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RESUMO

Os hormonios tireoidianos influenciam o desenvolvimento e crescimento de
diversos orgaos e tecidos, e garantem as demandas metabolicas que interferem no
reparo tecidual. O objetivo deste trabalho foi verificar a influéncia da fototerapia
Laser (40mW,10J/cm2, ¢ 0,04cm? ,CW,Twin Flex Evolution, MMoptics®, S&o Carlos,
SP) no reparo tecidual de ratos hipotireoidianos. Setenta e dois ratos Wistar albinus
foram divididos em dois grupos experimentais: Grupo eutireoidiano (E) e grupo
hipotireoidiano (H). O hipotireoidismo foi induzido através da tireoidectomia. Cada
grupo foi dividido em subgrupos: controle (sem laser) e grupos laser (irradiados). Em
seguida, os ratos foram submetidos a anestesia geral para confeccado de feridas
cutdneas dorsais, excisionais, padronizadas em l1cmxlcm. Os grupos foram
subdivididos em EC e HC sem tratamento adicional e EL e HL irradiados pelo
protocolo supracitado, imediatamente apds o ato cirdrgico e a cada 48 horas durante
3, 7 ou 14 dias. Os ratos foram mortos por aprofundamento anestésico, 0s
espécimes foram processados pela técnica de coloracdo de rotina Hematoxilina /
Eosina (H/E) e imunoistoquimica para avaliacdo do padrdo dos componentes da
matriz extracelular fibronectina, colageno | e lll, e imunopositividade dos anticorpos
a-SMA e FSP1. Os dados foram estatisticamente analisados e o0s resultados
demonstraram que o hipotireoidismo retardou o processo de reparo quando
comparado ao grupo eutireoidiano, causando o prolongamento do processo
inflamatério (p=0.015), o atraso na reepitelizacdo (p=0.036), manutencdo na
deposicdo de colageno Il (p=0.01) em detrimento a deposicdo de colageno |
(p=0.021) que promove maior forca ténsil ao tecido. Além disso, retardou a
diferenciacdo miofibroblastica e imunomarcacdo de células a-SMA. Quando a
laserterapia foi utilizada, pode-se verificar os efeitos biomodulatérios no tecido dos
ratos hipotireoidianos. Houve reepitelizacdo nos estagios mais iniciais do processo
de reparo (p=0.046), além de melhora no processo inflamat6rio (0.015), maior
deposicado de colageno tipo | (p=0.021) e neoformacéo vascular (0.046). Diante dos
dados encontrados, conclui-se que o hipotireoidismo modificou o padréo as feridas
dos ratos e que a fotobiomodulacado a laser contribuiu favoravelmente para melhorar
0 processo cicatricial, principalmente nas fases iniciais.

Palavras chaves: hipotireoidismo, cicatrizacdo de feridas, laserterapia,
miofibroblastos e matriz extracelular.



ABSTRACT

Thyroid hormones influence the development and growth of various organs and
tissues, and guarantee as metabolic demands that interfere in tissue repair. The
objective of this study was to verify the influence of laser phototherapy (40mw, 10J /
cm?, ¢ 0.04cm2, CW, Twin Flex Evolution, MMoptics®, S&o Carlos, SP) on the tissue
repair of hypothyroid rats. Seventy-two Wistar albinus rats were divided into two
experimental groups: Euthyroid group (E) and hypothyroid group (H). Hypothyroidism
was induced through thyroidectomy. Each group was divided into subgroups: control
(without laser) and laser groups (irradiated). The rats were submitted to general
anesthesia for the manufacture of dorsal, excisional, standardized skin wounds at
lcm x 1cm. The groups were subdivided into EC and HC without further treatment
and EL and HL irradiated by the aforementioned protocol after the surgical procedure
and every 48 hours for 3, 7 or 14 days. Rats were killed by anesthetic deepening, the
specimens were processed by routine staining technique Hematoxylin / Eosin (H / E)
and immunohistochemistry to evaluate the pattern of components of extracellular
matrix fibronectin, collagen | and Ill, and immunopositivity of a- SMA and FSP1. The
data were statistically analyzed and the results showed that hypothyroidism delayed
the repair process when compared to the euthyroid group, causing prolongation of
the inflammatory process (p=0.015), delayed reepithelialization (p=0.036),
maintenance of deposition of collagen 11l (p = 0.01) in detriment to the deposition of
collagen | (p = 0.021) that promotes greater tensile strength to the tissue. Also, delay
the myofibroblastic differentiation and immunostaining of a-SMA cells. When laser
therapy was used, it was possible to verify the biomodulatory effects in the tissue of
the hypothyroid rats, there was reepithelializationof the earliest stages of the repair
process (p = 0.046), as well as an improvement in the inflammatory process (0.015),
a greater deposition of collagen type I (p = 0.021) and vascular neoformation (0.046).
According to the data, it is concluded that hypothyroidism modified the pattern as
wounds of rats and that a laser photobiomodulation contributed favorably to improve
the cicatricial process, especially in the initial phases.

Keywords: hypothyroidism, wound healing, laser therapy, myofibroblasts and
extracellular matrix.
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1. INTRODUCAO

A cicatrizacdo tecidual € um processo fisiolégico normal que substitui o tecido
lesionado e envolve as trés continuas, sobrepostas, mas bem ordenadas fases:
inflamagéo, proliferagdo e remodelagdo. Nesse processo, interagem uma variedade
de células, citocinas, fatores de crescimento e moléculas da matriz extracelular, logo

apos a leséo tecidual (Beldon et al., 2010, Barrientos et al., 2008).

Fatores exdgenos e enddgenos podem retardar os mecanismos de reparo
(Eissa & Wasil., 2017; Uzéda et al., 2016; Paraguassu et al., 2014; Kilik et al., 2010)
ou alterar a integridade do tecido e predispor as condi¢des patoldgicas. Por isso, é
fundamental que haja um processo completo e eficiente da cicatrizacdo da ferida,
garantindo, desta forma, o bem-estar dos individuos (Guo & DiPietro, 2010;
Schweinberger & Roukiis, 2009).

Os hormonios tireoidianos tém um importante papel no desenvolvimento e
crescimento de 6rgaos e tecidos e exercem uma ampla variedade de efeitos que séo
essenciais para a manutencdo da qualidade de vida (Hayat et al., 2016; Antonini et
al., 2013). O desequilibrio nas concentracbes destes horménios pode ocasionar o
seu excesso ou a sua falta e, portanto, afetar diversos sistemas biolégicos (Chang et
al., 2014; Petel et al., 2016).

O retardo na cicatrizacdo de feridas € um dos prejuizos que tem sido
observado no pés-operatério de pacientes hipotireoidianos, sejam eles submetidos a
tireodectomia total (Nassif et al., 2008; Natori et al.,1999), a radioterapia na regido
de cabeca e pescoco (Miller & Agrawal, 2009) ou induzidos ao hipotireoidismo por

drogas antitireoidianas (Ramalho et al., 2010; Hayat et al., 2010).

Desta forma, a hipofuncdo da glandula tireoide pode estar relacionada ao
advento de complicacbes pré e pos-operatorias. Estudos clinicos e experimentais
tém demonstrado que, devido ao fato dos horménios tireoidianos estarem envolvidos
no processo de cicatrizacdo através da estimulacdo da proliferacéo fibroblastica e
sintese de colageno (Safer, 2013; Natori, 1999). A cicatrizacdo das feridas pode ser

prejudicada no hipotireoidismo, devido a menor deposicdo de colageno e,
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consequentemente, prolongamento da fase proliferativa do reparo (Paraguassu et
al., 2014; Nassif et al., 2008).

Na busca pela melhora no resultado das intervencbes cirargicas que
necessitem de um reparo tecidual adequado, varias modalidades terapéuticas tém
sido pesquisadas no intuito de modular o processo cicatricial (Rettinger et al., 2017;
Uchinaka et al., 2017; Shen et al., 2017, Kim et al., 2013; Liem et al., 2013). Neste
contexto, a incorporacao da fototerapia a laser tem sido amplamente difundida em
inUmeras areas biomédicas com o propdsito de acelerar o processo de cicatrizacao,
em especial de tecidos em que a cicatrizacdo esta sendo comprometida pela
associacdo de disturbios sistémicos (Eissa et al., 2017; Uzéda e Silva et al., 2016;
Paraguassu et al., 2014, Pires-Oliveira et al., 2010; Pinheiro et al., 2009).

O uso da fototerapia tem apresentado grande relevancia na cicatrizacdo de
feridas devido aos efeitos biomodulatérios promovidos aos tecidos, pois € capaz de
aumentar a sintese de colageno, angiogénese, além de estimular a diferenciacédo
miofibroblastica nas fases iniciais da cicatrizacao (Akilbekova, Boddupalli & Bratlie,
2017; De Castro et al., 2014, Colombo et al., 2013). A hipofuncéo tireoidiana
comprovadamente interfere negativamente no reparo tecidual (Zimmermann et al.,
2009; Konstantinos & Zografos, 2006) e os beneficios da laserterapia em modelos
de hipotireoidismo ja foram demonstrados (Paraguassu et al. 2014, Ramalho et al.,
2010).

Na fase proliferativa do reparo, inicia-se o processo de contracdo da ferida
realizado pelos miofibroblastos, células mesenquimais de formato fusiforme ou
estrelado que exibem propriedades intermediarias de fibroblastos e de células da
musculatura lisa (Gabbiani et al., 1971; Klingberg, Hiz, White, 2013; Elliot et al.,
2012). Estas sdo células chave no processo de reparo tecidual, por promover a
contracao através do direcionamento das bordas da ferida para o centro (Bochaton-
Piallat, Gabbiani, Hiz et al., 2016; Hinz et al., 2012, Gabbiani, 2003).

Embora os miofibroblastos sejam essenciais no processo de reparo, a
persisténcia destas células na ferida pode promover uma deposi¢cdo aumentada de
matriz extracelular e formacao de fibroses (Desmoulie’Re, Chaponnier & Gabbiani,
2003). Ja tendo sido relatado o desenvolvimento de cicatrizes hipertroficas em
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pacientes com hipertireoidismo (Zhang et al., 2016; Woller et al., 2016). Em
contrapartida, ndo ha estudos que avaliem a atividade dos miofibroblastos no reparo

tecidual de hipotireoidianos.

Nos ultimos anos, avancos tem sido feito no entendimento do perfil de
expressao dos componentes da matriz extracelular (MEC) (Kibe et al., 2017; Sabol
et al., 2012) e das caracteristicas bioldgicas do miofibroblasto e a sua participacédo
nos processos bioldgicos e patolégicos (Bochaton-Piallat, Gabbiani, Hiz et al., 2016;
Gabbiani, 2003). Entretanto, alguns questionamentos persistem e, compreender
como o processo de reparo tecidual pode ser modulado é essencial para o
adequado processo de cicatrizacao. Desta forma, o objetivo deste trabalho é avaliar,
através de analise histolégica e imunoistoquimica a acdo da fototerapia laser na
expressdo de componentes da matriz extracelular e no perfil miofibroblastico de

ratos hipotireoidianos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 CICATRIZACAO TECIDUAL

A pele € o maior 6rgao do corpo de vertebrados, e desempenha papel crucial
na regulacdo térmica, defesa orgéanica, controle do fluxo sanguineo e funcdes
sensoriais. Aliado a isso, sua integridade € necesséria para criar uma barreira de
protecdo contra injurias do meio ambiente (Rettinger et al., 2017; Sabol et al., 2012).
Disfuncdes no processo de cicatrizagcdo da pele podem resultar em problemas

cosmeéticos, desordens metabdlicas e infeccdes letais (Li et al., 2014).

7

O processo de reparo tecidual pela cicatrizagdo € um mecanismo de
sobrevivéncia que se inicia imediatamente ap0s a injuria tecidual, pelo qual o tecido
destruido ou danificado € removido e a integridade é restaurada. (Beldon, 2010).
Este é um processo complexo, dindmico e interativo que envolve uma série de
eventos incluindo quimiotaxia, divisdo celular, neovascularizagédo e sintese de matriz
extracelular. Estes eventos sdo regulados pela integracdo de mediadores como
plaquetas, células inflamatérias, citocinas, fatores de crescimento e moléculas da

matriz extracelular (Andreoli et al., 2014; Klingberg, Hinz & White 2013).

A cicatrizacdo tecidual progride em uma sequéncia temporal de fases
envolvendo, resposta inflamatéria, proliferacao celular, angiogénese e remodelacéo
(Guo & Dipietro, 2010). Para a cicatrizacdo normal de feridas, a sequéncia temporal
destes eventos deve ser mantida. Interrupgdes, defeitos e prolongamento de uma
destas etapas pode causar atraso na cicatrizacdo ou o ndo fechamento da ferida
(Uzéda e Silva et al., 2016). Este tem sido um problema de saude publica mundial,
especialmente em pacientes com problemas de salde sistémicos que interferem no
processo de cicatrizagao. Por isso, diversos estudos séo realizados mundialmente
na tentativa de fornecer um adjuvante para a cicatrizacdo destes grupos de
pacientes (Eissa et al., 2017; Uzéda e Silva et al., 2016; Paraguassu et al., 2014,
Pires-Oliveira et al., 2010; Pinheiro et al., 2009)
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A producdo e organizacdo dos componentes da MEC €& uma parte
fundamental para o reparo tecidual (Sousa et al.,, 2014; Bielefeld et al., 2011
Lenselink, 2015) (Figura 1). A MEC sofre dinamica interagcdo com as células e, além
de oferecer suporte, também é essencial para a adesao, motilidade, crescimento e
diferenciacao celulares. Em feridas cutaneas cronicas, o atraso da cicatrizagéo pode
ser atribuido a composicédo defeituosa da MEC e remodelacédo ineficiente (Magnes,
2007; Nagase, Visse & Murphy, 2006).

0 5 10 15
Tempo (dias) |4 } } }
Matriz provisoria Tecidode granulagdo  Tecido cicatricial
MEC fibrina Fibronectina colageno
fibronectina coldgeno
Hemostasia Reconstrugdo do tecido Remodelacdo do tecido
Eventos Inflamagdo Deposi¢do de matriz Contrag¢do da matriz
Migracdo celular Angiogénese Maturagdo celular e morte

& W

Plaquetas Macréfagos Fibroblastos Miofibroblastos
Células ) Neutréfilos S
’ ‘ ) Queratinocitos
Monécitos Células
endoteliais

Figura 1 - Eventos da cicatrizacado tecidual. Uma linha de tempo da cicatrizacao de feridas é
mostrada com a deposicao de MEC, o recrutamento de diferentes tipos de células e a

ocorréncia dos principais eventos (Adaptado de Midwood et al., 2004).
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2.1.1 INFLAMACAO

Imediatamente apds a ocorréncia da ferida, inicia-se 0 extravasamento
sanguineo que preenche a area lesada com plasma e elementos celulares,
principalmente plaquetas, ocorrendo assim a vasoconstriccdo, agregacao
plaguetaria e deposicdo de fibrina para a formacdo do coagulo (Guo & Dipietro,
2010; Monaco & Lawrence, 2003). As plaquetas presas no coagulo liberam citocinas
pré-inflamatérias e fatores de crescimento, como o fator de crescimento
transformante Beta (TGF-[3), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF),
fator de crescimento fibroblastico (FGF) e o fator de crescimento epidérmico (EGF)
gue iniciardo a cascata de cicatrizacdo da ferida pela ativacdo de fibroblastos,
células endoteliais e macréfagos. O coagulo também fornece uma matriz provisoria
rica em glicoproteinas adesivas como a fibronectina, essencial para migragao celular
(Beldon, 2010; Enoch & Leaper, 2007).

O coagulo, formado pelo processo de hemostasia, evita que mais fluidos e
eletrdlitos sejam perdidos pela ferida e limita a contaminacao pelo ambiente exterior.
O processo de cicatrizacdo ndo pode prosseguir até que a hemostasia esteja
finalizada. Quando o sangramento é controlado, células inflamatérias migram para a
ferida e promovem a fase inflamatéria, que € caracterizada pela infiltracdo
sequencial de neutrdfilos, macrofagos e linfécitos (Guo & Dipietro, 2010; Monaco &

Lawrence, 2003).

Uma das principais fun¢des da inflamacéo é levar células inflamatorias para a
area lesionada; elas fagocitam bactérias, fragmentos celulares e corpos estranhos
para que o processo de reparo possa continuar (Al-Watban & Zhang, 2004; Monaco
& Lawrence, 2003). As primeiras células a chegarem ao local sdo os neutrdfilos,
atraidos pelos agentes quimiotaticos liberados pelas bactérias (ou células lesadas).
No 2° a 3° dia, os neutréfilos comecam a desaparecer por apoptose ou fagocitose
pelos macrofagos. O processo de limpeza da ferida é continuadamente realizado
pelos mondcitos que estdo presentes desde o inicio da inflamagéo e se diferenciam
em macrofagos, sendo estas as células mais importantes na fase final do processo

inflamatorio (Beldon et al., 2010).
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Uma vez ativado, o macréfago € responsavel pela liberacdo de fatores de
crescimento (PDGF e TGF-B) responséaveis pela proliferacdo que atraem o0s
fibroblastos e as células da musculatura lisa para dentro da ferida, como também
células endoteliais que participardo do processo de angiogénese (Beldon, 2010; Guo
& Dipietro, 2010). Qualquer inibicdo na funcdo dos macréfagos retarda a cicatrizagcao
das feridas, conduzindo a um pobre debridamento da ferida, atraso na proliferagéo
de fibroblastos, angiogénese e fibrose inadequados. O resultado da fase inflamatoria
€ o controle da inflamacao e o estabelecimento de um leito de ferida limpa. Esta fase

dura aproximadamente 3 dias (Beldon, 2010; Enoch & Leaper, 2007).

