 14° dia do experimento, na derme papilar, o infiltrado inflamatorio foi classificado
como cronico ou misto. Quando discreto, houve a seguinte distribuicdo: Controle e 1l com
100% (n=4) cada e |1 com 75% (n=3). O edema estava ausente no Il, mas foi discreto em
100% (n=4) do Controle e 11l e em 75% (n=3) do I. A acantose estava totalmente ausente no
grupo Controle e na metade (n=2) do grupo Ill. Entretanto, os grupos I e Il apresentaram-se
com metade dos espécimes com acantose discreta e a outra metade com acantose moderada
em ambos os grupos. Neste tempo experimental, apenas os animais do grupo 11 apresentaram
crosta parcial em todos os animais, enquanto os animais dos outros grupos experimentais
apresentaram auséncia da crosta. Ja no 14° dia do experimento, todos os espécimes haviam
completado a reepitelizacéo.
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