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RESUMO

Trevizam, NC. Acao do laser e da membrana de quitos ana no reparo tecidual em
ratos. Campo Grande, 2017. [Dissertacdo de Mestrado — Programa de Pos-Graduacao
em Odontologia — Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

O sucesso de qualquer procedimento cirdrgico depende de uma boa cicatrizacdo. Para
otimizar esse processo, ja existem na literatura trabalhos que comprovam a eficacia do
uso da biomembrana de quitosana e da laserterapia de baixa intensidade (LBI), usados
separadamente. Porém, ainda nao existem trabalhos publicados que tenham avaliado a
eficacia dos mesmos quando usados de forma concomitante. Com esse objetivo,
utilizaram-se 39 ratos Wistar, machos, de aproximadamente 250g. Foram realizadas
guatro feridas cirdrgicas padronizadas na regido calvaria dos animais. As lesfes
receberam 0s seguintes tratamentos: Coagulo (controle, Grupo A); LBl (Grupo B);
associagao da quitosana com a LBI (Grupo C) e quitosana (Grupo D). Os animais foram
sacrificados nos tempos 1, 3 e 7 dias. As pecas cirdrgicas foram removidas e submetidas
a analise histologica para avaliacdo da reacdo inflamatéria e de reparo dos tecidos na
area da ferida cirdrgica. A utilizacdo da biomembrana de quitosana junto com a LBI ndo
acelerou o processo de reparo inflamatorio inicial. A LBI reduziu o infiltrado inflamatorio
bem como a extensdo da necrose, favorecendo a cicatrizacdo da ferida. A quitosana

estimulou a neoangiogénese e reduziu a extensao da necrose.

Palavras-chave: lasers, cicatrizac&o, curativos.



ABSTRACT

Trevizam, NC. Action of laser and chitosan membrane on tissue repair in rats.
Campo Grande, 2017. [Dissertacdo de Mestrado — Programa de PoOs-Graduacdo em
Odontologia — Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

The success of any surgical procedure depends on a good healing. To optimize this
process, there are studies in the literature that demonstrate the efficacy of chitosan
biomembrane and low intensity laser therapy (LLLT), used separately. However, there are
no published studies that have evaluated their effectiveness when used concomitantly. For
this purpose, 39 Wistar rats, males, with dapproximately 250g were use. Four standard
surgical wounds were made in the calvaria of animals. Injuries received the following
treatments: Clot (control, Group A); LLT (Group B); association of chitosan with LLT
(Group C) and chitosan (Group D). The animals were sacrificed at days 1, 3 and 7. The
specimens were removed and subjected to histological analysis to evaluate assessment of
inflammatory reaction and tissue repair in the area of the surgical wound. The use of the
chitosan biomembrane together with LLT did not accelerate the initial inflammatory repair
process. LLT reduced the inflammatory infiltrate as well as the extent of necrosis, favoring

wound healing. Chitosan stimulated neoangiogenesis and reduced the extent of necrosis.

Key words: lasers, wound healing, dressings.
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1 INTRODUCAO

Para que se tenha sucesso em qualquer tratamento cirargico € de suma importancia
gue ocorra corretamente o processo de cicatrizacdo da ferida. A cicatrizacdo é um
mecanismo complexo, que envolve atividade celular quimiotatica, com liberacdo de
mediadores quimicos e respostas vasculares (VIDAL-RAMOS et al., 2014).

Os locais de reparacao variam na quantidade de destruicdo tissular local; por
exemplo, uma inciséo cirargica deixa pouco ou nenhum tecido desvitalizado; por outro
lado, uma necrose irregular e disseminada faz com que a inflamacéo aguda tenha que
persistir para liquefazer o tecido necrotico, assim, o reparo ndao pode progredir até que as
estruturas necroticas sejam removidas: quanto mais tempo persiste 0 processo
inflamatorio, mais tempo leva a cura tecidual levando a reparacéo por fibrose (RUH et al.,
2013).

Algumas técnicas estdo sendo utilizadas na clinica odontoldgica para que ocorra o
aceleramento do processo de cicatrizacdo, sendo a laserterapia de baixa intensidade
(LBI) uma delas. A LBI teve inicio na década de 1970, apoés relatos de resultados positivos
da irradiacéo em culturas de células e experimentos em animais (ROCHA JUNIOR et al.,
2006).

Usado na periodontia desde a década de 80, a LBI é empregada principalmente com
fins terapéuticos, pelas suas propriedades analgésicas, anti-inflamatorias e de
bioestimulacdo tecidual. E uma técnica ndo invasiva que atua na reducdo dos niveis
locais de prostaglandina, propicia proliferacdo celular e sintese de coldgeno, além de
estimular a liberagdo de adenosina trifosfato (ATP) celular e a liberagcdo de fatores de
crescimento (BARROS et al., 2008).