2.1.2. PROLIFERACAO

A fase proliferativa geralmente segue e se sobrepde a fase inflamatoria, e é
representada pela proliferacdo e migracdo epitelial sobre a matriz proviséria no
interior da ferida. Este processo é caracterizado principalmente pela angiogénese,
formacéo do tecido de granulacdo, deposicdo de colageno, epitelizacdo e contracao
da ferida (Yong & Mcnaught, 2011). Esta fase se inicia no 3° dia até a segunda
semana depois da injaria, e o ambiente celular e as células inflamatorias,
inicialmente presentes na matriz proviséria, sdo substituidas por fibroblastos e

células endoteliais (Monaco & Lawrence, 2003).

Os queratindcitos sdo o0s principais componentes celulares da epiderme,
sendo essenciais na reepitelizacdo da ferida. Durante a cicatrizacdo, 0s
queratinécitos sdo submetidos a migracdo, proliferacdo e diferenciacdo, a fim de
manter a integridade da barreira da pele (Shen et al.,, 2017). Os estimulos que
iniciam a ativacdo do queratinécito incluem fatores de crescimento e citocinas
(Monaco & Lawrence, 2003). O fator de crescimento epidérmico (EGF) € um dos
fatores de crescimento mais bem caracterizados na cicatrizagao de feridas na pele.
Nas feridas agudas, o EGF é principalmente secretado por plaquetas, macréfagos e
fibroblastos e é regulado imediatamente apds a injaria ao tecido. A liberacédo de EGF
estimula a proliferagcdo e migracdo das células epiteliais, contribuindo assim para

reepitelizacao (Kusewitt et al., 2009; Haase et al., 2003).
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Os fibroblastos s&o o tipo celular mais abundante no reparo tecidual. Eles
proliferam e migram para a matriz extracelular provisoria da ferida oriundos dos
fibroblastos presentes nos tecidos adjacentes, ou pela transformacdo de células
mesenquimais indiferenciadas ao redor da area, que influenciadas pelas citocinas,
podem se transformar em fibroblastos (Willamsom & Harding, 2004; Monaco &
Lawrence, 2003). A proliferacdo € estimulada por uma variedade de citocinas, sendo
as mais importantes o PDGF e TGF-B (Yong & Mcnaught, 2011; Enoch & Leaper,
2007).

Uma vez no interior da ferida, os fibroblastos produzem proteinas da matriz
como a fibronectina e o &cido hialurbnico e, mais tarde, o colageno
e proteoglicanos. Estes componentes ajudam a construir uma nova matriz
extracelular dando suporte a migracao celular, essencial para o processo de reparo
(Agren & Werthen, 2007). Recentemente, os fibroblastos tém sido identificados
através da proteina especifica de fibroblastos 1 (FSP1), este marcador, também
referido com S100A4, foi descoberto em 1995 e pertence a superfamilia das
proteinas de ligacdo ao calcio citoplasmatico S100. Ele é reativo em fibroblastos de

diferentes 6rgdos em remodelagéo e no estroma tumoral.

A formacdo dos novos capilares, a partir de vasos preexistentes
(angiogénese), € responsavel pelo fornecimento de oxigénio, especialmente na
producdo de energia por meio de ATP e nutrientes necessarios ao metabolismo
celular no local. Nesta fase as células consumem 3 a 5 vezes mais oxigénio do que

em fases de repouso no ciclo celular (Monaco & Lawrence, 2003).

Os fibroblastos produzem uma larga quantidade de colageno e adquirem um
fendtipo miofibroblastico, caracterizado pelo aumento na expressdo de actina de
musculo liso (SMA). Os miofibroblastos podem surgir a partir da diferenciacdo de
uma célula mesenquimal indiferenciada ou de fibroblastos, os quais, se transformam
em miofibroblastos através da interagdo com a matriz extracelular e influenciados
por citocinas como o TGF-B, PDGF, FGF (Elliot et al., 2011; Hinz et al., 2007). Estas
células exercem papel importante na promo¢do da contracdo da ferida (Enoch &
Leaper, 2007).
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2.1.2.1 Miofibroblastos

Os miofibroblastos foram descritos pela primeira vez na cicatrizacdo de
feridas na pele por Gabbini et al. (1971) quando postularam que estas células eram
responsaveis pelo fenébmeno da contracdo da ferida. Desde entdo, células
morfologicamente semelhantes aos miofibroblastos foram descritas em muitos
tecidos e, predominantemente em processos patoldgicos, sendo a sua presenca um
marcador de fibroses e cicatrizes hipertéficas (Bochaton-Piallat, Gabbiani, Hinz,
2016; Gabbiani et al, 2003).

Posteriormente verificou-se que o0s miofibroblastos s&o, na verdade,
fibroblastos que adquirem a capacidade de expressar a actina de musculo liso, um
microfilamento que compde o citoesqueleto de todas as células musculares lisas de
mamiferos, células mioepiteliais, e é particularmente abundante em células
musculares lisas de paredes dos vasos, tendo importante fungcédo contratil (Santana
et al., 2015; Andreoli et al., 2014; Elliot et al., 2011). Os miofibroblastos possuem
reticulo endoplasmatico rugoso e aparelho de Golgi bem desenvolvidos, resultado
da sintese e secrecdo de citocinas, hormonios, mediadores inflamatorios, fatores de
crescimento e proteases. Untraestruturalmente, os miofibroblastos estao
organizados sob a forma de feixes de filamentos de a-SMA conectados aos
complexos de adesdo especializados que se localizam na superficie celular,
denominados fibronexos, caracteristicamente observados em miofibroblastos
(Eyden, 2008).

O anticorpo alfa actina de musculo liso (a-SMA) reage especificamente com a
isoforma de actina de musculo liso a. E por isso, através deste marcador, é possivel
guantificar os miofibroblastos presentes na lesédo, e este é considerado o melhor
marcador miofibroblastico (Santana et al., 2015; Andreoli et al., 2014; Elliot et al.,
2011; Ribeiro et al., 2009). Recentemente, Desai et al. (2014) demonstraram que o
tratamento de células tronco mesenquimais com TGF-B desenvolve um fendtipo
miofibroblastico com alta expressdo de a-SMA e que o contrario também pode ser
modulado, e 0 uso do bFGF pode reverter o fenétipo miofibroblastico, o que seria

uma estratégia favoravel para o desenvolvimento de terapia antifibroticas.
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Embora os primeiros conhecimentos dos miofibroblastos tenha sido referido a
sua funcdo no processo de cicatrizacéo, atualmente, sabe-se que os miofibroblastos
desenvolvem funcbes muito importantes ndo s6 na reparacdo de tecidos, mas

também na progressao tumoral (Eyden, 2008).

2.1.2.2 Componentes da Matriz extracelular

As macromoléculas que compdem a MEC desempenham funcdes
importantes e distintas e a sua organizacdo € um processo dinamico cuja
composicdo é modificada durante os processos fisioldgicos e patoldgicos (Andreoli

et al., 2014, Labat-Robert, 2012; Agren & Werthen, 2007).

A fibronectina € uma glicoproteina encontrada em todos os tecidos e é
essencial em diferentes interacbes célula - MEC. Ela desempenha papel
fundamental na estruturacdo tridimensional da MEC fornecendo conex&o para as
células através de receptores, como as integrinas. Além da adesédo, ela também
atua na migracdo de fibroblastos, quimiotaxia de mondcitos, regulacdo do
crescimento celular e expressao génica (Lenselink, 2015, Sousa et al., 2014). De
acordo com Bielefeld et al. (2011), a expressao diminuida da fibronectina promove
uma desregulacéo na atividade dos fibroblatos e com isso promove uma cicatrizagao

insatisfatéria das feridas.

A molécula de fibronectina existe sob duas formas pincipais: fibronectina
plasmatica e a fibronectina celular. A fibronectina plasméatica é uma proteina soluvel,
sintetizada pelos hepatdcitos, que se liga a fibrina auxiliando na estabilizacdo do
coagulo. Ela preenche as lacunas das lesGes e atua como substrato para deposicao
de MEC e formacdo de matriz proviséria nos estagio inicial da cicatrizacdo das
feridas (Agren & Werthen, 2007). A forma celular da fibronectina € uma proteina
insolavel, produzida por fibroblastos, células endoteliais e queratindcitos, importante

para a formacéo do tecido de granulagéo (Lenselink, 2015; Midwood et al., 2004).

7

No inicio do processo de cicatrizagdo, a matriz € composta de proteinas
derivadas em grande parte das plaquetas e do plasma. Com a migracdo dos
macrofagos até a ferida e a subsequente formacdo de tecido de granulacdo, os

componentes da MEC sdo manufaturados pelas células in situ. A MEC de tecidos
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cicatriciais passa, na verdade, por mudancas muito rapidas. A fibrina do tampéao, por
exemplo, € substituida por fibronectina e &cido hialurénico e depois por colageno I
e | (Labat-Robert, 2012; Agren & Werthen, 2007).

Uma das proteinas mais abundantes da MEC é o colageno, correspondendo
a 25% da composicdo total de proteinas dos mamiferos (Oliveira et al., 2017). Os
diversos tipos de tecido conjuntivo devem suas caracteristicas especificas ao tipo de
colageno que possuem, sua quantidade e a outros componentes distribuidos na
MEC.

Os colagenos fibrilares englobam os tipos I, I, 1ll, V, Xl presentes em pele,
mucosas, 0ss0s, ligamentos, cartilagem, vasos e 6rgdos. Os coldgenos associados
as fibrilas com tripla hélice ininterrupta agrupam os tipos IX, Xl e XIV, XIX, XX e XXI
localizando-se sobre os colagenos fibrilares e ligando-os entre si e a outros
componentes da MEC, sendo encontrados em cartilagens, tenddes, vasos e
ligamentos (Ferreira et al., 2012; Chung & Uitto, 2010). O coldgeno Tipo IV é
organizado em um entrelacamento dentro das membranas basais, enquanto o Tipo
VI forma microfibrilas distintas e o Tipo VIl forma fibrilas de ancoragem (Oliveira et
al., 2017).

O papel do colageno na cicatrizacdo de feridas tem sido bem difundido,
estando em destaque os colagenos do tipo | e Il (Maligliere et al., 2017; Slavskovky
et al.,, 2011; Busnardo & Biondo-Simdes, 2010). Desta forma, a secrecdo de
componentes da MEC, como fibronectina e colageno pelos fibroblastos durante a
fase proliferativa é crucial para o sucesso do reparo tecidual, pois essas moléculas
Sd0 necessarias para reestabelecer a forca mecanica da ferida (Bielefeld et al.,
2011).

2.1.3 REMODELACAO

A terceira e ultima fase do processo de cicatrizacdo é a remodelacdo. Esta é
uma tentativa de recuperagdo da estrutura tecidual normal e sua principal

caracteristica é a deposicao de colageno na ferida (Agren & Werthen, 2007)
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A sintese e a remodelacdo da matriz extracelular é iniciada simultaneamente
ao desenvolvimento de tecido de granulagdo e continua por longos periodos
(Bielefeld et al, 2010; Midwood et al., 2004). Na fase inicial da cicatrizacdo, ha
deposicao abundante de colageno tipo Ill, mais tarde, este vai sendo gradativamente
degradado e substituido pelo colageno tipo I, que muda a conformacao de fibras
paralelas dispostas aleatoriamente para entrelacadas e organizadas (Maligliere et
al., 2017; Slavskovky et al., 2011; Busnardo & Biondo-Simdes, 2010).

A degradacao de colageno é realizada pela acdo das metaloproteinases da
matriz (MMP), que representam a maior classe de enzimas responséaveis pela
degradacdo da MEC. Por esse motivo, essas enzimas estdo envolvidas em varios
processos patoldgicos sistémicos (Araujo et al., 2010; Chen et al., 2007). A atividade
dessas enzimas é regulada, principalmente, através de inibidores proteicos teciduais
denominados inibidores de metaloproteinases (TIMPs). As MMPs e seus inibidores
determinam a arquitetura da MEC (Nagase,Visse & Murphy, 2006).

Como o decorrer do processo, as atividades celulares vao diminuindo com
reducdo do fluxo sanguineo, regressdo no crescimento de capilares, reducdo da
atividade de macréfagos e fibroblastos, sendo que estes comecam a desaparecer do
local da ferida por mecanismos de emigracdo ou apoptose. Esta finalizacdo de
atividade celular leva a formagé&o da cicatriz (Mendonga & Coutinho-Neto, 2009).

A formacdo de cicatrizes hipertroficas ou fibroses € caracterizada pela
desregulacdo no processo normal e a persisténcia dos miofibroblastos na ferida,
com o consequente acumulo de MEC e contragéo do tecido, levando a deformacéo
e alteracdo das suas funcbes normais. (Klingberg, Hinz & White, 2013;
Desmoulie’'Re, Chaponnier & Gabbiani, 2005).

Nas ultimas décadas, varias pesquisas tém sido realizadas com o intuito de
identificar mecanismos capazes de interferir nesta complexa cadeia de eventos do
processo de reparo (Zhong et al., 2010). Além destes fatores intrinsecos ao
organismo, algumas condi¢cdes locais ou sistémicas podem contribuir para o
prolongamento destas fases, e desta forma, agravar o reparo (Guo & Di Pietro,
2010).
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Vascularizacdo inadequada, infeccdo, presenca de trauma, sao alguns dos
fatores que podem influenciar diretamente no reparo (Tandara & Mustoe, 2004).
Aliado a isso, condicbes como diabetes ndo controlada, anemia, obesidade,
desnutricdo, hipotireoidismo e idade sédo outras situacfes que podem contribuir para
o retardo no reparo tecidual (Uzéda e Silva et al., 2016; Pinheiro et al., 2009;
Schweinberger & Roukis, 2009).

2.2 TIREOIDE, SINTESE E SECRECAO DOS HORMONIOS TIREOIDIANOS

A tireoide € uma glandula que compdem o sistema enddcrino, disposta por
dois lobos, em formato de borboleta, localizada nas regifes laterais e anterior da
tragueia, e mantém intimo contato com as glandulas paratireoides (Patel et al.,
2013). Assim como as outras glandulas do sistema enddcrino, a tireoide recebe
estimulacdo do eixo hipotadlamo-hipofise para desempenhar sua atividade. Sendo
uma das maiores glandulas enddécrinas, no adulto, normalmente pesa de 15 a 20
gramas e secreta dois horménios principais, a triiodotironina (T3) e a tiroxina (T4)
(Safer, 2013; Garber et al., 2012).

A sintese dos horménios tireoidianos compreende uma série de reacbes
bioguimicas especificas que estdo intimamente relacionados com a organizacao
histol6gica do tecido tireoideano (Carvalho & Dupuy, 2017; Brent, 1994). Os foliculos
tireoidianos, unidade funcional da tireoide, s&o estruturas revestidas por uma
monocamada de células epiteliais cuboides que secretam seus produtos para o
interior dos foliculos. Em seu interior, contém um coloide enriquecido com
glicoproteinas denominadas de tireoglobulinas, essas unidades sao responsaveis
pela sintese e armazenamento dos principais horménios da tireoide (Carvalho &
Dupuy, 2017; Wissig, 1963).

A funcéo enddcrina da glandula tireoide tem fundamental importancia para a
regulacdo metabodlica no organismo. E para que haja a formacdo adequada dos
horménios tireoidianos, é necessaria a ingestdo de niveis consideraveis de iodo da
dieta (Garber et al., 2012). O iodeto ingerido € absorvido pelo trato gastrointestinal e
atinge as membranas plasmaticas através da circulacdo sanguinea. Este é

capturado pelas células foliculares e encaminhados ao coloide; a captacdo de iodeto
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pela tireoide é influenciada por diversos fatores, dos quais 0 mais importante é o
estimulo pelo horménio estimulante da tireoide (TSH) (Mezzomo & Nadal, 2016;
Marsili et al., 2011)

A tireoglobulina é a principal glicoproteina produzida pelas células
tireoidianas, correspondendo a maior parte do conteudo proteico da glandula. Ela é
sintetizada no reticulo endoplasmético e aparelho de Golgi e liberadas por exocitose
para o coloide folicular. Cada molécula de tireoglobulina contém aminoacidos de
tirosina, que sao os principais substratos combinados ao iodo para a biossintese dos

hormonios tireoidianos (Carvalho & Dupuy, 2017; Wing, 1963).

ApGs a conversao dos ions iodeto para uma forma oxidada de iodo, este se
conjuga com a tirosina unicamente ou duplamente, formando as monoiodotirosinas e
diiodotirosinas. Continuadamente, cada vez mais moléculas de iodotirosina se
acoplam umas as outras. Quando ocorre o acoplamento de uma molécula de
monoiodotirosina com uma molécula de diiodotirosina obtém-se a triiodotironina
(T3). Quando ocorre a unido de duas moléculas de diiodotirosina obtém-se a
tetraiodotironina (T4), que é o principal produto hormonal desta reacdo (Carvalho &
Dupuy, 2017; Cioffi et al., 2013).

Quando secretados, cerca de 93% dos hormdnios sao formados de tiroxina e
apenas 7% por triiodotironina. Entretanto, aproximadamente metade da tiroxina é
lentamente convertida em T3 através de uma familia enzimatica, denominada
desiodases. Ambos apresentam semelhante importancia do ponto de vista funcional,
mas o T3 apresenta atividade bioldgica de trés a quatro vezes maior que o T4, pois
este é o principal hormonio transportado e utilizado pelos tecidos (Chang et al.,
2014, Patel et al., 2013).

Devido a alta afinidade das proteinas plasmaticas de ligacdo dos hormonios
tireoidianos estas substancias sao liberadas lentamente para as células teciduais
(Hayat et al.,2010; Ritchie et al.,, 2003). Ao penetrar nas células, ambos os
horménios se ligam novamente as proteinas intracelulares e sdo novamente
armazenadas. As mitocondrias sdo consideradas o maior compartimento de T3, por
iISSo como sugerido por Sterling et al., em 1975, a agdo do hormdnio tireoidiano nédo

€ apenas no nucleo, mas também na mitocondria e, por isso pode afetar diretamente
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a atividade mitocondrial, aumentando o nimero e a atividade desta organela, o que
eleva a taxa de formacdo de ATP para fornecer energia para as funcoes celulares
(Wrtuniak-Cabello et al., 2017; Cioffi et al., 2013).

Os hormonios tireoidianos sdo fundamentais nos processos metabdlicos do
individuo, podendo aumentar em até 70% a capacidade metabodlica basal do
organismo. Desta forma, agem em quase todas as células do corpo e influenciam
nas reacdes de sintese e degradacdo de proteinas, lipidios e carboidratos, e na
modulacdo de vitaminas e outros horménios (Westmuckett et al, 2013, Hayat et
al.,2010). E tem um forte impacto no sistema cardiovascular, nervoso, muscular e na
regulacdo do peso corporal. Ao contrario, quando sua producdo cessa a taxa
metabdlica cai quase até a metade do normal (Ritchie et al., 2003). Assim, quaisquer
alteracdes nos niveis de horménios produzidos acarretam em mudancas nos tecidos

e sistemas do organismo como um todo.

2.3 HIPOTIREOIDISMO

As disfungcbes da tireoide s&o consideradas como algumas das
endocrinopatias mais importantes, por causarem problemas em uma grande parcela
da populacdo em todo o mundo. Estas podem ocorrer na forma de hipotireoidismo
ou hipertireoidismo (Patel et al., 2013, Jongh et al., 2011). O hipotireoidismo é
caracterizado pela deficiéncia ou auséncia dos horménios tireoidianos T3 e T4,
podendo ocorrer em individuos de todos as idades e afetar diversos 6rgdos e
sistemas O hipertireoidismo, ao contrario, € caracterizado pelo excesso na producao
dos horménios (Chang et al., 2014; Hayat et al.,2010).

O hipotireoidismo pode apresentar trés diferentes classificacbes em relacéo
ao nivel da desordem (primario ou secundario — ocorre por disfungédo central da
regulacdo endocrina), quanto ao momento da apresentacdo (Congénito ou
adquirido) e em consideragdo da gravidade (clinico ou subclinico) (Safer et al., 2013,
Patel et al., 2013, Garber et al., 2012).

O hipotireoidismo primario ocorre quando as alteracdes sao provenientes da

tireoide, com consequente aumento do TSH a fim de estimular a glandula a produzir
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seus hormdnios que encontram-se diminuidos. Pode ser consequéncia da
deficiéncia na ingestdo de iodo, do tratamento de neoplasias malignas através da
irradiacdo da regido do pescoco, tireidectomia parcial ou total, atrofia idiopatica da
glandula, tireoidite autoimune crénica ou a um efeito secundario devido ao uso de
medicamentos. Ja o hipotireoidismo secundario é caracterizado pela deficiéncia de
TSH devido a insuficiéncia hipotalamo — hipofiséria (Brenta et al., 2013; Gaitonde,

Rowley & Sweeney, 2012)

Estudos experimentais associados a disfuncéo tireoidiana e alteracbes no
metabolismo e desenvolvimento do corpo s&o baseados na supressédo da producao
de hormdénio promovendo um estado de hipotireoidismo. Os modelos de inducéao do
hipotireoidismo mais utilizados consistem na técnica da tireoidectomia, com a
realizacdo da dissecacdo da glandula tireoide (Patel et al. 2013). Bem como 0 uso
de drogas antitireoidianas como o propilitiouracil (PTU) e o metimazol (MMI) que
inibem a sintese destes hormdnios (Uzéda e Silva et al., 2017, Jesus et al., 2015,
Hayat et al., 2010).

Os sinais clinicos dos portadores de hipotireoidismo refletem o carater
multissistémico da patologia, sdo sinais inespecificos e de intensidade que pode
variar de leve a grave. A sintomatologia frequentemente encontrada nos pacientes
pode incluir: bradicardia, letargia, fraqueza, sonoléncia, sudorese, palidez da pele,
perda de cabelo, palpitacdes, sensacdo de frio e diminuicdo da sudorese (Brenta et
al.,, 2013, Garber et al., 2012). Além de predisposicdo a doencas cardiacas,
obesidade e arterosclerose (Hayat et al, 2010; Natori, 1999). Estes sinais s&o
reflexos do metabolismo reduzido e a gravidade dependera do inicio da doenca
(Safer et al., 2013, Patel et al., 2013).

O atraso na cicatrizacdo de feridas devido ao hipotireoidismo vem sendo
relatado desde a década de 60, quando Kawaleswsk et al. (1967) avaliaram a
cicatrizacdo de ratos através da tireoidectomia e demonstraram que ha a reducao da
sintese de colageno causada pelo hipotireoidismo. Estes resultados estimularam os
estudo seguintes que avaliaram se essa deficiéncia metabodlica esta associada
apenas a fase de remodelacdo do processo cicatricial ou também aos estagio mais
iniciais do processo (Safer et al., 2013). Recentemente, foi demonstrado que o

hipotireoidismo interfere em diferentes estagios do reparo tecidual e o retardo em
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uma fase pode interferir, sequencialmente, nas fases seguintes, o que compromete

a efetividade da cicatrizagcéo (Paraguassu et al., 2014).

2.4 LASER

O Laser € uma forma de radiacéo eletromagnética ndo ionizante e acrénimo
para: Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation. Apresenta
propriedades Unicas que o diferencia de outras fontes de luz, tais como
monocromaticidade, coeréncia e colimacéo, sendo a base para as aplicagcbes com

finalidade terapéutica (Carrol & Humphreys, 2006).

A monocromaticidade é uma importante propriedade do laser, pois esta
relacionada a emissao de radiacdo em um unico comprimento de onda direcionado a
um fotorreceptor especifico que absorve seletivamente diferentes comprimentos de
onda. A coeréncia refere-se ao sincronismo entre as ondas propagadas durante a
irradiacdo; significa que, as ondas de luz sdo na mesma fase em termos de tempo e
espaco. E a colimacdo € o paralelismo dos feixes de luz emitido que permite a
obtencéo de alta densidade de energia em pequenos pontos (Tanzi, Lupton & Alster,
2003).

Pensava-se que a coeréncia fosse imprescindivel para a acdo do laser no
tecido. Porém, Karu em 1983, ap6s comparar o efeito entre fonte de luz coerente e
incoerente sobre o crescimento celular, observou que o efeito estimulante na sintese
do DNA ocorreu independente da coeréncia da luz utilizada, sugerindo que a
coeréncia nao é importante para o efeito fotobiolégico do laser. Hoje, o uso do LED
(Diodo emissor de luz), uma luz ndo coerente, tem sido utilizado nas pesquisas,
principalmente devido ao seu baixo custo e facil manuseio e tem demonstrado
favorecer o fechamento da ferida e na reepitelizacdo nos estagios iniciais do
processo de reparo (Paraguassu et al., 2013).

Os primeiros efeitos bioldgicos da luz laser foram descobertos na década de
60 por Endre Mester. Desde entédo, e devido a multiplicidade de acdes que o laser
tem demonstrado, tem suscitado pesquisadores de todo o mundo a investir nas

investigagdes dos beneficios do uso do laser como método de tratamento nas mais
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variadas questdes relacionadas a saude. O laser apresentou atividade na diminuigdo
da resposta inflamatéria (Rabello et al., 2006), na neoformacdo de vasos
(Goncalves, et al, 2006), e no estimulo a proliferacao fibroblastica (Mendez et al,
2004), promovendo a regeneracdo musculoesquelética (Shefer et al, 2001), nervosa

(Moges et al., 2011) e a reparacao 0ssea (Weber et al., 2006).

Os Lasers apresentam duas classifica¢des, os de alta poténcia ou cirargicos e
0os de baixa poténcia, baixa intensidade ou terapéuticos (Coluzzi, 2004). Os
primeiros sdo usados em tratamentos cirdrgicos, permitindo o corte, a vaporizacéo e
a coagulacdo dos tecidos. Os lasers de baixa poténcia atuam promovendo a
analgesia, antiinflamacao e a biomodulacao.

A fototerapia a laser, anteriormente aplicada somente nas areas médicas,
vem despertando cada vez mais o0 interesse da Odontologia. Seu uso ja vem sendo
testado para aplicacdo nas diversas especialidades odontolégicas, com 0 uso na
prevencao e tratamento da mucosite (De Castro et al., 2013), no pds operatoério de
exodontias (Escobar et al., 2010), hipersensibilidade dentinaria (kimura et al., 2000),
prévio ao preparo cavitario (Tanboga et al.,, 2011), promovendo o0 reparo 6Sseo
(Pires-Oliveira et al., 2010) e na aceleracdo do movimento ortodontico (Cruz et al.,
2004).

2.4.1. FOTOTERAPIA LASER

A incorporacdo da fototerapia a laser, também conhecida como laserterapia
de baixa intensidade (LTBI) ou fotobiomodulagdo, como opcéo terapéutica tem sido
amplamente difundida em inUmeras areas biomédicas, principalmente com objetivo
de modular a resposta inflamatéria e acelerar o processo de reparo tecidual (Uzéda
e Silva et al., 2016; Santana et al., 2015; Usumez et al., 2013).

A luz pode interagir com o tecido de quatro maneiras. A primeira é pela
transmissdo, quando ela passa pelo tecido, mas ndo causa nenhum efeito nele; a
reflexdo acontece quando a luz é refletida e ndo penetra no tecido; a dispersao é
quando a luz é espalhada dentro do tecido e a quarta maneira € a absorcao,

mecanismo da fotobiomodulacdo, que € a absorcédo dos fétons emitidos pela luz
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laser, promovendo, desta forma, um efeito sobre o tecido. Os componentes do
tecido que absorvem os fotons dependem, preferencialmente, do comprimento de

onda e sdo conhecidos como cromoforos (Carrol & Humphreys, 2006).

Considerando 0 espectro eletromagnético, 0s principais comprimentos de
onda utilizados na laserterapia de baixa intensidade entdo nos comprimentos de
onda vermelho (de 630 a 700nm) e infravermelho proximo (de 700 a 904nm)
(Vladimirov, Osipov & Klebanov, 2004). Em geral, a profundidade de penetracdo da
luz laser € maior com o aumento do comprimento de onda dentro do espectro de luz
visivel, tecidos mais superficiais sdo tratados com comprimentos de onda na gama
de 600-700 nm, e tecidos mais profundos utilizam comprimentos de onda mais
longos na gama de 780-950 nm (Chung et al., 2012, Mendez et al., 2004).

A principal razao para o uso das fontes de radiacdo nestes comprimentos de
onda é o fato da hemoglobina ndo absorver neste espectro de luz e, portanto, a luz
conseguir penetrar nos tecidos (Vladimirov, Osipov & Klebanov, 2003). O laser de
baixa intensidade atua sem aquecer, e ao invés disso, apés ser absorvido, ele induz
reacoes fotoquimicas nas células através da biomodulacdo, agindo nos processos

moleculares e bioguimicos que ocorrem normalmente nos tecidos (Lins et al., 2006).

ApoGs a insercdo do laser como uma modalidade terapéutica, surgiram 0s
guestionamentos sobre o seu mecanismo de acao tecidual. Nos estudos iniciais, 0s
autores limitavam-se a descrever apenas toda a cadeia respiratoria como
fotorreceptor (Karu, 1989). Mas atualmente, sabe-se que a acéo fotobiol6gica do
laser ocorre através da ativacdo da cadeia respiratéria da mitocbndria e que o
citrocomo c¢ oxidase, uma enzima da cadeia terminal da cadeia respiratoria

mitocondrial, é a molécula com func¢éo receptora (Karu et al., 2005).

A excitacdo do fotorreceptor inicia uma cascata de atividades celulares,
resultando assim na maior producédo de ATP. Pequenas mudancas no nivel de ATP
podem alterar significativamente o metabolismo celular, com isso, aumentar a
guantidade dessa energia pode promover a melhora no metabolismo celular,

especialmente nas células que estejam comprometidas (Wong-Riley et al., 2005).

De acordo com Karu 1989, o efeito da acao bioestimuladora do laser na célula
esta na dependéncia do estado fisiolégico da mesma antes da irradiagéao, isso pode
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explicar o porqué do efeito da bioestimulacdo nem sempre ser possivel. Neste caso,
se uma célula se encontra em seu estado normal, ndo ha estimulo para que o laser
aja sobre ela com um efeito terapéutico. Entretanto, se uma célula esta com déficit
funcional, este é o estimulo para a acdo do laser na tentativa de melhorar e

normalizar a atividade celular.

Os efeitos na célula sdo bastante diversificados, pois a fotobiomodulag&o atua
sobre diferentes tipos celulares. A interpretacdo dos resultados obtidos pelos
pesquisadores, nos diferentes estudos, torna-se complicada, pois a diversidade de
parametros utilizados como densidade de energia (dose), comprimentos de onda,
poténcias e tempos de tratamento, algumas vezes, dificultam as comparacoes.
(Posten et al., 2005).

Avaliando esta dificuldade em se comparar alguns dos parametros relatados
na literatura, Jenkins & Carroll em 2011 sugerem parametros relacionados ao
aparelho e ao tratamento que devem ser padronizados nos trabalhos com o mesmo
propésito, a fim de permitir reproducbes metodolégicas e comparacbes dos
resultados. Dentre os parametros mais importantes destacados pelos autores estéo:
comprimento de onda, poténcia, densidade de energia, parametros do pulso, area
do feixe, tempo de irradiacdo, numero de pontos irradiados, nUmeros de sessdes e

intervalo entre elas.

Ao longo dos anos, os estudos para avaliacdo da eficacia da irradiacéo laser
vem sendo desenvolvidos em diversos modelos animais e em estudos in vitro.
Embora as pesquisas de cultura de células possam ajudar a determinar o
mecanismo de acdo do LTBI, elas ndo podem reproduzir o complexo processo de
cicatrizacdo de feridas que ocorrem in vivo. Por isso modelos animais s&o 0s mais
utilizados nos estudos para avaliacdo deste evento biologico, proporcionando assim
uma simulacdo mais realista do efeito do laser sobre o tecido e, nestes casos, a
relativa facilidade de trabalhar com os roedores os tornam o modelo de escolha para

uso nas pesquisas cientificas (Posten et al., 2005).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o padréo de reparo em feridas cutaneas excisionais dorsais de ratos
hipotireoidianos e os efeitos da fototerapia laser (660 nm) com densidade de

energia de 10J/cmz2 no processo de cicatrizacdo tecidual.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar o efeito do hipotireoidismo e a influéncia da fototerapia Laser
(A660nm) no reparo tecidual em ratos, através da analise histolégica da
reepitelizacdo, do processo inflamatério, da proliferacdo fibroblastica, da
deposicao colagénica e da neoangiogénese nos periodos experimentais de 3,
7 e 14 dias.

Verificar o efeito do hipotireoidismo e a influéncia da fototerapia Laser
(A660nm) na cicatrizacdo tecidual em ratos, através da analise
imunoistoquimica dos componentes da matriz extracelular, fibronectina,

colageno lll e colageno |, nos periodos experimentais de 3, 7 e 14 dias.

Verificar o efeito do hipotireoidismo e a influéncia da fototerapia Laser
(A660nm) na cicatrizagdo tecidual em ratos, no perfil fibroblastico e
miofibroblastico, através da andlise da expressao imunoistoquimica do FSP1

e da a-SMA, respectivamente, nos periodos experimentais de 3, 7 e 14 dias.
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4. METODOLOGIA

4.1 CONSIDERACOES ETICAS DA PESQUISA

Este experimento em animais seguiu 0s principios éticos e legais de conduta
de experimentacdo animal do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal da Bahia (UFBA) sendo aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) desta Instituicdo, protocolo n°® 079/2015, de acordo com a LEI N°
11.794, de 8 de outubro de 2008.

4.2 AMOSTRA

Como modelo experimental desta pesquisa foram utilizados 72 ratos albinos
da espécie Rattus norvegicus, classe Mammalia, ordem Roedentia, da linhagem
Wistar, machos, com peso inicial entre 200 e 250g obtidos da Suprilab — Suprimento
de Laboratorios e Biotérios em Cachoeira/Ba

Os procedimentos e a manutencdo dos ratos foram realizados no biotério de
experimentacdo animal do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal
da Bahia. Os ratos foram mantidos em gaiolas plasticas apropriadas, em local livre
de ruidos, com condi¢cdes normais de umidade, temperatura média de 23°C e em
ciclo de 12h de luz-escuriddo. Cada gaiola foi forrada por maravalha, e substituida a
cada 48 horas, propiciando, assim, condi¢cdes favoraveis de higiene e preenchendo

0s requisitos fisico-quimicos para a saude e bem-estar dos animais.

4.2.1 DISTRIBUICAO DOS GRUPOS

Os ratos foram aleatoriamente divididos em dois grupos: Eutireoidiano (E) e
Hipotireoidiano (H). Ambos os grupos, foram divididos em 06 subgrupos, cada qual
com 06 ratos/grupo, avaliados em 3 tempos biolégicos pds-operatérios de acordo

com a condicédo sistémica, tempo experimental e protocolo de irradiacédo (Tabela 1).
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Tabela 1 Distribuicdo dos ratos de acordo com a condi¢ao sistémica, tempo experimental e

protocolo de irradiagéo.