O laser de luz visivel € utilizado em lesdes epiteliais superficiais por interacéo
especifica com os cromoforos. A utilizacdo em diferentes comprimentos de onda € capaz
de acelerar a formacdo da epiderme; aumentar a espessura da camada epitelial;
promover neovascularizagdo e reorganizar as fibras colagenas (FREITAS et al., 2013).

Outro método utilizado para estimular a cicatrizacdo tecidual é através do uso da
biomembrana de quitosana. A partir da desacetilagdo da quitina, ha a formacdo da

quitosana, que apresenta estrutura primaria idéntica a quitina, porém, ha uma
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predominancia das unidades 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose (50-60%) (CAMPANA
FILHO et al., 2007).

A quitina € o segundo polissacarideo mais abundante na natureza, depois da
celulose. A molécula de quitosana, derivada da quitina, foi descoberta a cerca de 150
anos e apresenta como propriedades bioldgicas: atividade antimicrobiana; efeito
analgésico; capacidade de acelerar o processo de cicatrizagdo tecidual e tem efeito
coagulante (SILVA et al., 2006).

Para Kyzas e Bikiaris (2015) a quitosana € um material promissor, ndo so devido as
suas propriedades fisicas (estrutura macromolecular, ndo toxicidade, biocompatibilidade,
biodegradabilidade, etc.) e pela sua aplicabilidade em diferentes areas, mas também pelo
seu potencial de adsorcdo (adesao de moléculas de um fluido a uma superficie solida).

HemCon Dental Dressing é um curativo epitelial a base de quitosana. Facilita a
hemostasia precoce, reduz a dor pds-operatdria e mantém o leito da ferida protegido de
infeccdes, devido as suas propriedades antimicrobianas (KUMAR et al., 2016).

Diante da comprovacao literaria da eficacia cicatricial do uso da LBl e da
biomembrana de quitosana, separadamente, este trabalho tem como objetivo avaliar,
histologicamente, o processo inflamatorio inicial dos tecidos submetidos as duas técnicas

aplicadas de forma concomitante.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cicatrizagéo

Segundo Mandebaum et al. (2003) as grandes mudancas ocorridas nas ultimas
décadas, nos conceitos referentes a cicatrizacdo, tém mobilizado as industrias a
desenvolver e colocar no mercado produtos cada dia mais especificos, que sejam
eficazes e adequados para cada tipo de ferida em termos de custo/beneficio. Além do
tipo de curativo, fatores gerais e locais podem interferir no processo de cicatrizacdo. Dos
fatores gerais, interfere a idade, o estado nutricional do paciente, a existéncia de doencas
de base, como diabetes, alteragBes cardiocirculatérias e de coagulacdo, aterosclerose,
disfuncao renal, quadros infecciosos sistémicos e uso de drogas sistémicas. Dos fatores
locais, interfere a técnica cirurgica, formacdo de hematomas, infec¢do, reacdo de corpo
estranho, uso de drogas topicas e ressecamento durante a cicatrizacao.

Balbino et al. (2005) realizaram uma revisdo de literatura sobre os mecanismos
envolvidos na cicatrizacdo. Segundo os autores, quase concomitante ao estimulo lesivo,
sob a acdo de descargas adrenérgicas e mediadores quimicos locais, ocorre
vasoconstricdo como primeira resposta. Posteriormente, com a agregacao plaquetaria,
da-se o tamponamento dos vasos sanguineos; influxo de neutréfilos e macréfagos, com
consequente aumento da concentracdo de &cido lactico e queda do pH, que, aliados a
hipdxia, ativam os macréfagos para a producéo de fatores de crescimento. Em seguida, a
ativacao de fibroblastos se intensifica, dando inicio a formacédo do tecido de granulacéo e
de novos capilares, restabelecendo o fluxo sanguineo. Lentamente, o tecido de
granulacdo é enriquecido com mais fibras coldgenas, o que comecga dar a ferida um
aspecto de cicatriz. Entre os mediadores envolvidos, a IL-6 € considerada fundamental
em diversas etapas da inflamacao, ja que possui efeitos quimioatrativos para neutrofilos.
Ja a IL-10 é importante na finalizagdo da resposta inflamatoria, inibindo a infiltragdo de
neutrofilos e macrofagos aos sitios de injuria tissular.

Uma das formas de se avaliar o processo de reparacdo € através da técnica de

coloracdo com hematoxilina-eosina (HE), utilizando alguns indicadores, tais como:



15

exsudato neutrofilico, edema intersticial, congestdo vascular, neoformacdo vascular,
deposicao de fibrina, entre outros (CAMPOS et al., 2007).