Grupos Protocolo de Irradiagao Periodo
(n=6) experimental (dias)
EC EU Controle (sem irradiacao) 3
EL EU Laser GaAlAs (A660nm, 40mW, 10J/cm?) 3
HC HIPO Controle (sem irradiagéo) 3
HL HIPO Laser GaAlAs (A660nm, 40mW, 10J/cm 2) 3
EC EU Controle (sem irradiacao) 7
EL EU Laser GaAlAs (A660nm, 40mW, 10J/cm?) 7
HC HIPO Controle (sem irradiagéo) 7
HL HIPO Laser GaAlAs (A660nm, 40mW, 10J/cm 2) 7
EC EU Controle (sem irradiacdo) 14
EL EU Laser GaAlAs (A660nm, 40mW, 10J/cm?) 14
HC HIPO Controle (sem irradiagéo) 14
HL HIPO Laser GaAlAs (A660nm, 40mW, 10J/cm 2) 14

4.3 TIREOIDECTOMIA

Para a inducdo do hipotireoidismo, foi realizada a retirada dos dois lobos da
glandula tireoide, através de ato cirargico, 15 a 20 dias antes do experimento. Os
ratos foram submetidos a anestesia geral, com injecdo intraperitoneal de cloridrato
de quetamina 10% (Cetamin®) e cloridrato de xilazina 2% (Xilazin®) na posologia de
80mg/Kg e 14mg/Kg, respectivamente, e colocados em decubito dorsal na mesa
cirirgica. Apés uma incisao longitudinal no pescoco, foram afastados a pele, tecido
subcutdneo e glandulas salivares submandibulares, expondo 0s musculos
esternomastoideo e esternohidideo. Esses musculos foram separados
cuidadosamente na linha mediana para melhor exposicao da traqueia e da glandula
tireoide e foram mantidos retraidos com pequenos afastadores. Em seguida, foi
seccionado o istmo da tireoide com o auxilio de duas pingas, e segurando

firmemente o coto do istmo tireoidiano, cada lobo da tireoide foi dissecado por tragao
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com o auxilio de um cotonete. A dissec¢do foi realizada com cuidado para evitar
lesdo do nervo recorrente, que passa entre cada lobo tireoidiano e a traqueia (Fig.
2). A lesao desses nervos leva a morte do animal por asfixia. Apés colocacao dos
musculos em posicéo, foi realizada a sutura da pele e aplicada, via intramuscular,
5.000 U.l. de penicilina e 10 mg de estreptomicina/100 g de peso corporal, uma
Unica dose (Pentabio6tico Veterinario Pequeno Porte — Fort Dodge).

Figura 2 (A) Exposicao da glandula tireoide, (B) Dissecagao dos lobos da glandula tireoide.

Durante a tireoidectomia ha um risco de lesdo das paratireoides do animal,
devido a intima associagdo das glandulas paratireoides ao tecido tireoidiano e do
seu tamanho extremamente pequeno. Porém, para evitar manifestacdo de
hipoparatireoidismo, 0s ratos comegaram a receber lactato de calcio a 1% nos
bebedouros, além do conteudo de célcio da racdo utilizada também ser elevado,

mantendo niveis normais de calcio sérico.

Os animais do grupo eutireoidiano foram submetidos a anestesia e
procedimentos  cirdrgicos iniciais exatamente idénticos aos  animais
tireoidectomizados.

Para avaliar a efichcia da tireoidectomia, foram determinadas as
concentracbes plasmaticas de Tse T4 no dia do experimento, e foi realizado o
acompanhamento do crescimento corporal do animal.
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Amostras de sangue do grupo eutireoidiano foram coletas nos mesmos
periodos que os do grupo hipotireoidiano, para efeito comparativo quanto a

normalidade dos niveis séricos deste hormonio entre 0s grupos.

4.4 AVALIACAO PONDERAL

O acompanhamento do peso corporal de cada rato foi realizado através de
pesagens, 3 vezes por semana, durante todo o periodo experimental com o objetivo
de avaliar e acompanhar a inducdo ao hipotireoidismo, devido as alteracdes de peso
promovidas pela disfungéo tireoidiana. Para isso foi utilizada uma balanga digital
(Filizola, MF-3) com capacidade maxima de 3000g e precisédo de 0,5g.

4.5 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Apo6s o periodo de 21 dias de indugdo ao hipotireoidismo, os ratos foram
submetidos a anestesia geral, com injecdo intraperitoneal de cloridrato de quetamina
10% (Cetamin®) e cloridrato de xilazina 2% (Xilazin®) na posologia de 80mg/Kg e
14mg/Kg, respectivamente. Em seguida, com os animais posicionados em decubito
ventral, foi realizada a tricotomia manual da regido média do dorso e antissepsia da
area cirdrgica com Digluconato de Clorexidina a 2%. Em todos os animais foram
confeccionadas feridas cutaneas excisionais padronizadas de 1cm x lcm com
auxilio de um bisturi modificado com laminas de bisturi n°® 15 e um gabarito
padronizado de 1cm x 1cm (Fig. 3). As feridas foram deixadas sem sutura para

cicatrizar por segunda intencgao.
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Figura 3 (A) Demarcacdo dos pontos correspondentes aos angulos da ferida
cirurgica, (B) Incisdo da ferida, (C) Ferida apds confecc¢ao.

Apés o procedimento cirdrgico, os animais foram mantidos individualmente
em suas respectivas gaiolas plasticas, devidamente identificadas de acordo com o
grupo ao qual fazia parte, e mantidos em constante observacgéo até a finalizacédo do

periodo experimental.
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4.6 IRRADIACAO COM LASER

Para a irradiacdo dos grupos experimentais (E Laser e H Laser), foi utilizado o
aparelho de Laser diodo AsGaAl, modelo Twin Flex Evolution (MMoptics®, Sé&o
Carlos, SP), com emissdo de radiacdo continua (Continuous Wave - CW), no
comprimento de onda vermelho (A660nm), poténcia de 40mW e area de saida do
feixe da ponteira de 0,04cm? O protocolo de irradiagcdo por sessdo consistiu na
aplicacdo da densidade de energia de 10J/cm?, e foi iniciado imediatamente apés a
confeccdo da ferida excisional repetindo-as com intervalo de 48 horas, até a morte

dos animais (3, 7 e 14 dias pds-operatorio).

A irradiacdo com o laser foi realizada em contato, de forma pontual em quatro
pontos correspondentes aos angulos da ferida, o mais proximo de suas bordas, e
em cada ponto foi depositada uma densidade de energia de 2,5J/cm? com o0 tempo
de aplicagéo de 62 segundos, totalizando 10J/cm?2 e um tempo de aplicacao total de
248 segundos por sessao (Fig. 4). A ponta do laser foi mantida em posicao

perpendicular ao tecido irradiado, a fim de garantir maior absorcéo da energia.

Figura 4 Irradiagdo com laser nos 4 angulos da ferida.

Os parametros empregados nos protocolos de irradiagdo estédo

disponibilizados no Quadro 1.



Quadro 1. Parametros utilizados no protocolo de irradiacao

EUTIREOIDIANO E

EUTIREOIDIANO E

GRUPOS HIPOTIREOIDIANO HIPOTIREOIDIANO
CONTROLE LASER
PARAMETRO 3 dias | 7 dias | 14 dias 3 dias 7 dias 14 dias
Comprimento de
onda (nm) - - - 660nm 660nm 660nm
SAEF (J/cmz -
sesséo) - - - 10J/cm? 10J/cm? 10J/cm?
SAEF (J/cm2 -
tratamento) - - - 20J/cmz 40J/cm? 70J/cm2
Poténcia Output
(mW) - - - 40mwW 40mwW 40mwW
Area do tecido
iluminada (cm?) | 1cm2 | 1cm?2 | 1cm? 1cm? 1cm? 1lcm?
Area do Spot
(cm?) - - - 0,04cm? 0,04cm? 0,04cm?
Irradidncia
(mW/cm2) - - - 1000mw/ | 1000mw/ 1000mw/
cm? cm? cm?
Tempo de
irradiacéo - - - 248s 248s 248s
(sesséao)
Tempo de
irradiacéo - - - 496s 992s 1736s
(tratamento)

4.7 MORTE DOS ANIMAIS E OBTENCAO DA AMOSTRA
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Ao final do periodo experimental para cada grupo (3, 7 ou 14 dias), os ratos

foram submetidos a sobrecarga anestésica por Tiopental, através da via jugular.

Constatada a morte dos mesmos, a partir da cessacdo dos sinais vitais e

opacificacdo da coérnea, as pecas foram removidas através de uma excisdo realizada

ao redor da ferida com margem de tecido de 1lcm x lcm, e acondicionadas em

frascos plasticos devidamente identificados contendo formol a 10%, com volume

aproximadamente igual a cinco vezes o volume da peca, onde permaneceram por

24h para sua fixagdo. Em seguida foram encaminhadas ao Laboratorio de Patologia

Cirargica Oral do Departamento de Propedéutica e Clinica Integrada da Faculdade
de Odontologia da Universidade Federal da Bahia (FOUFBA), onde foram

processadas.
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Apoés o periodo de fixacdo, as pecas foram submetidas ao processamento

pela técnica histologica de rotina e incluidas em parafina. Os cortes foram realizados

em micrétomo com espessura de 4um, sendo uma parte destinada a coloracdo

histol6égica com Hematoxilina e Eosina (HE). A avaliacéo histoldgica foi realizada sob

microscopia de luz (AxioStar®, Zeiss, Germany) em estudo cego por um patologista

experiente, de forma semiquantitativa, de acordo com os critérios encontrados no

Quadro 2.

Quadro 2: Critérios utilizados na analise histologica.

Variaveis Scores
Ausente Incompleta Completa
Reepitelizagdo ausente | Reepitelizacdo Reepitelizacéo recobrindo
Reepitelizagdo recobrindo <50% ou|100% da ferida com
>50% da ferida espessura regular ou
irregular
Discreta Moderada Intensa
Inflamacéo Presenca de até 25% | Presenca de 25 a | Presenca superior a 50% de
Aguda de neutrofilos na area 50% de neutréfilos na | neutréfilos na area
area
Discreta Moderada Intensa
N Presenca de até 25% | Presenca de 25 a | Presenca superior a 50% de
Inflamacéo ! . s 0 - . . L .
Crénica deA qelulas |pflamator|as 50/0 ,d.e cAerIas ceIu,Ias inflamatérias cronicas
crbnicas na area inflamatorias crénicas | na area
na area
Discreta Moderada Intensa

Angiogénese

Quantidade de vasos
sanguineos inferior ao
tecido adjacente normal

Quantidade de vasos
sanguineos similar ao
tecido adjacente
normal

Quantidade de vasos
sanguineos superior ao
tecido adjacente normal

Fibroblastos

Discreta

Presenca de até 25%
de fibroblastos

em relacéo a outros
tipos celulares do
tecido.

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

Intensa

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

Deposicéo de
colageno

Discreta

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

Moderada

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

Intensa

Presenca superior a 50% de
deposicéo de fibras
colagenas na area
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4.9 ESTUDO IMUNOISTOQUIMICO

4.9.1 Técnica Imunoistoquimica

A imunoistoquimica foi realizada em cortes de 3um de espessura obtidos dos

espécimes fixados em formol e incluidas em parafina. Foi utilizado o método da

imunoperoxidase e sistema de deteccdo EnVision (Dako) para os anticorpos

primarios Anti-colageno |, Anti-colageno Ill. A tecnologia ADVANCE HRP (Dako)

para os anticorpos primarios Anti-Fibronectina, anti-SMA, anti-S100A4 (FSP1). A

padronizacdo encontra-se na tabela 2. As etapas laboratoriais sdo descritas a

seqguir:

>
>

A\

Desparafinizacédo: 3 banhos em xilol (1,2 e 3) — 5 min cada,;

Reidratacdo: 2 banhos em alcool absoluto (100% - 1 e 2), 1 em &lcool 95% (3)

e 1 em &lcool 70% (4) — 3min cada;

Lavagem: solucao tampéo TRIS HCL pH 6,8 - 2 vezes por 5 min;

Bloqueio da Peroxidase Endégena: Duas incubacdes dos cortes em solugéo

de peréxido de hidrogénio a 3%, (10 min cada);

Lavagem: solucao tampéo TRIS HCL pH 6,8 - 2 vezes por 5 min;

Recuperacéo Antigénica:

¢ Incubacdo em tampao citrato-fosfato — pH 6,0 a 96°C (banho-maria), por 20
min; para os anticorpos Fibronectina, SMA, S100A4;

Resfriamento: 20 min, temperatura ambiente;

Lavagem: solucao tampédo TRIS HCL pH 6,8 - 2 vezes por 5 min;

Bloqueio de biotina enddgena: leite molico 4% por 10 min para os anticorpos

anti-col Il e anti-col [;

Incubacao Anticorpo Primario: diluidos em diluente (S3022, Dako) por:

¢18h (overnight) a 4°C para os anticorpos anti-Fibronectina, anti-SMA, anti-
S100A4;

¢ 60 min a 37°C para os anticorpos anti-col Il e anti-col I;

Lavagem: solucao tampéo TRIS HCL pH 6,8 - 2 vezes por 5 min;

Sistema de Deteccgéo:

* EnVision™ Dual Link System HRP (K406189, Dako) para COL Ill e COL |,

uma etapa 30 min.



>
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« ADVANCE HRP (K4069, Dako) para Fibronectina, SMA, S100A4, ambos

em duas etapas 30 min cada,

Lavagem: solucdo tampé&o TRIS HCL pH 6,8 - 2 vezes por 5 min;
Cromégeno: kit DAB (Dako, K3468) 5-10min;

Agua destilada (paralizac&o reagdo do DAB);

Contra-Coloragéo:

» Hematoxilina de Harris;

* Lavagem em agua corrente por 10 min;

« Alcool 70% por 2 min;

« Alcool 1 por 2 min;
« Alcool 2 por 2 min;
« Alcool 3 por 2 min;
* Xilol 1 por 3 min;
* Xilol 2 por 3 min;
* Xilol 3 por 3 min;

Os procedimentos de controle envolveram a utilizagdo de amostra com

reatividade conhecidamente positiva para cada anticorpo, funcionando como

controle externo positivo da reacéo (Tabela 2). Como controle negativo, foi utilizado

o mesmo tecido, onde o anticorpo primario foi substituido por soro, devendo a

reacao ser completamente negativa.

Tabela 2 Especifica¢cdes dos anticorpos utilizados

Anticorpo Marca Clone Diluicdo Recuperacao Controle
antigénica positivo
Fibronectina Abcam ab23751 1:700 Citrato pH 6,0 Pele
Colageno | Abcam ab90395 1: 100 Tripsina Pele
Colageno llI Abcam ab6310 1:100 Tripsina Pele
a-SMA Dako Al4 1:250 Citrato pH 6,0 Pele
S100A4 Abcam  Ab197896  1:2500 Tris EDTA CEC
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4.9.2 Analise imunoistoquimica

A avaliacdo imunoistoquimica foi realizada sob microscopia de luz (AxioStar®,
Zeiss, Germany) em estudo cego por um patologista experiente, de forma
semiquantitativa, de acordo com a intensidade da imunomarcacgéao da fibronectina,
colageno | e colageno lll, sendo classificadas de acordo cos critérios encontrados no

Quadro 3. A avaliacdo da expresséao foi realizada com objetiva de aumento de 200x.

Para o anticorpo a-SMA e FSP1 foram selecionados 5 campos das areas
mais representativas. As células foram contadas em um aumento de 400x (Santana
et al., 2015). Os resultados foram expressos em percentagem de &rea positiva (hot

spot) em relacdo a area total do campo avaliado. Os vasos foram evitados durante a

analise do a-SMA.

Quadro 3: Critérios utilizados na analise

Paraguassu et al., 2014 e Sousa et al., 2014)

imunoistoquimica (Adaptado de

Anticorpo Scores
Discreto (+) Moderado (++) Intenso (+++)
Imunomarcacao do | Imunomarcacéao do | Imunomarcacao do
Anti colageno | é menos | colageno | colageno | é mais intensa
Colageno | intensa que o observado | é similar ao observado no | que o observado no
no tecido normal | tecido normal adjacente. | tecido normal adjacente.
adjacente.
Discreto Moderado Intenso
Imunomarcagéo do | Imunomarcagéo do | Imunomarcacgéo do
Anti polégeno Il é menos golég_eno 1l polégeno I é mais
Cola I intensa que o observado | é s_lmllar ao observado no | intensa que o observado
geno
no tecido normal | tecido normal adjacente. no tecido normal
adjacente. adjacente.
Discreto Moderado Intenso
Anti Preenchimento da ferida < | Preenchimento da ferida | Preenchimento da ferida
. . 25% entre 25 a 50% > 50%
fibronectina
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4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram tabulados utilizando o programa Microsoft Excel e
analisados estatisticamente com auxilio do programa Minitab®. Para a comparacao
intra e intergrupo das analises semiquantitativas foi utilizado o teste n&o paramétrico
Exato de Fisher. Para as avaliacbes quantitativas foram utilizados os testes
paramétricos ANOVA e para avaliacdo do peso corporal foi utilizado o teste T de
Student. As diferencas com p<0,05 foram consideradas estatisticamente

significantes.
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5 RESULTADOS

5.1 RESULTADOS DA AVALIACAO LABORATORIAL E PONDERAL

O hipotireoidismo foi confirmado pela redugéo na concentracdo plasmatica de
T3 e T4. Os niveis hormonais de T3 foram significativamente mais baixo nos ratos
Hipotireoidianos (< 1.00 pg/dl; p <0.01) quando comparado aos ratos Eutireoidiano
(0.6 pg/ dl p <0.01), e de T4 nos ratos Hipotireoidianos (<0.25 ug/dl; p <0.01) quando

comparados aos ratos Eutireoidiano (3.5 pg/ dl).

Na avaliacdo ponderal foi observada diminuicdo no ganho do peso corporal
no grupo hipotireoidiano em relacdo ao grupo eutireoidiano (p<0,001). Apé6s 1
semana da realizacdo da tireoidectomia pode-se observar diminuicdo no ganho do
peso corporal dos ratos hipotireoidianos que foi decrescendo com o passar das
semanas. Os ratos eutireoidianos ganharam peso em relagdo ao peso corporal
inicial. A evolucéo do peso corporal ao longo das semanas de experimento pode ser

observada na Figura 5.

400+ - EU
== HIPO

w

($))

o
1

Peso corporal (g)
w
3

T 1

200 T T T
0 1 2 3 4 5

Semanas

Figura 5 - Evolucéo do peso corporal nos grupo eutireoidiano ( ® e hipotireoidiano

( A ). Os resultados estdo expressos como media + desvio padrdo da média.
Comparacédo entre os grupos Eu e Hipo foram estatisticamente significantes
(p=0,001) (Teste t de Student).
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5.2 RESULTADOS HISTOLOGICOS

Os resultados foram obtidos por meio da microscopia de luz, para todos os

grupos experimentais, como descrito anteriormente.

5.2.1 ANALISE DESCRITIVA

GRUPQOS EXPERIMENTAIS DE 3 DIAS

GRUPO EUTIREOIDIANO

Aos trés dias ap6s a lesdo, observou-se reepitelizacdo inicial em 50% dos
casos do grupo EC, enquanto no grupo EL observou-se migracao inicial de
queratinécitos em 66,6% dos casos. Embora a inflamacdo aguda tenha sido
observada mais discretamente (66,6%) no grupo EC, ainda havia persisténcia de
polimorfonucleares em grau intenso dos casos (16,7%). Ja no grupo EL, o infiltrado
inflamat6rio agudo predominou discretamente (83,3%). Em relacdo ao infiltrado
inflamatorio crénico, em ambos 0s grupos, a maioria apresentava-se moderado, EC
(50%) e EL (66,6%). Discreta angiogénese foi observada entre os grupos. Em
relacdo a proliferacao fibrocelular, observou-se discreta presenca de fibroblastos no
grupo EC, ja no grupo EL pode-se observar proliferacdo mais aumentada deste tipo
celular, estando moderado em 50% dos casos. Rara deposicdo de colageno foi

observada em ambos os grupos.

GRUPO HIPOTIREOIDIANO

Aos trés dias apos a lesdo, observou-se destruicdo tecidual e auséncia de
reepitelizacdo em 50% dos casos do grupo HC, enquanto no grupo HL a migracao
inicial dos ceratinécitos predominou em 100% das amostras. A inflamacdo aguda
mostrou-se mais discreta no grupo HL (83,3%) quando comparado com o grupo HC

que apresentou 1 caso com populagdo de polimorfonucleares em maior destaque
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que no restante, também pode-se observar areas de edema. O infiltrado inflamatorio
cronico variou de discreto (50%) a moderado (50%) em ambos os grupos. Discreta
angiogénese foi observada nos grupos HC e HL. Em relacdo a proliferacédo
fibroblastica, também foi observada similaridade entre os grupos e a presenca

discreta destas células. A deposicdo de coldgeno foi escassa em ambos 0s grupos.

GRUPQOS EXPERIMENTAIS DE 7 DIAS

GRUPO EUTIREOIDIANO

Aos sete dias ap6s a confeccdo da ferida, o grupo EC mostrou presenca de
ferida cutanea com reepitelizacdo moderada ocupando uma area inferior a 50% da
area da ferida em todas as amostras. A repavimentacdo no grupo EL foi similar ao
grupo controle. Na derme, observou-se sinais de inflamag&o, com infiltracdo discreta
de polimorfonucleares no grupo EC (100%) e moderada de monocucleares (83,3%).
Ja no grupo EL o infiltrado inflamatério agudo foi considerado discreto em 66,6% dos
casos e o infiltrado inflamatorio cronico foi discreto em todos 0s casos. Observou-se
angiogénese predominantemente moderada no grupo EC (83,3%), no grupo EL a
angiogénese variou de discreta, moderada e intensa (50%). A reacao fibrocelular foi
caracterizada por proliferacdo fibroblastica predominantemente moderada (83,3%)
no grupo EC. No grupo EL os fibroblastos variou de moderada a intensa (50%). A
deposicao de colageno no grupo EC foi discreta em 50% dos casos e moderada na
outra metade. No grupo EL houve maior deposicao de fibras coldgenas (66,6%).

GRUPO HIPOTIREOIDIANO

Sete dias apds a lesdo, observou-se ferida cutanea com repavimentacao
epitelial discreta e inferior a 50% da area da ferida em ambos os grupos. O infiltrado
inflamatorio agudo foi discreto em todos os casos do grupo controle e em 83,3% do
grupo HL. Enquanto o infiltrado cronico foi predominantemente intenso (83,3%) no
grupo HC quando comparado com o grupo irradiado. A angiogénese apresentou

maior intensidade no grupo HL (50%) e apresentou-se moderada na metade do
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grupo HC. Houve uma distribuicdo similar em relagdo a quantidade de fibroblastos
no grupo HC e estes foram observados de discreta a intensamente (33,3%). No
grupo HL foi observada maior proliferacdo fibrocelular em comparacdo ao grupo
controle. A deposicéo colagénica foi intensamente maior no grupo HL (50%) quando

comparada a deposicdo moderada no do grupo HC (50%).

GRUPOS EXPERIMENTAIS DE 14 DIAS

GRUPO EUTIREOIDIANO

Aos 14 dias, o grupo EC mostrou recobrimento total da ferida em 83,3% dos
casos, em apenas 1 dos casos foi observada reepitelizacdo moderada
66,6%recobrindo quase toda a area da ferida. No grupo EL foi observada
reepitelizagdo completa em 66,6% das amostras, os 33,3% restantes apresentou
recobrimento de mais da metade da area da ferida. Quanto a presenca do infiltrado
inflamatorio, observou-se infiltrado constituido principalmente de mononucleares
presentes discretamente (66,6%) em ambos o0s grupos. Ja o infiltrado inflamatorio
agudo apresentou-se discreto em todos os casos independente do grupo. A
neovascularizacao foi mais moderada (66,6%) no grupo EC em comparacdo com o
grupo EL que demonstrou ser predominantemente discreta (83,3%). Intensa
proliferacéo fibroblastica pode ser observada em ambos os grupos EC (66,6%) e EL
(83,3%). Da mesma forma, observou-se intensa deposicdo colagénica entre 0s
grupos.

GRUPO HIPOTIREOIDIANO

Aos 14 dias apos a lesdo, em ambos 0s grupos, a reepitelizacdo predominou
moderada, ndo ocorrendo o fechamento completo da ferida. A inflamacdo aguda
apresentou-se discreta e menor em todos 0s casos do grupo irradiado, ja que ainda
pode-se observar em alguns casos do grupo HC a presenca moderada de

neutroéfilos. O infiltrado inflamatoério cronico foi predominantemente discreto no grupo
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HC (83,3%), e variou de discreto a moderado (50%) no grupo HL, com a maior
presenca de células linfocitarias. Discreta angiogénese estava presente em ambos
os grupos HC e HL (66,6%). A quantidade de fibroblastos e a deposicdo colagénica
variaram de moderada a intensa (50%) no grupo HC. Ja no grupo HL observou-se
maior expressividade em 66,6% dos casos e a deposi¢cdo de colageno também foi
intensa na maioria dos casos (83,3%).

5.2.2 — ANALISE ESTATISTICA

GRUPOS EXPERIMENTAIS DE 3 DIAS

No grupo eutireoidiano, em relacdo a variavel reepitelizacdo, a analise
estatistica ndo demonstrou diferenca estatisticamente significante entre os grupos
EC e EL. No grupo hipotireoidiano, o grupo irradiado apresentou diferenca
estatisticamente significante quando comparado ao grupo controle (p=0,046) (Figura
6). Quando os grupos eutireoidianos foram confrontados com os respectivos grupos
hipotireoidianos, observou-se que mantiveram graus similares de reepitelizacéo,

sem diferenga estatisticamente significante.

Na avaliacdo do tipo de infiltrado inflamatério, angiogénese e deposicéo de
colageno, ndo houve diferenga estatisticamente significante quando as avaliagdes

intra e intergrupo foram realizadas.

A andlise estatistica em relagcédo a proliferacdo fibroblastica revelou diferenca
estatisticamente significante entre os grupos EL e HL, onde houve maior proliferacédo

celular no grupo EL (p=0,046) (Figura 7).

Figura 6 - Reepitelizacdo da ferida. 1. Comparacdo entre os grupos Hipotireoidiano e
Eutireoidianos avaliados em relacdo a reepitelizacdo 2. Fotomicografia representativa do
inicio da reepitelizacao no 3° dia apos a confeccdo da ferida no grupo hipotireoidianos laser
(A) e hipatireoidiano controle (B). Objetiva de 100x. (p=0,046 Teste exato de Fisher) (UFBA,
2018).
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Figura 7 - Comparacao entre os grupos Eutireoidiano e Hipotireoidiano Laser avaliados em

relacdo a proliferacao fibroblastica (p=0,046 Teste exato de Fisher) (UFBA, 2018).
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Em relacdo a variavel reepitelizacdo, a analise estatistica ndo demonstrou

diferenca estatisticamente significante intra e intergrupos, pois todos o0s casos

apresentaram reepitelizacdo incompleta (p>0,05).

Quando o tipo de infiltrado inflamatorio foi avaliado, observou-se inflamacgéo

cronica significativamente mais intensa no grupo hipotireoidiano controle quando

comparado ao grupo irradiado (p=0,015) (Figura 8). Na avaliagdo intergrupo o grupo

HC também diferiu estatisticamente do grupo EC (p=0,015) (Figura 8) apresentando

maior grau na intensidade do infiltrado cronico. A analise estatistica do infiltrado

agudo néo revelou diferenca estatisticamente significante entre os grupos avaliados.
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Figura 8 - Comparacdo entre os grupos Hipotireoidiano e Eutireoidiano avaliados em

relacdo ao infiltrado inflamatério (HC x HL, p=0,007 EC x HC, p=0,015 Teste exato de
Fisher) (UFBA, 2018).
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Na analise da angiogénese, diferenca estatisticamente significante foi

encontrada quando o grupo hipotireoidiano foi comparado. A analise revelou que o

grupo irradiado HL apresentou maior neovascularizacdo que o0 grupo controle

(p=0,046) (Figura 9) Nenhuma diferenca estatisticamente significante foi observada

entre o grupo eutireoidiano ou na avaliagao intergrupo.
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Figura 9 - Comparagéo entre os grupos Hipotireoidiano controle e Laser avaliados
em relacdo a angiogénese (p=0,046 Teste exato de Fisher) (UFBA, 2018).
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Quando a variavel proliferacédo fibroblasica foi analisada, ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos.

A analise da variavel deposicéo de fibras colagenas revelou que os grupos
hipotireoidianos diferiram estatisticamente, o grupo HL apresentou maior deposigédo
de colageno que o grupo HC (p=0.046) (Figura 10). Os grupos eutireoidianos nao
apresentaram diferenca estatisticamente significante. Quando a avaliagdo foi
realizada intergrupo, a analise ndo demonstrou diferenca estatisticamente

significante
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Figura 10 - Deposicdo de colageno. 1. Comparagdo entre os grupos Hipotireoidiano e
Eutireoidianos avaliados em relacdo a deposicdo de colageno 2. Fotomicografia
representativa da deposicdo discreta no grupo hipotireoidiano controle (A) e moderada no
grupo hipotireoidiano controle (B) no 7° dia. Objetiva de 200x. (p=0,046 Teste Exato de
Fisher) (UFBA, 2018).

1

70

50'/

40 M Discreta

H Moderada
30
W Intensa

20

10

EC EL HC HL




60

GRUPOS EXPERIMENTAIS DE 14 DIAS

Quando a andlise estatistica foi aplicada aos grupos em 14 dias, diferenca
estatisticamente significante foi observada quando a variavel reepitelizacdo foi
analisada. O grupo EC apresentou reepitelizacdo mais completa quando comparada
com o grupo HC (p=0,036). Da mesma forma, quando os grupos irradiados foram
confrontados, maior reepitelizacéo reepitelizacéo foi observada no grupo EL quando

comparada ao grupo HL (p=0,036) (Figura 11).

Figura 11 - Reepitelizagdo da ferida. 1. Comparacdo entre 0os grupos Hipotireoidiano e
Eutireoidianos avaliados em relacdo a reepitelizagcéo 2. Fotomicografia representativa do 14°
dia ap6s a confeccdo da ferida demonstrando reepitelizacdo completa no grupo
hipotireoidianos laser (A) e reepitelizacdo incompleta no grupo hipotireoidiano controle (B).
Objetiva de 100x. (p=0,046 Teste exato de Fisher) (UFBA, 2018).

90

80

70

60

W Ausente
50

B Incompleta
40

Completa
30

20
10 l

EC EL HC HL




61

Nenhuma diferenca estatisticamente significante foi encontrada nas variaveis
infiltrado inflamatério, sejam nas avaliacdes intra e intergrupo (p>0,05). Da mesma
forma, ndo houve diferenca estatisticamente em relacdo a angiogénese, proliferacédo

fibroblastica e deposicéo de colageno.

5.3 RESULTADOS IMUNOISTOQUIMICOS

5.3.1 IMUNOMARCACAO FIBRONECTINA, COLAGENO TIPO | e Il

GRUPQOS EXPERIMENTAIS DE 3 DIAS

Aos trés dias, foi possivel visualizar a imunomarcacao do colageno tipo |, tipo
lll e da fibronectina em todas as amostras avaliadas. Nos grupos eutireoidianos EC
e EL, a imunoexpressao do colageno tipo | foi predominantemente moderada (100%,
66,7% respectivamente). Enquanto que a imunoexpressdo do colageno Il foi
discreta em 50% dos casos do grupo EC e moderada em 66,7% dos casos do grupo
EL. A imunoexpressédo da fibronectina foi intensa em 66,7% no grupo EC e em
100% dos casos do grupo EL.

No grupo HC, a imunoexpressado do colageno | foi discreta em 66,7% dos
casos e moderada em 100% dos casos do grupo HL. J& a imunoexpressao do
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coldgeno 1l foi intensa em 66,7% dos casos do grupo HC e intensa em todos os
casos do grupo HL. Na avaliagdo da imunoexpresséo da fibronectina, observou-se

intensa em 100% no grupo controle e em 83,3% dos casos irradiados.

A andlise estatistica ndo demonstrou diferenca na imunoexpressao do
colageno tipo | no grupo eutireoidiano, mas demonstrou diferenga estatistica no
grupo HL quando comparado ao grupo nao irradiado HC (p=0,021). Quando os
grupos EC e EL foram comparados, respectivamente, aos grupos HC e HL, houve
diferenca estatisticamente significante apenas quando o0s grupos controles foram

comparados (p=0,02).

A andlise estatistica do colageno tipo Il foi significativamente mais intensa no
grupo HC em comparacdo com o grupo EC (p=0,01). O grupo HL também

apresentou maior imunoexpressao do colageno Il em relagéo ao grupo HC (p=0,01).

A andlise estatistica ndo demonstrou diferenca estatisticamente significante
guando os grupos eutireoidianos, irradiados ou ndo, foram comparados. Da mesma
forma, nos grupos hipotireoidianos ndo houve diferenca estatistica, embora no grupo
irradiado foi observado maior imunoexpressdo quando comparado ao grupo
controle.

Na andlise estatistica da fibronectina, nenhuma diferenca estatistica foi

encontrada neste periodo.

GRUPQOS EXPERIMENTAIS DE 7 DIAS

Aos 7 dias, o colageno tipo | foi marcado em todas as amostras dos dois
grupos, ja o colageno tipo lll ndo foi expresso em algumas amostras avaliadas. Ja a
fibronectina ndo foi marcada em alguns casos dos grupos irradiados. Nos grupos
eutireoidianos, a imunoexpressao de colageno | variou de discreta (50%) a
moderada (50%) no grupo EC. No grupo EL, a imunoexpresséo variou de discreta
(33,3%), moderada (50%) e intensa (16,7%). Na imunoexpressao do colégeno i,
houve uma distribuicdo homogénea na imunomarcagdo do grupo EC, variando de
discreta (33,3%), moderada (33,3%) e intensa (33,3%), ja no grupo EL, predominou
a imunoexpressdo moderada (50%). Na avaliacdo da fibronectina neste periodo, o

grupo eutireoidiano apresentou uma distribuicdo variando de discreta (50%),
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moderada (33,3%) e intensa (16,7%), mostrando uma menor imunoexpressédo da
fibronectina. O grupo irradiado também apresentou a tendéncia na diminuicdo da
expressdo da fibronectina, variando de discreta (33,3%), moderada (16,7%) e
intensa (50%).

No grupo hipotireoidiano, a imunoexpressdo do colageno tipo | foi maior no
grupo irradiado em comparacdo ao grupo né&o irradiado, e apresentaram
imunoexpressdo predominantemente intensa (50%) e discreta (83,3%),
respectivamente. O contrario foi observado em relacdo a imunoexpressdo do
colageno 1l no grupo HC que predominou discreta (83,3%). No grupo irradiado, a
imunomarcacao do colageno lll variou entre discreta (16,7%), moderada (50%) e
intensa (33,3%). O grupo hipotireoidiano manteveimunoexpressao intensa em na
marcacao da fibronectina em 83,3% dos casos, e 0 grupo irradiado apresentou uma
diminuicdo na imunoexpressédo da fibronectina e apresentou 66,7% das amostras

com padréo moderado de imunoexpressao.

A analise estatistica do colageno |, colageno lll e fibronectina ndo demonstrou

diferenca estatistica entre os grupos avaliados.

GRUPOS EXPERIMENTAIS DE 14 DIAS

Aos 14 dias, o colageno tipo | manteve-se expresso em todas as amostras, ja
o colageno tipo Ill ndo foi expresso na maioria das amostras avaliadas,
principalmente nos grupos eutireoidianos e no grupo hipotireoidiano irradiado. Na
imunoexpressdo do colageno | foi moderada em todos os casos do grupo EC, e
variou de moderada (66,7%) a intensa (33,3%) no grupo EL. A imunoexpressédo do
colageno Il foi discreta na maioria dos casos (66,7%), tanto no grupo controle
quanto no grupo irradiado. J4 a imunoexpressao da fibronectina, esta predominou
discreta (66,7%) no grupo EC. O mesmo padrdo pode ser observado no grupo

irradiado.