A cicatrizacdo € dividida, didaticamente, em trés fases distintas, complexas e
sobrepostas. A primeira fase, chamada inflamatdria, dura em média trés dias e tem inicio
no momento da lesdo. H& formacéo de codgulo com o objetivo de proteger a regido contra
contaminacgdes; ocorre fagocitose de corpos estranhos e ativagcdo dos elementos
celulares das fases subsequentes. Na segunda fase, a proliferativa, ocorre formacao do
tecido de granulacao; tem inicio no terceiro dia da lesdo e dura, em média, de duas a trés
semanas. Essa fase tem como caracteristicas principais a neoangiogénese, a fibroplasia,
a epitelizacdo e deposicdo de matriz extracelular. A dltima fase, denominada de
maturacdo ou remodelagem, tem inicio ap0s a terceira semana e perdura por toda a vida
da ferida. E caracterizada por um aumento substancial da resisténcia da ferida, porém,
sem aumento da quantidade de colageno (TAZIMA et al., 2008).

Mais tardiamente, na fase de remodelagem, os fibroblastos do tecido de granulagéao
transformam-se em miofibroblastos comportando-se como um tecido contratil responsivo
aos agonistas que estimulam o musculo liso, promovendo a contracdo da ferida. Com o
decorrer do processo, a maioria dos vasos, fibroblastos e células inflamatérias
desaparece do local da ferida mediante processos de emigragcdo, apoptose ou outros
mecanismos desconhecidos de morte celular. Esse fato leva a formacéo de cicatriz com
reduzido numero de células. Porém, se a presenca de células persistir, formar-se-a um
gueloide ou uma cicatriz hipertréfica na regido (MENDONCA e COUTINHO-NETO, 2009).

Sabe-se que as dificuldades no processo de reparo tecidual ocorrem nos estagios
iniciais, nos quais se observa uma acentuacdo do edema, uma diminuida proliferacédo
vascular e uma reducéao significativa de elementos celulares como leucécitos, macréfagos
e fibroblastos. Por isso, sugere-se que a instituicdo de uma intervencdo é mais apropriada
na fase inicial do processo de reparo tecidual. As complicagfes cicatriciais vao além do
componente estético, promovem retragcdes teciduais, diminuicgdo do movimento, dor,
alteracao de postura e, por fim, reducédo na qualidade de vida (LEAL et al., 2012).

As feridas cutaneas constituem um problema de saude publica no Brasil e no
mundo. Estima-se que as dificuldades de cicatrizagdo atinjam 1-2% da populagédo em
geral destinando, assim, 2% do orcamento em saude € destinado ao tratamento de

feridas. Em virtude da significancia clinica e socio-econémica das feridas cutaneas,
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solugdes inovadoras para melhorar a qualidade de vida dos pacientes acometidos por
deficiéncias no processo de reparacao tecidual tém sido investigadas, incluindo o uso de
células-tronco, fatores de crescimento, medicamentos, oxigenacdo hiperbarica e a
utilizacdo de recursos da Fisioterapia, tais como o ultrassom e, mais recentemente, a
fototerapia (PAULA, 2016).

2.2 Laserterapia de baixa intensidade

Pugliese et al. (2003) realizaram um estudo para verificar a interferéncia do laser de
baixa intensidade em relac&o as fibras colagenas e elasticas em ratos Wistar, submetidos
a ferida no dorso e divididos em trés grupos. No grupo 1 os animais ndo receberam
aplicacdo de laser. No grupo 2 receberam emissédo de laser de arseneto de galio-aluminio
670nm, 9mW, 4J/cm?2 e no grupo 3 0s animais também receberam emissdo de laser de
arseneto de galio-aluminio, porém com 8J/cm2. O laser foi aplicado pontualmente, em
contato com a ferida e em uma Unica aplicacdo, logo apés o ato cirdrgico. Os animais
foram sacrificados nos dias 1, 2, 3, 5, 7 e 14. As pecas foram removidas e analisadas
histologicamente. Nos animais dos grupos submetidos a LBl observou-se que as
alteracg@es inflamatorias foram mais discretas. Estatisticamente, ndo houve diferenga entre
0S grupos experimentais e o grupo controle. Os animais que receberam uma densidade
de energia de 4J/cm2 mostraram um quadro histolégico mais favoravel do que a do grupo
tratado com 8J/cm2,

De acordo com Neves et al. (2005), a luz laser oferece uma relevante seguranca ao
ser utllizada, e difere das outras formas de luz devido principalmente a trés
caracteristicas: a monocromaticidade (a luz laser é composta de fétons, todos da mesma
cor e com 0 mesmo comprimento de onda. E, portanto, uma luz pura. Essa caracteristica
€ importante devido a absorcéo seletiva do tecido humano); a coeréncia (as ondas sao
ordenadas em relacdo ao tempo e suas amplitudes s&o iguais); a unidirecionalidade ou
colimacéo (o feixe de fétons € paralelo ao eixo do tubo que produz este tipo de energia e,
com isso, toda a energia do laser concentra-se precisamente em um ponto focal).