No grupo hipotireoidiano, a imunoexpresséo do colageno | foi menor no grupo
HC em comparacdo ao grupo HL, sendo discreta (50%) no grupo HC e intensa
(50%) no grupo HL. Na comparacao do colageno lll, houve maior imunoexpressao
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no grupo HC, variando de discreta (16,7%), moderada (33,3%) a intensa (50%)que
no grupo HL, que variou de discreta (66,7%) a moderada (33,3%). Observou-se que
a fibronectina no grupo HC predominou moderada em 66,7% dos casos, enquanto
no grupo irradiado variou de discreta a intensa, mas com predominancia da

imunoexpressao moderada (50%).

A andlise estatistica ndo demonstrou diferenca estatisticamente significante

entre os grupos avaliados (P>0,05).

Durante a analise da dinamica da deposicdo da MEC, comparando o0s
resultados com 3, 7 e 14 dias de experimento, observou-se que houve reducao da

expressao de fibronectina e colageno tipo Ill e aumento do colageno tipo |I.

Os aspectos da expressdo imunoistoquimica da fibronectina, colageno | e

colageno lll estdo epresentados nas figuras 12, 13 e 14, respecivamente.
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Figura 12 - Imunoexpressdo do colageno tipo |. As imagens microscépicas mostram a
expressdo do colageno | na area da ferida nos dias 3, 7 e 14 ap0s a confec¢do da ferida.
Todos os grupos apresentaram evolucédo da expressédo de colageno tipo |, contudo o grupo
EC apresentou maior expressdo quando comparado ao HC, e o grupo HL em comparacéo
ao grupo HC aos 3 dias (P<0,05). A: grupo eutireoidiano controle trés dias; B: grupo
eutireoidiano controle sete dias; C: grupo eutireoidiano controle 14 dias; D: grupo
eutireoidiano laser trés dias; E: grupo eutireoidiano laser sete dias; F: grupo eutireoidiano
laser 14 dias; G: grupo hipotireoidiano controle trés dias; H: grupo hipotireoidiano controle
sete dias; I: grupo hipotireoidiano controle 14 dias; J: grupo hipotireoidiano laser trés dias; K:
grupo hipotireoidiano laser sete dias; L: grupo hipotireoidiano laser 14 dias. Observa-se um
maior imunoexpresséo no 14° dia em todos os grupos experimentais. Imagens do 3° e 7° dia
(200x), Imagens 14° dia (100x).
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Figura 13 - Imunoexpressao do colageno tipo Ill. As imagens microscopicas mostram a
expressdo do colageno Ill na area da ferida nos dias 3, 7 e 14 apds a confeccdo da ferida.
Todos os grupos apresentaram diminuicdo da expressao de colageno lll, embora o grupo
HC tenha demonstrado maior imunoexpressdo aos 3 dias comparado ao grupo EC, da
mesma forma o grupo HL se mostrou em relacdo ao grupo EL (P<0,05). A: grupo
eutireoidiano controle trés dias; B: grupo eutireoidiano controle sete dias; C: grupo
eutireoidiano controle 14 dias; D: grupo eutireoidiano laser trés dias; E: grupo eutireoidiano
laser sete dias; F: grupo eutireoidiano laser 14 dias; G: grupo hipotireoidiano controle trés
dias; H: grupo hipotireoidiano controle sete dias; |: grupo hipotireoidiano controle 14 dias; J:
grupo hipotireoidiano laser trés dias; K: grupo hipotireoidiano laser sete dias; L: grupo
hipotireoidiano laser 14 dias. Observa-se um maior imunoexpressédo no 14° dia em todos os
grupos experimentais. Todas as Imagens (200x), exceto Imagem H (100x).
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Figura 14 - Imunoexpressdo da fibronectina. As imagens microscopicas mostram a
expressao do colageno | na &rea da ferida nos dias 3, 7 e 14 ap0s a confec¢ao da ferida. Os
grupos hipotireoidianos apresentaram diminuicdo da deposicdo de fibronectina de modo
semelhante ao grupo eutireoidiano. A: grupo eutireoidiano controle trés dias; B: grupo
eutireoidiano controle sete dias; C: grupo eutireoidiano controle 14 dias; D: grupo
eutireoidiano laser trés dias; E: grupo eutireoidiano laser sete dias; F: grupo eutireoidiano
laser 14 dias; G: grupo hipotireoidiano controle trés dias; H: grupo hipotireoidiano controle
sete dias; I: grupo hipotireoidiano controle 14 dias; J: grupo hipotireoidiano laser trés dias; K:
grupo hipotireoidiano laser sete dias; L: grupo hipotireoidiano laser 14 dias. Observa-se um
maior imunoexpressdo no 14° dia em todos os grupos experimentais. Todas as imagens em
objetiva de 100x.
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5.3.2 IMUNOMARCACAO a-SMA

A avaliacdo dos miofibroblastos, identificados pela imunorreatividade do
anticorpo a-SMA, revelou a presenca deste tipo celular em todos os grupos e em
todos os periodos avaliados e est4d representada na tabela 3. Os mesmos
apresentaram forte marcacao citoplasmatica e /ou nuclear e apresentou morfologia
alongado e fusiforme. As células estavam localizadas no tecido de granulacdo, aos 3
dias observam-se mais nas bordas da ferida e dispostas de maneira aleatoria, aos
14 dias as células estavam alinhadas paralelamente e mais localizadas no centro da
ferida. Foram observados valores médios de células que variaram de 13,00 a 80,87
a depender do periodo avaliado. As células musculares lisas das paredes dos vasos
sanguineos das amostras também demostraram positividade para a-SMA em todos

0s espécimes, porém foram excluidos da analise.

Tabela 3 - Valores médio de células a-SMA positivas nos grupos eutireoidianos e

hipotireoidianos aos 3, 7 e 14 dias.

Grupo n Média (Desvio padréo)
3 dias 7 dias 14 dias
EC 6 22.67 (4.28) 67.40 (5.49) 70.30 (14.64)
EL 6 24.43 (3.49) 73.00 (12.88) 60.53 (23.17)
HC 6 13.00 (1.85) 52.50 (24.09) 51.70 (5.05)
HL 6 14.87 (3.40 80.87 (24.39) 60.83 (15.62)

Aos 3 dias, verificou-se o maior niumero medio de células positivas no grupo
EL, em contraste com o grupo HC que apresentou o0 menor numero médio de células
dentro do periodo. Nao houve diferenga estatistica entre os grupos eutireoidiano e
hipotireoidiano controles com o0s seus grupos irradiados. Entretanto, pode-se
observar que o numero de miofibroblastos foi significativamente maior nos grupos

EC e EL que no grupo HC e HL, respectivamente (p=0.000) Figuras (15).
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Figura 15 - Expressdo do a-SMA. 1. Imagem rrepresentativa mostra a expresséao da a-
SMA na area da ferida no 3° dia apdés a confecgdo da ferida nos grupos eutireoidianos
controle (A-B) e hipotireoidiano controle (C-D). Objetiva de 100x (A e C) e de 200x (B e D).
2. Comparagéo entre a expressdo do a-SMA nos grupos eutireoidiano e hipotireoidianos
controle e irradiados aos 3 dias * (p=0.000 Teste ANOVA).
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Aos 7 dias, o maior niumero de células positivas foi encontrado nos grupos
irradiados, tendo a maior média de imunomarcacdo no grupo HL, seguidos dos
grupos EL, EC e HC (Figura 16). Neste periodo, ndo houve diferenca significativa
entre os grupos (P>0.05). Embora, o grupo hipotireoidiano irradiado tenha

apresentado uma imunomarcag&ao maior que o0 seu grupo controle.

Figura 16 — Fotomicografia da expressdo do a-SMA. A. Imagem rrepresentativa mostra a
expressao da a-SMA na area da ferida no 7° dia apds a confeccédo da ferida no grupo HC no
aumento de 100x . B imagem mais aproximada no aumento de 200x. Em C observam-se

com detalhes as células marcadas positivamente pra o a-SMA.

Aos 14 dias, pode-se observar redugédo do numero de células imunomarcadas
nos grupos irradiados, embora o0s grupos controle tenha mantido a média do nimero

de células, porém sem diferenga estatistica (Figura 17).
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Figura 17 - Fotomicografia da expressao do a-SMA aos 14 dias. A- Imagem
representativa mostra a expressdo da a-SMA na area da ferida do grupo eutireoidianos
controle. Em B, imagem em maior aumento demonstrado a fraca marca¢édo a-SMA. C - D
Imagem do grupo hipotireoidiano irradiado com presenga de células a-SMA Objetiva de
100x (A e C) e de 200x (B e D).

Quando os grupos foram comparados entre os tempos. No grupo EC, houve
aumento no numero de células a-SMA + no sétimo dia (p=0,000), que se manteve
aos 14 dias, poréem sem diferenca estatistica. O grupo EL apresentou aumento do
namero de imunomarcagéo aos 7 dias (p=0,000) com diminuicdo na imunomarcagao
aos 14 dias (Figura 18).
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Figura 18 — Comparacdo entre 0os grupos eutireoidianos avaliados em 3, 7 e 14 dias em

relagdo a imunomarcacéo de FSP1.

Nos grupos hipotireoidianos, o grupo HC também manteve o pico de numero
de células positivas aos 7 dias, com diferenca estatistica entre os neste periodo
(p=0,000) e manteve-se constante ao ser avaliado aos 14 dias. No grupo irradiado
HL observou-se aumento no numero de células a-SMA+ aos 7 dias com diferenga
estatisticamente significante (p=0,004), e aos 14 dias mostrou-se com menor

imunomarcacéao (Figura 19).
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Figura 19 - Comparagédo entre os grupos hipotireoidianos avaliados em 3, 7 e 14 dias em

relagdo a imunomarcacao de FSP1.
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5.3.4 IMUNOMARCACAO FSP1

A avaliacao dos fibroblastos, identificados pela imunorreatividade do anticorpo
FSP1, revelou a presenca deste tipo celular em todos os grupos e em todos 0s
periodos avaliados e esta representada na tabela 4. Os mesmos apresentaram forte
marcacao citoplasmatica e /ou nuclear e apresentou morfologia alongado e
fusiforme. As células foram localizadas no tecido de granulagdo. Foram observados
valores médios que variaram de 9,07 a 30,23 a depender do periodo avaliado.
Algumas células inflamatéria também demostraram positividade para FSP1 em

alguns casos, porém foram excluidos da analise.

Tabela 4 - Valores médio de células FSP1 positivas nos grupos eutireoidianos e

hipotireoidianos aos 3, 7 e 14 dias.

Grupo n Média (Desvio padréo)
3 dias 7 dias 14 dias
EC 6 17.00 (11.38)  21.77 (10.03) 12.23 (4.00)
EL 6 13.5 (8.94) 28.95 (6.80) 10.36 (3.69)
HC 6 6.66 (1.09) 26.90 (12.06) 11.33 (6.38)
HL 6 9.66 ( 3.15) 24.37 (11.68) 30.23 (10.69)

Aos 3 dias, verificou-se 0 maior nimero médio de células positivas no grupo
EC, em contraste com o grupo HC que apresentou o menor niumero médio de
células dentro do periodo. Embora os grupos irradiados tenham apresentado maior
namero de células positivas, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos
eutireoidiano e hipotireoidiano controles com os seus grupos irradiados. Quando os
grupos eutireoidianos foram confrontados com os grupos hipotireoidianos também

nao foi observada diferenga estatisticamente significante.

Aos 7 dias, o maior numero de células positivas foi encontrado nos grupos
irradiados, tendo a maior média de imunomarcacdo no grupo HL, seguidos dos

grupos EL, EC e HC. Neste periodo, ndo houve diferenca significativa entre os
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grupos (P>0.05). Embora, o grupo hipotireoidiano irradiado tenha apresentado uma

imunomarcacgao bem maior que o0 seu grupo controle.

Aos 14 dias, pode-se observar reducéo do niumero de células imunomarcadas
nos grupos eutireoidianos e no grupo HC. Entretanto, no grupo hipotireoidiano
irradiado houve um aumento do numero de células imunomarcadas quando
comparado ao periodo anteriormente analisado. Essa diferenca foi estatisticamente
significante quando comparado o grupo HL com os demais grupos avaliados neste
periodo (p=0,000).

Quando os grupos foram comparados entre os tempos. No grupo EC, houve
aumento no numero de células FSP1+ no sétimo dia e regressao aos 14 dias, porém
sem diferenca estatistica. O grupo EL manteve 0 mesmo padrdo que seu grupo
controle, porém com diferenca estatistica entre os periodos de 3-7 dias (p=0,001) e
7-14 dias (p=0,001).

Nos grupos hipotireoidianos, o grupo HC também manteve o pico de numero
de células positivas aos 7 dias, com diferenca estatistica entre os periodos de 3-7
dias e 7-14dias (p=0,001). J4 o grupo irradiado HL manteve um aumento progressivo
no numero de células FSP1+, com diferenca estatisticamente significante entre os
dias 3-14 (p=0,004)
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Figura 20 - Fotomicografia da expressdo do FSP1 nos periodos de 3, 7 e 14 dias. A-
Presenca discreta de células FSP1 + na area da ferida do grupo eutireoidianos controle. Em
B, imagem demonstra aumento na positividade da marcacdo. C Imagem aos 14 dias

demosntrando diminuig&o na imunorreatividade. Objetiva de 200x.
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6. DISCUSSAO

Os hormoénios tireoidianos desempenham papéis importantes na
diferenciagéao, crescimento e metabolismo celular. Assim, o estudo das disfungdes
desses horménios tem importantes implicacdes médicas e bioldgicas. No presente
estudo, foram avaliados os efeitos do hipotireoidismo e da fototerapia a laser na
cicatrizacdo de feridas cutaneas de ratos. Este estudo mostrou que o hipotireoidismo
retarda o processo cicatricial, e que a fototerapia laser promove a biomodulagéo da
cicatrizagdo em ratos hipotireoidianos.

Diferentes métodos de inducdo ao hipotireoidismo sdo relatados na literatura
(Hayat et al., 2016; De Jesus et al., 2015; Patel et al., 2013). Neste trabalho, utilizou-
se a tireoidectomia para induzir o hipotireoidismo, evitando possiveis efeitos os
colaterais causados pelas drogas antitireoidianas, pois a destruicdo quimica pelo
uso de drogas antitireoidianas altera a hematopoiese, comprometendo o organismo
(Chang et al., 2014). Por outro lado, como a remocdao cirdrgica da glandula tireoide
pode envolver a remoc¢do de células parafoliculares secretoras de calcitonina e da
glandula paratireoide e, portanto, alterar a homeostase de circulacdo de calcio,
adotou-se a ingestdo de reposicdo de calcio aos animais do grupo hipotireoidiano,

para evitar esta deficiéncia.

A analise das dosagens dos hormonios tireoidianos T3 e T4 permitiu constatar
o estado de hipotireoidismo dos animais, 0s quais apresentaram concentracdes
hormonais diminuidas. Este método de avaliacdo ja € consolidado na literatura e
vem sendo utilizado para diagnéstico do hipotireoidismo, em especial o
hipotireoidismo clinico onde a taxa laboratorial dos hormonios tireoidianos
encontram-se bem abaixo das concentracdes normais. (Uzéda e Silva et al., 2017,
Hayat et al., 2016; De Jesus et al., 2015; Paraguassu et al., 2014; Patel et al., 2013).

Estudos realizados por Patel et al., 2013; Alva-Sanchez et al., 2012 afirmam
que no inicio do hipotireoidismo os ratos tornam-se hipofagicos, devido a diminui¢do
do taxa metabdlica e degradacdo de maconutrientes e, consequentemente

apresentam perda de peso. Assim, a reducao do ganho de peso corporal observada
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nos animais hipotireoidianos no presente estudo j& era esperada, 0 que corrobora
com outros trabalhos (Chang et al., 2014; Ferreira et al., 2007).

Em estudo recente, Hayat et al., (2016) ao avaliarem o efeito do
hipotireoidismo em ratos, observaram que houve um ganho reduzido do peso dos
animais em comparagao ao grupo eutireoidiano. Eles justificaram o achado ao fato
dos hormonios tireoidianos desempenharem papel importante na homeotermia; e o
hipotireoidismo, presumivelmente induzir varios mecanismos alternativos no
metabolismo do tecido adiposo branco em resposta a deficiéncia da termogénese
induzida pelo hipotireoidismo o que, provavelmente, também explica o ganho de

peso reduzido dos animais experimentais nesse estudo.

O efeito da fototerapia a laser como agente biomodulador € um dos aspectos
mais explorados na literatura (Diwan et al., 2017; Uzéda e Silva et al., 2017; De
Castro et al., 2014, Desal et al., 2014; Kim et al., 2013; Elliot et al., 2013). Seu uso
durante o processo de cicatrizacdo influencia todas as fases deste complexo
processo. Entretanto, a literatura € escassa em estudos desta terapia na cicatrizacao

de hipotireoidianos (Paraguassu et al., 2014; Ramalho et al., 2010).

Diante dos conhecidos beneficios da aplicacdo do laser nos diversos tecidos
ja demonstrados na literatura, alguns autores (Hawkins & Abrahamse, 2006; Chen et
al., 2005) relatam resultados controversos em que a laserterapia ndo obteve nenhum
efeito, ou mesmo inibiu o processo de reparo. Estes resultados tendem a ocorrer
devido ao uso de diversificados modelos experimentais, tipos de lasers,
comprimento de onda, poténcia, fluéncia, tempo, frequéncia e numero de
irradiagcdes. Embora, alguns estudos que utilizaram parametros similares relataram

resultados conflitantes (Walker et al., 2000).

Hawkins & Abrahamse (2006) avaliaram a resposta celular & exposi¢édo de 3
diferentes doses (2.5, 5.0, e 16.0 J/cm?) de irradiacdo. Os resultados mostraram que
uma unica dose de 5,0 J/cm?, e duas ou trés doses de 2,5 J/cm? tiveram um efeito
estimulador sobre os fibroblastos, com aumento da migragao e proliferagao celular.
Entretanto, multiplas exposi¢cdes a doses mais elevadas (16 J/cm?2) causaram tenséo
adicional as células, o que reduziu a migracdo celular, a viabilidade celular, a

atividade de ATP e inibiu a proliferacdo celular. Como neste estudo, pode-se
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observar que uma dose de energia de 2,5 J/cm?, combinada a exposicdes
fracionadas, é necesséria para que a atividade mitocondrial seja estimulada sem que
ocorram danos adicionais as células, e os efeitos biomoduladores da fototerapia a

laser sejam alcancados.

Mendez et. al. (2004) avaliaram os efeitos dos comprimentos de onda
vermelho (685nm) e infravermelho (830nm), além do uso de 2 doses de energia na
cicatrizacdo de feridas de ratos. Eles observaram que 0s experimentos com menores
doses de energia obtiveram os melhores resultados, independente do comprimento
de onda utilizado. E, a associacdo dos dois comprimentos de onda foi benéfica no
aumento da deposicdo de colageno, correlacionando este fato a acao do laser em
diferentes niveis de profundidade do tecido. Contudo, neste estudo e os trabalhos de
Santana et al. (2015) Colombo et al. (2013), Biondo-Simdes et al. (2010), que
envolveram cicatrizagdo tecidual de feridas excisionais, mostraram resultados
satisfatorios com o uso de comprimentos de ondas vermelhos. Os comprimentos de
onda sédo variados e apresentam diferentes niveis de acdo para cada tipo de tecido,
portanto a escolha deve ser direcionada ao tipo de estudo pretendido e, feridas
superficiais absorvem melhor os comprimentos de ondas vermelhos (Fortuna et al.,
2017; Kilik et al., 2010).

Quando a laserterapia € utilizada de maneira adequada como ferramenta para
promover o reparo tecidual, sua a¢ao pode ser visualizada em todas as etapas deste
processo. A literatura indica que a fotobiomodulacdo a laser acelera a inflamacao,
promove a proliferacdo de fibroblastos, facilita a sintese de colageno, estimula a
imunidade e, portanto, acelera a cicatrizagdo (Diwan et al., 2017; Uzéda e Silva et
al., 2016; De Castro et al., 2016).

A inflamacgéo é a primeira fase do processo de cicatrizacdo, sendo uma das
etapas que pode ser modulada pela fototerapia a laser e por isso essa técnica é
amplamente difundida com esta finalidade (Busnardo & Biondo-Simdes, 2010).
Viegas et al. (2007) compararam os efeitos da laserterapia utilizando dois
comprimentos de onda (685 nm e 830 nm) e uma droga antiinflamatéria na
modulacdo da resposta inflamatéria durante o reparo tecidual em diferentes tempos
cirurgicos no periodo de 7 dias. Eles observaram que os resultados foram similares

para os dois comprimentos de onda, apesar de seus diferentes mecanismos de agao
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nas células. Porém, em comparacdo com o grupo controle e o grupo antiinflamatério,
uma melhor qualidade histolégica durante o reparo foi observada nos grupos
irradiados, o que € favoravel para a recuperacdo do tecido, porém, ndo foram

observados efeitos antiinflamatorios do laser na cicatrizacdo das feridas.

Neste estudo, foi possivel observar que o infiltrado inflamatério foi mais
duradouro e intenso no grupo hipotireoidiano controle quando comparado ao grupo
eutireoidiano, bem como ao seu grupo irradiado aos 7 dias, concordando com 0s
estudos que afirmam que o processo inflamatério em situacbes em que ha
comprometimento sistémico tende a ser mais prolongado (Uzéda e Silva et al., 2016;
Santana et al, 2015). Os achados deste trabalho corroboram com Zimmermann et al.
(2009) que evidenciaram um infiltrado inflamatorio persistente na ferida dos ratos
que contribui para o retardo na cicatrizagcdo do grupo hipotireoidiano. Nas fases
iniciais da ferida, as células inflamatérias sdo importantes para o debridamento da
area e liberacdo de citocinas e fatores de crescimento. Porém, estes eventos,
guando postergados, também aumentam a producdo de oxidantes que podem

conduzir a necrose celular (Silveira et al., 2011).

A angiogénese no inicio do processo de reparo é imprescindivel para carrear
oxigénio e nutrientes essenciais para a neoformacdo tecidual. Insuficiente
angiogénese nesta fase pode postergar o reparo (Rettinger et al., 2017). Entretanto,
na fase de remodelacdo ha diminuicdo na densidade vascular e aaumento na
deposicado de colageno. A maior proliferacdo vascular foi encontrada no grupo HL
aos 7 dias quando comparado ao controle, o que denota o efeito favoravel da
fototerapia. Este estudo corrobora com Colombo et al., 2013 que afirma o efeito pro
angiogénico do laser ao observar o aumento do niumero de vasos nas feridas de
ratos irradiados com laser (660nm) comparados com 0S grupos nao irradiados.
Recentemente, Uchinaka et al. (2017), observaram, através de imunoistoquimica,
um reparo tecidual mais eficiente na ferida de ratos devido a formagéo de novos

vasos sanguineos presentes na area da ferida aos 7 dias.

A reepitelizacdo da ferida € importante nos primeiros dias da cicatrizacéo,
pois proporciona uma barreira fisica entre 0 meio ambiente e o organismo, e permite
a continuidade do processo de cicatrizacdo sem interferéncias de agentes externos

e patdgenos (Shen et al, 2017). As lesdes incisionais sdo normalmente
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reepitelizadas dentro de 24-48 horas apds a lesdo inicial, entretanto, as feridas
excisionais podem demorar mais tempo para reepitelizar (Monaco & Lawrence,
2003).

Observou-se que o0 hipotireoidismo prolongou o periodo de inicio da
reepitelizacdo, e a laserterapia promoveu a proliferacdo dos queratindcitos das
margens da ferida em direcdo a area descoberta logo no inicio do periodo de
avaliacdo do processo cicatricial, aos 3 dias. Nestes casos, foi encontrado epitélio
estratificado, em fase de organizacado, indicando uma aceleracdo do processo de
cicatrizac&o. E conhecido que os principais estimuladores da migracéo e proliferacéo
dos queratindcitos sao os fatores de crescimentos e as citocinas. Estes vém sendo
comercializados e tém se mostrado eficazes na cicatrizacdo de feridas (Shen et al.,
2017; Kim et al., 2013; Liem et al., 2013). Deste modo, estudos como o de Colombo
et al., (2013) confirmam que a laserterapia estimula a expressdo de fatores de
crescimentos no ambiente da ferida, contribuindo assim para a reepitelizagdo, como

demonstrado neste estudo.

No periodo de 7 dias todos 0s grupos apresentaram mais da metade da ferida
recoberta, sem diferenca estatisticamente significante. Este resultado discorda dos
encontrados por Ramalho et al., (2010) que avaliaram a influéncia das Fototerapia
laser (660nm) e Luz polarizada com o uso de 20 ou 40J/cm? na cicatrizagao de
feridas de ratos hipotireoidianos e observaram reepitelizagdo melhorada, e em
alguns casos completa, aos 7 dias nos grupos irradiados com Laser quando
comparados aos grupos ndo irradiados. Porém, neste mesmo estudo pode-se
observar que o uso de 40J/cm? de luz polarizada tenha sido prejudicial a
reepitelizacdo e, mais da metade dos casos irradiados ndo apresentaram nenhum
sinal de reepitelizacdo. Por isso, enfatiza-se que o uso de protocolos padronizados

de laserterapia séo essenciais para a obtencéo de resultados satisfatorios.

No periodo mais tardio, aos 14 dias, foi possivel observar o maior grau de
reepitelizacdo nos grupos eutireoidianos quando comparados ao grupo
hipotireoidiano, irradiado ou n&o, demonstrando que o hipotireoidismo retarda a
reepitelizacdo completa das feridas. Isso devido ao conhecimento sobre o controle
molecular dos hormonios tireoidianos na diferenciacéo epidérmica e proliferacdo de

gueratinécitos (Antonini et al., 2013).
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A confeccgao de feridas excisionais mais extensas acarreta em maior distancia
entre os bordos da ferida e maior quantidade de tecido a ser reparado, e
consequentemente de maior formacao de tecido de granulacdo que nas feridas de
tamanhos menores realizadas. Por isso, neste estudo, onde foi realizada feridas
excisionais de 1cm x 1lcm, aos 14 dias, nem todos as amostras apresentavam
reepitelizagdo completa, diferindo de trabalhos como o de Uchinaka et al (2017) que
avaliaram a cicatrizacdo de ratos com feridas padronizadas em 5mm e observaram
aos 14 dias reepitelizacdo completa de todos os animais. Portanto, em feridas

maiores, maior serd o tempo necessario para repavimentacao.

Estudos tém demonstrado o efeito da luz laser na proliferagéo celular durante
0 processo de reparo. Usumez et al. (2017) investigaram os efeitos da laserterapia
(635 nm) na taxa proliferativa de fibroblastos em estudo in vitro e in vivo. As células
irradiadas no estudo in vitro revelaram uma consideravel atividade proliferativa
superior as células néo irradiadas apds 24 horas. Na avaliacédo das feridas dos ratos,
as diferencas foram significativas 3 dias ap6s a irradiacdo. Vinck et al. (2003)
avaliaram a proliferacdo celular apés laserterapia em variados comprimentos de
onda (950 nm, 660 nm e 570 nm) e observaram que todos os grupos irradiados

apresentaram melhores resultados quando comparados com o grupo controle.

Na avaliacdo da proliferacdo fibroblastica, verificou-se diferenca significativa
apenas no periodo de 3 dias no grupo EL em comparacédo ao grupo HL. Contudo,
aos 7 dias, periodo de proliferacdo tecidual, mesmo que sem diferenca
estatisticamente significante, observou-se que o grupo HC apresentou proliferacao
discreta em comparagdo aos grupos EC e HL, demonstrando que na cicatrizagao
tecidual de hipotireoidianos ha uma tendéncia de menor evidéncia de fibroblastos, o
que pode ter repercutido na menor deposicdo de colageno também observada no
grupo hipotireoidiano controle em relacdo ao grupo Laser. Este resultado demonstra
os efeitos fotobiomoduladores do laser na fase proliferativa do reparo e confirma
resultados como os de Sampaio et al. (2013) onde um protocolo adequado da
laserterapia pode estimular respostas celulares nos fibroblastos e promover a

migracao e proliferagéo celular sem causar estresse ou destruigdo as células.

Na fase proliferativa, além da proliferacéo fibroblastica, a deposicao de MEC é

essencial para o reparo tecidual. A Matriz extracelular € uma complexa rede de
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proteinas e outras macromoléculas. Dentre elas, a fibronectina é uma das maiores
glicoproteinas, com funcdo de promover a adesdo celular (Sousa et al., 2014,
Bielefeld et al., 2011). Ja o colageno é o principal componente estrutural,
fundamental para assegurar as melhores propriedades mecéanicas do tecido. Essa
atividade biologica depende da organizacao e distribuicdo das fibras de colageno. A
propor¢cdo de Colageno | e colageno Ill € importante para a formagdo do tecido
conjuntivo e progressao da cicatrizacdo de feridas cutaneas (Desai et al., 2014, Elliot
et al., 2011).

Os achados deste trabalho demonstram que houve maior deposicdo e
distribuicdo das fibras colagenas entre os grupos HL quando comparado ao grupo
HC nos periodos de 7 dias. Aos 14 dias também foi possivel observar essa
tendéncia, porém sem diferenca estatistica. Este estudo corrobora com De Castro et
al., (2014) que avaliaram a influéncia das fototerapias Laser e LED na deposigdo
colagénica de feridas cirargicas de ratos e observaram maior sintese de colageno
durante o processo cicatricial dos grupos irradiado. Posteriormente, Santana et al.,
(2015) também demonstraram que a laserterapia, no comprimento de onda de
660nm e baixas doses de energia, aplicada em regides que necessitem de reparo
tecidual promove deposicdo de colageno mais organizada, essencial para o
completo fechamento da ferida.

Diferindo do estudo realizado por Paraguassu et al., 2014 que observaram
gue os animais hipotireoidianos apresentaram feridas com menor deposicao
colagénica quando comparada ao grupo eutireoidiano aos 7 dias, o presente estudo
ndo encontrou diferencas estatisticas. Porém, observou-se, aos 3 e 14 dias, maior

grau de deposicéo de colageno nos grupo eutireoidianos.

A avaliagdo imunoistoquimica da expresséo de proteinas em diferentes fases
do reparo tecidual de ratos hipotireoidianos pode fornecer importantes informacdes
para validar a eficacia da laserterapia. Por isso, neste estudo foram avaliados a
expressao imunoistoquimica da fibronectina e dos colagenos | e lll, pois como
demonstrado por Slavskovky et al. (2011), o balanco entre a sintese e a degradacéo

de MEC é importante para a cicatrizacdo normal.
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A formacdo de MEC, bem como a ligacdo entre os seus componentes, € 0
ponto chave do processo de reparo tecidual. A formacdo de uma matriz de colageno
| e Ill € dependente da rede de fibronectina pré-existente. O relacionamento entre
fibronectina, fibroblastos e miofibroblastos é fundamental para o balangco entre a

formacdao da cicatriz e contracao da ferida (Widgerow, 2011).

Por isso, neste estudo a expressdo da fibronectina também foi avaliada. A
fibronectina € conhecida como um componente essencial durante o processo de
reparo, pois gera um arcabouc¢o que viabiliza a adeséo e a migracao celular (Kibe et
al., 2017). Aos 3 dias apdés a confeccdo da ferida, pode-se observar intensa
expressao de fibronectina em todos os grupos avaliados, este padrdo variou de
intensa a discreta aos 7 dias. Neste trabalho ndo houve diferenca estatisticamente
significante na expressdo de fibronectina na area da ferida entre os grupos
eutireoidianos e hipotireoidianos. Contudo, pode-se observar que o0s grupos
hipotireoidianos mantiveram maior expressdo desta proteina ao longo dos 14 dias
em comparacdo com 0S grupos eutireoidianos, que apresentaram reducdo gradual

da expresséo da fibronectina.

Estes achados estdo de acordo com Sousa et al. (2014), Bielefeld et al.
(2011), que mostraram expressdo transiente da fibronectina em cicatrizagdo de
feridas sob condicbes normais. De acordo com Lenselink (2015), a fibronectina é
depositada nos estagios iniciais da cicatrizacdo, e na fase de remodelagcédo ela
precisa ser degradada e removida do tecido para dar lugar a deposi¢ao de colageno.
Os resultados deste trabalho indicam que o hipotireoidismo prolongou a expressao
da fibronectina, com um padrdo similar ao visto nas fases iniciais do processo de

cicatrizacdo normal.

Com relagédo a fototerapia, pode-se observar que a luz laser ndo atuou de
modo biomodulador. Nenhuma diferenca significante na expressédo da fibronectina
foi observada entre os grupos estudados em nenhum dos tempos avaliados. Aos 3
dias, intensa expressdo pode ser observada, e variou de intensa a discreta aos 7
dias. E possivel que o hipotireoidismo tenha alterado a expresséo da fibronectina na

ferida que nao foi modificada pela luz laser.
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Considerando o tempo de progressao do reparo, efeitos positivos e negativos
podem estar associados com a presenca de colageno. A identificacdo do aumento
do colageno | em detrimento ao colageno lll, como encontrado neste trabalho, é
considerada apropriada ao longo do periodo do processo de cicatrizacao.
Tradicionalmente, esta substituicdo € um importante indicador da progressédo do
processo de reparo e visa promover maior forga ténsil da ferida durante a fase de
remodelacdo. Isso indica o0 quanto este tecido se aproxima do tecido normal, como

demonstrado em outros trabalhos (Santana et al., 2015; Klingberg et al., 2013).

Ao avaliar os tipos de colageno, a analise da imunoexpressao de colageno
tipo I, durante o curso do tempo de cicatrizacdo de feridas mostrou colagenizacéo
progressiva ocorrendo nos 3 periodos experimentais, embora diferenca estatistica
tenha sido observada apenas entre os grupos controles (EC e HC) e entre os grupos
hipotireoidianos (HL e HC), demonstrando a influéncia negativa do hipotireoidismo
na deposicao de colageno tipo |, e a fotobiomodulacdo promovida na presenca

deste disturbio enddcrino.

Apenas o grupo HC, ao final do periodo experimental, manteve-se com menor
grau de deposicdo de colageno tipo I. Em concordancia com estes dados, estudos
realizados por Busnardo & Biondo Simdes (2010) na avaliagdo do efeito da
irradiacao Laser (632.8nm, 4J /cm2, 36s) no reparo tecidual de ratos, encontraram o
mesmo perfil de deposicdo colagénica nos animais irradiados avaliados através da
marcacdo com Picrosirius, porém sem diferenca estatisticamente significante. Isso

pode ter ocorrido devido ao baixo tempo de exposicao da luz laser sobre o tecido.

Sabe-se que o processo inflamatorio interfere diretamente na dindmica da
MEC e p prolongamento da fase inflamatéria € um fator que leva ao atraso na
cicatrizacdo (Uzéda e Silva et al, 2016). E possivel que este padrdo de discreta
deposicdo de colageno | verificado no grupo HC, seja devido a presenca deste
infiltrado inflamatorio na ferida, acarretando na liberacdo de enzimas proteoliticas
responsaveis pela degradacdo de componentes teciduais no local (Silveira et al.,
2011).

Paraguassu et al. (2014) analisaram através de imunoistoquimica a

expressdo dos colagenos | e lll de feridas de ratos. Os autores utilizaram a
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fototerapia Laser na ferida de ratos eutireoidianos e hipotireoidianos por 7 ou 14
dias. Eles encontraram uma significante diferenca na imunoexpressao do colageno |
entre 0s grupos irradiados com seus respectivos grupos controles nos dois tempos
experimentais. Entretanto a comparacdo entre eutireoidianos e hipotireoidianos
irradiados nao apresentou diferenca significativa, demonstrando que a luz laser

promoveu deposi¢éo colagénica de modo similar nos dois grupos.