Entre os mais utilizados para cicatrizacado estdo o de HeNe (hélio-nebnio), AsGa

(arseneto de galio) e AsGaAl (arseneto de gélio e aluminio). Os lasers infravermelhos séo
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considerados mais eficazes para analgesia e os do espectro vermelho, para cicatrizacao.
Seus efeitos primarios sdo bioquimicos, bioelétricos e bioenergéticos. A LBI ndo causa
lise celular; atua pelo aumento do metabolismo, proliferacdo e maturacdo celular,
aumento da quantidade de tecido de granulacdo e diminuicdo dos mediadores
inflamatérios, induzindo o processo de cicatrizacdo. Silva et al., em 2007, estudaram a
cicatrizacdo de tecidos epitelial, conjuntivo e 6sseo associados a quatro diferentes
parametros de laserterapia, em ratos Wistar. A alteracdo epitelial mais marcante,
principalmente apés 14 dias do ato cirurgico, foi a vacuolizacdo de ceélulas epiteliais,
seguida de mitoses atipicas e apoptose, levando a atrofia tecidual. Isso indica que, quanto
mais irradiadas forem as células, maiores serdo o metabolismo e a renovacao tecidual.
Portanto, sugere-se que a laserterapia ndo seja aplicada apds o tempo fisiolégico de
cicatrizacao.

A LBI é amplamente utilizada devido aos efeitos benéficos que promove e a sua
vasta aplicabilidade, porém, a falta de padroniza¢do nas metodologias dos estudos faz
com que os resultados encontrados na literatura sejam bastante divergentes. A utilizacao
correta da dose, do comprimento de onda da luz e da densidade de energia aplicada no
tecido sdo importantes para alcancar o resultado pretendido. A LBI ndo tem efeitos
carcinogénicos evidenciados, porém, dependendo dos parametros da luz e da taxa de
proliferacdo da célula irradiada, pode haver um aceleramento indireto e mutacdes
adicionais no processo natural da carcinogénese (HENRIQUES et al., 2010).

A palavra laser corresponde a um acronimo composto pelas primeiras letras de light
amplification by stimulated emission of radiation, a qual significa: amplificacdo da luz por
emissao estimulada de radiacdo. A LBI atua na proliferacdo epitelial, endotelial e
fibroblastica; no aumento da sintese colagénica; na diferenciacdo dos fibroblastos em
miofibroblastos; no movimento celular dos leucdcitos, fibroblastos e células epiteliais € no
aumento da atividade fagocitaria dos macrofagos. Como efeitos vasculares, ha
estimulacdo da angiogénese e vasodilatacdo, que sao importantes na aceleracdo do
processo de reparo do tecido injuriado (LINS et al., 2010).

Da Silva et al., em 2010, analisaram os efeitos microscépicos da LBl na
cicatrizagdo de lesbes cutaneas em ratos Wistar e compararam os efeitos entre duas
doses de energia: 2J/cm? e 4J/cm? (essas doses apresentaram, segundo 0s autores,

efeitos analgésicos e cicatrizadores). O uso de animais para o experimento foi justificado
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pelo objetivo de padronizar algumas caracteristicas das lesdes, como &rea, profundidade
e localizacdo, caracteristicas estas dificeis de encontrar em um modelo experimental
humano. Optou-se por realizar a lesdo na regido cérvico-dorsal, por ser uma area de dificil
acesso ao animal, dificultando o auto ferimento. Embora ndo tenha sido encontrada
diferenca estatistica entre 0os grupos, notou-se que o grupo tratado com 4J/cm? teve
melhor processo de reparo tecidual.

Cavalcanti et al. (2011) realizaram uma revisdo de literatura com o objetivo de
mostrar a relevancia do conhecimento das propriedades fisicas do laser e sua interacao
com os tecidos biologicos. Segundo os autores, essa interacdo depende de fatores
relacionados as propriedades do laser, como comprimento de onda; quantidade de
energia aplicada; poténcia; area focalizada e tempo de exposicdo, e também de fatores
ligados ao tecido, como indice de refracdo; tipo de célula; perfusdo sanguinea; conducao
térmica; oxigenagdo; inflamacéo; infeccdo ou necrose. A quantidade de cromoforos
presente no tecido e sua correspondéncia entre o comprimento de onda utilizado e as
caracteristicas de absorcédo daquele cromoéforo também interferem na absorcéo da luz do
laser. Concluiu-se que, embora varios trabalhos tenham comprovado a eficacia do laser
em diversos tratamentos, ainda ndo ha uma padronizacdo do seu uso. Doses muito
baixas ou muito altas, tempo insuficiente de aplicagdo, entre outros, podem levar a
resultados clinicos insatisfatorios.