Maligiere et al., (2017) utilizaram a Fototerapia Laser (670nm, 30mW, 4,93 ou
9,86J/cm?) nas queimadura de ratos por 2, 10 e 18 dias. Eles observaram
predominancia de colageno tipo | com diminui¢do do colageno Il no grupo irradiados
em comparagdo com o grupo de controle. Portanto, a laserterapia foi mais eficaz no
processo de cicatrizacdo e atuou como um bioestimulador. Ja Fiorio et al., 2013
utilizaram a Fototerapia Laser (670nm,35mW, 4,93 ou 9,86J/cm?) nas queimadura de
ratos por 8 e 16 dias e observaram maior deposicdo de coldgeno | nos grupos
gqueimado e irradiados em comparagdo ao grupo de controle, mas aos 16 dias
observaram que o colageno | permaneceu na ferida do grupo queimado, mas nos
grupos irradiados e controle foi observada maior deposicdo de colageno lll, eles
sugeriram a eficacia do laser na deposicdo do tecido altamente estruturado.
Contudo, a literatura consultada relata que para a adequada remodelacdo e
maturacéo do tecido reparado, ha a necessidade da substituicdo do colageno Il pelo
colageno | (Maligliere et al., 2017; Slavskovky et al., 2011; Busnhardo & Biondo-
Simdes, 2010).

Desde que foram identificados na cicatrizacao de feridas de pele de ratos por
Gabbini et al. em 1971, os miofibroblastos tém sido alvo de inUmeras pesquisas
envolvendo 0 processo de cicatrizacdo. Baseado nessas informacfes, nés
hipotetizamos que, em vista da ja bem relatada deficiéncia do processo cicatricial
causada pelo hipotireoidismo, a diferenciacdo miofibroblastica seja prejudicada
durante a cicatrizacdo de hipotireoidianos, e 0 uso da fototerapia a Laser teria um
papel biomodular na diferenciacdo miofibroblastica da cicatrizacdo na presenca

deste disturbio.

Para isto, foi utilizado o anticorpo a-SMA para analise da expressao
imunoistoquimica, pois embora os miofibroblastos possam expressar outras

proteinas e serem avaliadas através do uso de outros anticorpos como vimentina e
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desmina (Desai et al., 2014; Medrado et al., 2003); a presenga de a-SMA representa
o marcador mais confidvel do fenotipo miofibroblastico (Santana et al., 2015;
Andreoli et al., 2011; Elliot et al., 2011).

Na andlise dos miofibroblastos, observou-se que quanto mais intenso o
processo inflamatorio, menos frequente foi a identificagdo do numero de
miofibroblastos. Aos 7 dias, verificou-se maior intensidade na inflamac¢do do grupo
HC, seguido de menor deposicao de colageno e menor numero de miofibroblastos,
em comparacdo ao grupo irradiado e ao grupo eutireoidiano. Esta observacéo
coincide com estudo de Goldberg et al. (2007) que sugerem que a presenca de
infiltrado inflamatdrio, com liberacdo de TNF-a, tem acdo inibitéria na sintese de
TGFB, fator importante na diferenciacdo miofibrobastica. Desai et al., (2014)
demonstraram in vitro que o tratamento de células tronco mesenquimais com TGFf
promove o fenotipo miofibroblastico com aumento da expressdo de a-SMA. Aliado a
este fato, o uso da fototerapia laser promove 0 aumento na producao de fatores de
crescimento, incluindo o TGF, e desta forma, pode ter sido mais um fator favoravel

para a diferenca estatistica encontrada.

Os estudos que envolvem a disfuncédo tireoidiana, miofibroblastos e
cicatrizacdo de feridas, estdo associados apenas ao hipertireoidismo e a
comprovada formacédo de cicatrizes hipertéficas (Zhang et al., 2016; Woller et al.,
2016). Sendo escassos 0s estudos que comparem o efeito sistémico do
hipotireoidismo na diferenciacdo miofibroblastica, ndo podemos fazer comparacdes
com outros trabalhos. Entretanto, a utilizacdo da laserterapia e de outras terapias
que promovam efeitos desejaveis sobre os miofribloblastos e a sua acdo em
processos cicatriciais € amplamente difundida (Diwan et al., 2017; De Castro et al.,
2014; Desal et al., 2014; Kim et al., 2013; Elliot et al., 2012; Ribeiro et al., 2009,
Medrado et al., 2003).

A diferenca encontrada entre o numero de células presentes nos grupos
hipotireoidiano, estatisticamente menor em relagéo aos grupos eutireoidianos, aos 3
dias de cicatrizacao, sugere que o hipotireoidismo posterga o aparecimento e a acao
contratil dos miofibroblastos dentro da ferida. E, embora o numero de miofibroblastos
encontrados nas feridas do grupo HL tenha sido maior do que no grupo HC, n&o foi

encontrada diferenca estatistica, mas demonstra o possivel efeito biomodulador da
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luz laser na diferenciacdo miofibroblastica na presenca do hipotireoidismo. J&4 aos 7
dias, houve maior proliferacdo de miofibroblastos, estatisticamente significante, no

grupo hipotireoidiano irradiado quando comparado ao controle.

Verificou-se que nos grupos irradiados, o0 pico da diferenciacéao
miofibroblastica ocorreu aos 7 dias, e entdo diminuiu gradativamente até os 14 dias.
Ja os grupos controles ndo apresentaram reducdo do numero de miofibroblastos,
corroborando com os achados de Elliot et al., (2012) e Ribeiro et al., (2009) que
sugerem que estes dados ocorram devido a acdo do laser na transformacao do
fendtipo miofibroblastico nos estagios mais iniciais do processo de cicatrizagéo. E,
como esperado, os miofibroblastos desaparecam por apoptose apds promoverem a
contracdo da ferida. Ao contrario, a persisténcia de miofibroblastos na ferida dos
grupos controles sugere que a cicatrizacao da ferida € mais lenta e, por isso, 0s
miofibroblastos permanecam no local promovendo, mais tardiamente, a agéo

contrétil.

Medrado et al. (2003) avaliaram o efeito da laserterapia no processo de
cicatrizacdo de ferida de ratos utilizando diferentes dosagens de irradiacao (4J/cm2 e
8J/cm?) por 14 dias. Eles observaram que uma melhor acdo do laser foi alcancada
com o uso de 4J/cm? e que, o laser induziu uma série de mudancas morfologicas,
que presumivelmente seriam favoraveis para a resolug¢do da ferida, pois reduziu a
reacao inflamatoria, induziu o aumento da deposicao de colageno e a proliferacdo de

miofibroblastos nas feridas que utilizaram esta dosagem.

Neste estudo, utilizamos o anticorpo S100A4, também conhecido por FSP1
para identificacdo da populacdo fibroblastica dos grupos avaliados. Nao foi
encontrada diferenca entre o numero de fibroblastos presentes no grupo
eutireoidiano e hipotireoidiano, irradiado ou ndo, e nem em associacao inter grupo
nos periodos de 3 e 7 dias. Diferindo dos outros grupos, pode-se observar um
aumento do numero de fibroblastos presentes na ferida do grupo hipotireoidiano
irradiado aos 14 dias. Como relatado previamente, Desai et al. (2014) demonstraram
em estudo in vitro que os miofibroblastos podem retornar ao seu perfil fibroblastico
através do uso de bFGF. O aumento na liberacédo de fatores de crescimento é um
dos bem conhecidos beneficios da laserterapia, sendo o bFGF um deles (Saugun et

al., 2012). A acao da luz laser no tecido dos ratos hipotireoidianos pode ser um dos
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fatores do aumento do numero de fibroblastos na ferida aos 14 dias, tendo em vista
gue aos 7 dias a maior populacéo celular na ferida foi composta por miofibroblastos
que tendem a sofrer apoptose ou se desdiferenciar, logo apés tenham finalizado a

sua acédo contratil no ambiente da ferida cirargica.

Embora muitos estudos tenham utilizado o FSP1 como marcador de
miofibroblastos em progresséo tumoral, o uso do FSP1 em regides de reparo tem
sido pouco utilizado. lwano et al., (2002) utilizaram este marcador para identificar
fibroblastos advindos da transicéo epitélio mesenquimal, De acordo com os autores,
o FSP1 é o o marcador mais consistente de fibroblastos no tecido. Além disso,
relatam que o FSP1 define um universo de fibroblastos que néo expressa actina de
musculo liso como os miofibroblastos que compartilham expresséo similar aos vasos
sanguineos no local da injaria tecidual. Desta forma, mais estudos precisam ser
realizados para elucidar alguns questionamentos das populagcbes fibroblasticas

imunomarcadas pelo uso deste anticorpo.

Visto que a cicatrizacao de feridas é um processo complexo e que envolve
uma série articulada de eventos biolégicos com o intuito de reparar o tecido, no
entanto, que qualquer interferéncia neste sincrbnico processo pode levar ao
prolongamento do reparo tecidual e acarretar iniUmeros prejuizos a saude. Os
achados deste estudo fornecem ndo apenas uma visao da influéncia negativa do
hipotireoidismo no processo cicatricial, como também ajudam a esclarecer alguns
topicos da acdo da laserterapia na regulacéo da cicatrizacédo de feridas em modelos

de comprometimento sistémico como o hipotireoidismo.

A presenca de miofibroblastos e proteinas da matriz extracelular em resposta
a terapia a Laser € uma forte indicacdo do sucesso da terapia na cicatrizacao de
feridas de ratos hipotireoidianos. Pesquisas neste sentido devem ser estimuladas,
para que seus parametros sejam padronizados e 0s seus beneficios se ampliem ao
mais variados problemas de saude que possam interferir no processo de reparo

tecidual.
8. CONCLUSAO

O hipotireoidismo postergou 0 inicio do processo cicatricial nos ratos

submetidos a tireoidectomia. A fototerapia a laser, nos parametros empregados, foi
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capaz de melhorar o padrdo do reparo tecidual promovendo beneficios celulares e
estruturais na ferida que direcionam a melhor recuperacédo do tecido. Estes aspectos
foram visualizados principalmente nos primeiros estagios do processo de
cicatrizacdo, denotando a importancia do uso da laserterapia imediatamento apos a

injuria tecidual.
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Tabela 5. Andlise semiquantitativa da reepitelizacdo na area da ferida de acordo com o
ndamero e porcentagem dos espécimes por categoria.

Reepitelizagao

Periodo Grupos Discreta Moderada Intensa

experimental % % %
Eutireoidiano controle 50 50 -

3 dias Eutireoidiano laser 33,3 66,7 -
Hipotireoidiano controle 50 50 -
Hipotireoidiano laser - 100 -
Eutireoidiano controle - 100 -

7 dias Eutireoidiano laser - 100 -
Hipotireoidiano controle - 100 -
Hipotireoidiano laser - 100 -
Eutireoidiano controle - 16,7 83,3

14 dias Eutireoidiano laser - 33,3 66,7
Hipotireoidiano controle - 83,3 16,7
Hipotireoidiano laser - 83,3 16,7

Grupos entre os quais houve diferenca

Tabela 6. Analise semiquantitativa da inflamag&o aguda na &rea da ferida de acordo com o
namero e porcentagem dos espécimes por categoria.

Inflamacé&o aguda

Periodo Grupos Discreta Moderada Intensa
experimental % % %
Eutireoidiano controle 66,7 16,7 16,7
3 dias Eutireoidiano laser 88,3 16,7 -
Hipotireoidiano controle 50 33,3 16,7
Hipotireoidiano laser 83,3 16,7 -
Eutireoidiano controle 100 - -
7 dias Eutireoidiano laser 66,7 33,3 -
Hipotireoidiano controle 100 - -
Hipotireoidiano laser 83,3 - 16,7
Eutireoidiano controle 100 - -
14 dias Eutireoidiano laser 100 - -
Hipotireoidiano controle 83,3 16,7 -
Hipotireoidiano laser 100 - -
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Tabela 7. Andlise semiquantitativa da inflamacgé&o crbénica na &rea da ferida de acordo com o
namero e porcentagem dos espécimes por categoria.

Inflamacé&o crbnica

Periodo Grupos Discreta Moderada Intensa
experimental % % %
Eutireoidiano controle 33,3 50 16,7
3 dias Eutireoidiano laser 16,7 66,7 16,7
Hipotireoidiano controle 50 50 -
Hipotireoidiano laser 50 50 -
Eutireoidiano controle - 83,3 16,7
7 dias Eutireoidiano laser - 100 -
Hipotireoidiano controle - 16,7 83,3
Hipotireoidiano laser - 66,7 33,3
Eutireoidiano controle 66,7 33,3 -
14 dias Eutireoidiano laser 66,7 33,3 -
Hipotireoidiano controle 83,3 16,7 -
Hipotireoidiano laser 50 50 -

Tabela 8. Andlise semiquantitativa da angiogénese na area da ferida de acordo com o
namero e porcentagem dos espécimes por categoria.

Angiogénese

Periodo Grupos Discreta Moderada Intensa
experimental % % %
Eutireoidiano controle 83,3 16,7 -
3 dias Eutireoidiano laser 66,7 33,3 -
Hipotireoidiano controle 100 - -
Hipotireoidiano laser 100 - -
Eutireoidiano controle - 83,3 16,7
7 dias Eutireoidiano laser 33,3 50 16,7
Hipotireoidiano controle 50 50 -
Hipotireoidiano laser 50 - -
Eutireoidiano controle 33,3 66,7 -
14 dias Eutireoidiano laser 83,3 16,7 -
Hipotireoidiano controle 66,7 33,3 -
Hipotireoidiano laser 66,7 16,7 16,7
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Tabela 9. Andlise semiquantitativa da proliferacdo fibroblastica na area da ferida de acordo
com o numero e porcentagem dos espécimes por categoria.

Fibroblastos

Periodo Grupos Discreta Moderada Intensa
experimental % % %
Eutireoidiano controle 83,3 16,7 -
3 dias Eutireoidiano laser 50 50 -
Hipotireoidiano controle 100 - -
Hipotireoidiano laser 100 - -
Eutireoidiano controle - 83,3 16,7
7 dias Eutireoidiano laser - 50 50
Hipotireoidiano controle 33,3 33,3 33,3
Hipotireoidiano laser - 66,7 33,3
Eutireoidiano controle - 33,3 66,7
14 dias Eutireoidiano laser - 16,7 83,3
Hipotireoidiano controle - 50 50
Hipotireoidiano laser - 33,3 66,7

Tabela 10. Analise semiquantitativa da reepitelizacdo na

namero e porcentagem dos espécimes por categoria.

area da ferida de acordo com o

Colageno
Periodo Grupos Discreta Moderada Intensa
experimental % % %
Eutireoidiano controle 66,7 33,3 -
3 dias Eutireoidiano laser 83,3 16,7 -
Hipotireoidiano controle 100 - -
Hipotireoidiano laser 100 - -
Eutireoidiano controle 50 50 -
7 dias Eutireoidiano laser 33,3 66,7 -
Hipotireoidiano controle 50 50 -
Hipotireoidiano laser - 50 50
Eutireoidiano controle - 33,3 66,7
14 dias Eutireoidiano laser - 16,7 83,3
Hipotireoidiano controle - 50 50
Hipotireoidiano laser - 16,7 83,3
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Tabela 11. Andlise semiquantitativa da imunoexpressao do coladgeno tipo | na area da ferida

de acordo com o nimero e porcentagem dos espécimes por categoria.

Colageno |
Periodo Grupos Discreta Moderada Intensa
experimental % % %
Eutireoidiano controle - 100 -
3 dias Eutireoidiano laser 33,3 66,7 -
Hipotireoidiano controle 66,7 33,3 -
Hipotireoidiano laser - 100 -
Eutireoidiano controle 50 50 -
7 dias Eutireoidiano laser 33,3 50 16,7
Hipotireoidiano controle 83,3 16,7 -
Hipotireoidiano laser 33,3 66,7 -
Eutireoidiano controle - 100 -
14 dias Eutireoidiano laser - 66,7 33,3
Hipotireoidiano controle 50 33,3 16,7
Hipotireoidiano laser 16,7 33,3 50

Tabela 12. Analise semiquantitativa da imunoexpressao do colageno tipo Ill na area da
ferida de acordo com o nimero e porcentagem dos espécimes por categoria.

Colageno llI
Periodo Grupos Discreta Moderada Intensa
experimental % % %
Eutireoidiano controle 50 33,3 16,7
3 dias Eutireoidiano laser - 66,7 33,3
Hipotireoidiano controle - 33,3 66,7
Hipotireoidiano laser - - 100
Eutireoidiano controle 33,3 33,3 33,3
7 dias Eutireoidiano laser 33,3 66,7 -
Hipotireoidiano controle 83,3 16,7 -
Hipotireoidiano laser 16,7 50 33,3
Eutireoidiano controle 66,7 16,7 16,7
14 dias Eutireoidiano laser 66,7 33,3 -
Hipotireoidiano controle 16,7 33,3 50
Hipotireoidiano laser 66,7 33,3 -
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Tabela 13. Andlise semiquantitativa da imunoexpressao da fibronectina na area da ferida de
acordo com o numero e porcentagem dos espécimes por categoria.

Fibronectina

Periodo Grupos Discreta Moderada Intensa
experimental % % %
Eutireoidiano controle - 33,3 66,7
3 dias Eutireoidiano laser - - 100
Hipotireoidiano controle - - 100
Hipotireoidiano laser - 16,7 83,3
Eutireoidiano controle 50 33,3 16,7
7 dias Eutireoidiano laser 33,3 16,7 50
Hipotireoidiano controle - 16,7 83,3
Hipotireoidiano laser 33,3 50 16,7
Eutireoidiano controle 66,7 33,3 -
14 dias Eutireoidiano laser 66,7 33,3 -
Hipotireoidiano controle 66,7 33,3 -
Hipotireoidiano laser 16,7 66,7 16,7