A magnitude do efeito sobre a proliferacéo celular depende do estado fisiologico da
célula no momento da irradiacéo: se as ceélulas séo totalmente funcionais, ou crescendo
num ambiente rico em soro, entdo ndo ha nada para a LBI estimular e nenhum beneficio
terapéutico sera observado. Outros fatores como tipo de cultura celular, tipo de célula,
densidade de energia e tempo de aplicacdo também interferem nos resultados obtidos.
Os autores sugeriram que um valor de densidade de energia de 0,5 a 4J/cm?, e de um
espectro visivel entre 600 a 700nm sdo muito Uteis para melhorar a taxa de proliferacédo
de vérias linhas de células; contribuindo para a regeneracao tecidual, entretanto, se for
aplicada uma quantidade insuficiente de energia, ndo havera nenhuma resposta celular
(ALGHAMADI et al., 2012).

Leal et al. (2012) realizaram uma revisdo sistematica da literatura com o objetivo de
verificar a efetividade do laser HeNe, comparado ao controle sem intervengédo, na

cicatrizacdo de feridas em ratos. O laser hélio-nebénio (HeNe), cujo comprimento de onda
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€ de 632,8 nm, atinge somente as estruturas superficiais e € o mais indicado para lesdes
estéticas ou em processo de cicatrizacdo. Os autores constataram que ndo houve uma
homogeneidade quanto a quantidade de grupos experimentais, bem como no nimero de
animais por grupo. Principalmente, ndo houve unanimidade em relacdo aos parametros
empregados em relacdo a frequéncia de aplicacdo, dose e tempo para a realizacdo da
analise histolégica. O tempo de aplicacéo por ponto da ferida oscilou entre 12 segundos
e trés minutos e alguns autores sugerem que os valores de densidade de energia
utilizados para cicatrizacao de feridas devem variar entre 3 e 6 J/cm?2,

Boras et al. (2013) realizaram uma reviséo de literatura sobre as aplicacbes da LBI.
Segundo os autores, h4 uma acdo analgésica, pois a LBl melhora a liberacdo de
endorfina e estimula a microcirculacéo, alterando a presséo hidrostatica capilar que, por
sua vez, resulta na absorcdo de edema e na eliminacdo de metabdlitos. Quanto as
contraindicacdes, em pacientes com disturbios de coagulacdo a LBI deve ser evitada, pois
interfere na circulagdo sanguinea de forma ainda desconhecida. Na presenca de lesdes
pré-cancerosas e em pacientes gestantes, seu uso também esta contraindicado.

Nufiez et al. (2013) realizaram uma pesquisa, com 36 ratos Wistar, de
aproximadamente 300g, para avaliar se ha diferenca estatistica, no processo de reparo,
entre lesdes irradiadas com uma unica dose de aplicacdo de laser e lesbes irradiadas
com dose fracionada. No dorso de cada animal foram feitas duas queimaduras e 0s
animais foram divididos em 2 grupos: um grupo que recebeu uma unica aplicacdo, em
contato com a ferida, logo apos o ferimento cirargico (4J/ cm?2) e um grupo que recebeu
aplicacdo de 1J/ cm? por dia, durante quatro dias. Cada animal foi controle dele mesmo,
devido a variabilidade individual de duracéo e qualidade de reparo. Segundo os autores,
ambos os regimes de LBl aumentaram o influxo de neutréfilos e neoangiogénese, que
otimizaram o processo de cicatrizacdo. No que diz respeito a conformidade da terapia,
bem como os custos envolvidos, uma Uunica dose de aplicacdo pode ser mais
interessante.

Andrade et al. (2014-a) realizaram uma revisao de literatura sobre os efeitos da LBI
sobre feridas cutaneas e suas formas mais eficazes de aplicacdo. Segundo os autores, a
terapia com laser tem o objetivo de melhorar a resolugdo dos processos inflamatérios;
reduzir a dor e o edema por meio de efeitos sobre linfocitos, macrofagos e fibroblastos,

além de diminuir a sintese de mediadores inflamatdrios. Esses beneficios sao
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dependentes do protocolo de utilizacdo do laser e também da &rea onde é aplicado: em
regides de tumores seu uso esta contraindicado. Concluiu-se que a laserterapia contribui
para a contracéo de feridas e que doses compreendidas entre 3-6J/cm? sdo mais eficazes
na reducdo de areas de feridas, enquanto doses acima de 10J/cm? estdo associadas a
efeitos deletérios.

Andrade et al. (2014-b) realizaram uma revisao de literatura sobre a LBI e o seu
mecanismo de acdo. O laser de baixa intensidade excita moléculas presentes na
mitocondria, como o citocromo ¢ oxidase e o0 superoxido dismutase (NADH), responsaveis
pela absorcdo da luz vermelha e infravermelha. Essas moléculas absorvem a luz e
aceleram a transferéncia de elétrons na cadeia respiratéria, aumentando a producdo de
trifosfato de adenosina (ATP), o que auxilia na proliferacdo celular. Além disso, inibe
significativamente a sintese de Prostaglandina E2, um estimulador da inflamacéo e
reabsorcdo Ossea; auxilia na formacdo de novos vasos e na produgcdo de coladgeno;
favorecendo, assim, a reparacao e cicatrizacao de feridas.

Moura et al. (2014) realizaram uma revisado sistematica da literatura para avaliar o0s
efeitos cicatrizantes do LED e da Quitosana de forma isolada e associada. P6de-se
observar uma falta de padronizacdo nos testes que comprovam a eficacia dos dois
métodos de tratamento, tanto do LED quanto de compostos a base de quitosana. Porém,
o estudo analisou quase dez anos de publicagbes e ndo encontrou artigos que
abordassem o uso concomitante de quitosana e LED. E possivel que a unido dessas
terapias possa permitir um tempo ainda mais curto de tratamento, favorecendo a condicéo
clinica do paciente, bem como o sucesso do tratamento.

Parametros como o tipo e fonte de emissédo de luz laser, nimero de aplicacdes,
duracéo do tratamento e mecanismo de acdo que o laser exerce seus efeitos continuam a
ser objeto de estudo de muitos trabalhos cientificos. Novaes et al. (2014) avaliaram a
influéncia que a fotobioestimulacdo, aplicada com diferentes densidades de energia (3
Jicm? e 30 J/cm?) tem na cicatrizagdo por segunda intencdo, em ratos Wistar. Os
resultados deste estudo mostraram que ambos o0s grupos que receberam a irradiacao
com laser tiveram um teor de colageno e de glicosaminoglicanos total mais elevado que
no grupo controle. Além disso, os grupos tratados com laser também tiveram uma maior

area de neovascularizagdo, com melhores resultados no grupo que recebeu a densidade
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de energia mais alta, o que conferiu também uma progressao mais rapida de fechamento
da ferida em comparagao com outros grupos.

Os lasers podem ser de baixa poténcia ou terapéuticos e de alta poténcia (lasers
cirargicos). Lasers terapéuticos estdo dentro do espectro eletromagnético da faixa
vermelha até infravermelha, compreendendo comprimentos de onda que vao de 330 a
1100nm, sendo que, especificamente, os lasers da faixa vermelha correspondem aos
comprimentos de onda de 632 a 780nm (ANTUNES et al., 2015).

Calisto et al. (2015) avaliaram os aspectos morfologicos da cicatrizacédo de feridas
trauméaticas, em ratos Wistar, usando laser de baixa poténcia. Apos a realizacdo das
feridas, os animais receberam irradiacdo com laser (660nm, 100mwW, 10J/cm?, 20s).
Foram analisados, histologicamente, os parametros: reepitelizacdo, intensidade de
infiltrado inflamatério, presenca de tecido de granulacdo e neoangiogénese. As
pontuacdes foram estabelecidas através de um score: (1) = menos de 10%; (2) = entre 10
e 50%; (3) = mais do que 50%. A analise histoldgica revelou um aumento de
reepitelizacdo nos animais que receberam laser. Esse achado é importante porque a
barreira epitelial impede a instalacdo de processos infecciosos, que constituem uma das
complicacbes mais comuns em feridas.

De Loura Santana et al.,, em 2015, investigaram os efeitos que uma Unica, ou
multiplas, doses de irradiagdo com laser de baixa intensidade tem sobre a cicatrizagao de
feridas, o tipo de infiltrado inflamatério e a deposicdo de colageno em 90 ratos Wistar
diabéticos, de aproximadamente 250g. Realizou-se uma ferida cirargica no dorso dos
animais, que foram subdivididos em 3 grupos: um grupo controle; um grupo que recebeu
4 aplicacdes de laser (1J/cm2 por 4s) e um grupo que recebeu uma uUnica dose de
irradiacdo (4J/cm? por 104s). As pecas cirurgicas foram removidas e analisadas
histologicamente. Independente da dose de energia empregada, a laserterapia contribuiu
para o fechamento das feridas em aproximadamente 40% nos 3 primeiros dias, em
comparacdo com O grupo controle, sendo que as lesbes se apresentaram
significativamente menores no grupo que recebeu irradiacdo. Entretanto, essa taxa foi
semelhante em todos os grupos a partir do 8° dia. Ao final de 22 dias, nenhuma ferida
cicatrizou antes. Conclui-se que a laserterapia ndo acelerou o processo de cicatrizacao,

mas modulou a fase inflamatdria, o que péde diminuir o risco de infeccdo dos animais.



22

Martins et al. (2015) realizaram uma pesquisa em ratos para avaliar o efeito do laser
de baixa intensidade associado ou ndo a um curativo hidrocoléide, na cicatrizacdo de
feridas cirdrgicas. Quarenta animais foram divididos em 4 grupos: um grupo recebeu
aplicacdo Unica diaria de laser (2J); um grupo teve o ferimento recoberto com o
hidrocoléide; um grupo recebeu aplicagdo de laser e recobrimento com hidrocoldide; e um
grupo controle. No grupo que recebeu hidrocoloide, os curativos foram trocados a cada 12
horas, o que interferiu na cicatrizacao dos limites da ferida, conferindo maior diametro. Os
animais foram sacrificados com 3 e 7 dias e as pecas analisadas histologicamente. Os
resultados mostraram que ndo houve diferenca estatistica significativa entre os trés
grupos em relacdo ao processo inflamatério agudo. No entanto, no sétimo dia, 0s grupos
laser e hidrocoloide apresentaram processo inflamatério cronico, enquanto o grupo
controle e o grupo que recebeu laser associado ao hidrocoloide ainda apresentava
processo inflamatério agudo. Embora ndo tenha sido demonstrada acdo anti-inflamatoria
no grupo laser, observou-se que esses animais mantiveram-se mais calmos, sugerindo
um efeito analgésico da terapia. Observou-se, também, que o curativo de hidrocoldide
propiciou um ambiente Umido e favoravel para a cicatrizacéo da ferida.

De Souza e Da Silva (2016) realizaram uma revisdo sistematica da literatura,
utilizando trabalhos experimentais acerca dos mecanismos de acédo da LBI. Embora haja
uma recomendacdo da associagdao mundial para terapia com laser sobre a dose de
energia adequada para cada comprimento de onda, foi possivel perceber uma importante
variabilidade nas doses utilizadas. Isso ocorre porque ainda existem duvidas sobre a dose
e 0 comprimento de onda ideal. As doses de energia mais comumente utilizadas foram de
3J (26,66%). Comprimentos de onda na faixa de 600 a 700nm sédo indicados para o
tratamento de tecidos localizados mais superficialmente, enquanto os comprimentos de
onda entre 780 a 950nm sdo mais indicados nas lesGes que atingem estruturas mais
profundas, devido ao maior poder de penetragdo. Por outro lado, comprimentos entre 700
e 770nm nado possuem uma atividade adequada. Quanto ao objeto de estudo, os ratos
sdo considerados excelentes modelos experimentais para a espécie humana, devido a
sua semelhanca anatdmica e fisiologica. Essa similaridade possibilita que as informacdes
obtidas em pesquisas envolvendo diferentes tecidos e érgdos, possam ser utilizadas para

o tratamento de injarias que afetam o homem.
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2.3 Curativos

Os biomateriais podem ser classificados de acordo com a sua origem, sendo
biologicos (autdgenos — paciente; alogenos — doador humano; ou xendégenos - doador
animal) ou sintéticos/aloplasticos (metais, ceramicos e polimeros), ou através da resposta
induzida ao meio bioldgico (bioinertes, bioabsorviveis e bioativos). Para desempenhar a
funcdo desejada e estimular uma resposta adequada dos tecidos vivos por meio de
reparo histolégico, como aqueles usados na cicatrizacdo de feridas, os biomateriais
devem apresentar um conjunto satisfatério de propriedades fisicas, quimicas e biolégicas
(SINHORETI et al., 2013).

Curativos epiteliais devem manter um ambiente imido na interface da ferida; permitir
troca gasosa; atuar como uma barreira para 0S microorganismos e remover 0 excesso de
exsudato. Devem, também, ser ndo toxicos, ndo alergénicos e serem facilmente
removiveis sem causar trauma. Os curativos na forma de adesivos estdo ganhando
popularidade em diversas aplicacbes clinicas, incluindo a cicatrizacdo de feridas,
engenharia dos tecidos e aplicacbes odontolégicas. Dentro desse grupo de curativos, a
literatura tem mostrado que a quitosana e seus derivados possuem grande potencial para
acelerar a cicatrizacao de feridas (AZUMA et al., 2015).

Pires et al. (2015) realizaram uma revisédo de literatura sobre tipos de biomateriais,
suas aplicacdes e propriedades. Segundo os autores, biomateriais sdo dispositivos que
entram em contato com sistemas biologicos, com aplicacbes diagndsticas, vacinais,
cirdrgicas ou terapéuticas, podendo ser constituidos de compostos de origem sintética ou
natural, na forma de sélidos, géis, pastas ou mesmo liquidos. Como propriedades
biologicas, destacam-se: biocompatibilidade, estimulacdo de adesdo e proliferacao
celular; as propriedades fisicas, como rugosidade, porosidade, permeabilidade,
propriedades mecanicas como tensdo de ruptura, alongamento e flexibilidade e
propriedades quimicas, como densidade, estabilidade, resisténcia a esterilizagdo e forma

de degradacdo quando em contato com o organismo.
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2.3.1 Quitosana

Em 2007, Azevedo et al. realizaram uma revisdo de literatura sobre conceitos,
estrutura, propriedades e aplicacbes da quitosana. A quitosana € um polimero obtido
através da desacetilacdo da quitina; € um produto natural, de baixo custo, renovavel e
biodegradavel. Constatou-se que, além da sua ampla aplicabilidade, a quitosana pode
atuar na prevencéao da formacéo do biofilme de microorganismos (crescimento de fungos
e bactérias), uma vez que destréi os microbios, essencialmente pela imobilizacdo ou
fixacdo dos mesmos, evitando que 0S microrganismos se agrupem, o que diminui a
chance de infeccéo local.

O uso da quitosana abrange diversas areas como as industrias farmacéuticas,
Medicina e a Odontologia. A quitosana pode ser utilizada para regeneracao da pele, do
tecido 6sseo e cartilaginoso e é considerada aceleradora da reparacao tecidual. Como
vantagens apresenta o baixo custo, facilidade de obtenc&o, manipulacdo em diferentes
formas (géis, membranas), biocompatibilidade e biodegradabilidade. A falta de consenso
cientifico sobre o método de esterilizacdo, o que é fundamental para o uso comercial e
aplicabilidade, apresenta-se como desvantagem (SPIN-NETO et al., 2008).

Brito et al. (2009) realizaram uma pesquisa com o0 objetivo de avaliar a
biocompatibilidade de membranas de quitosana. Foram utilizados 20 ratos wistar,
machos, nos quais foram implantadas membranas de quitosana, na regido mediana
dorsal. Os animais foram divididos em quatro grupos e sacrificados em 7, 15, 30 e 60 dias
(G1, G2, G3, G4, respectivamente). Apos o sacrificio, foi retirada a membrana de
quitosana, que seguiu para a confec¢do de laminas histologicas. Conforme analise, no G1
observou-se presenca de fibroblastos, angiogénese, fibras colagenas e pequena
guantidade de células inflamatérias. No G2 houve aumento dos fibroblastos jovens e das
células inflamatérias. No G3 houve predominio de linfécitos, mondcitos, neutréfilos e
células gigantes. Ja no G4 ocorreu diminuicdo das células inflamatorias. Considerou-se
gue a membrana de quitosana € indutora de pouca reacado inflamatéria, do tipo cronica.
N&o houve sinais de rejeicdo, 0 que pode ser um indicativo favoravel a seu uso como
material para inclusdes.

A obtencdo da quitina e da quitosana ocorre em trés etapas: desproteinizacao,

desmineralizacdo e despigmentacdo. Por utilizarem materiais mais baratos e nao
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necessariamente importados, apresenta baixo custo; tem abundante fonte de extragao e
baixa toxicidade (DIAS et al., 2013).

Em pH acido, a quitosana € carregada positivamente e, portanto, € mais suscetivel
a interacdo com moléculas carregadas negativamente, como proteinas, polissacarideos
anibnicos e acidos nucleicos, que geralmente estdo presentes na pele. Apresenta
capacidade de formacdo de pelicula, caracteristicas de gelificagdo, forte propriedade
adesiva ao tecido da ferida e capacidade de absorcédo de exsudato (MOURA et al., 2013).

Segundo Tavaria et al. (2013) a quitosana € um polissacarideo que apresenta
estrutura quimica Unica, com elevada densidade de carga e de grupos reativos, assim
como diversas ligacbes de hidrogénio. E encontrada de forma abundante na natureza
como componente estrutural do exoesqueleto de artrOpodes, diatoméaceas, algas e
paredes celulares de alguns fungos. Na clinica odontologica, apresenta capacidade
antioxidante, antimicrobiana; inibe a formagéo do biofilme, tem acédo anti-inflamatoéria e
cicatrizante.

Os polimeros de origem bioldgica sdo abundantes e seus produtos de degradacéo
sdo biocompativeis e ndo toxicos, o que 0s torna seguros para utilizacdo na constituicao
de biomateriais. Além disso, apresentam custo acessivel e sdo obtidos de fontes
renovaveis. Assim, a quitosana vem sendo amplamente estudada por suas propicias
interacdes especificas com componentes da matriz extracelular, o que tem levado ao
aumento de sua utilizacdo na area de engenharia tecidual, como no reparo da pele, 0sso
e cartilagens (PIRES et al., 2015).

O efeito antimicrobiano da quitosana tem sido associado aos grupos amino
carregados positivamente (NH3+). Sugere-se que esses grupos participem de uma
interacdo eletrostatica com os grupos carregados negativamente na superficie bacteriana.
Essa eficiéncia anti-biofilme varia para diferentes tipos de bactérias, conforme o peso

molecular e desacetilacao da quitosana (DRAGLAND et al., 2016).

2.3.1.1 HemCon Dental Dressing (HDD)

Apesar de décadas de avancos em antibioticos e anti-sépticos, infeccbes que se

desenvolvem em feridas traumaticas e cirargicas continuam a ser um grande problema. O
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aumento mundial de bactérias patogénicas resistentes a multiplos farmacos tem levado a
uma necessidade crescente de administracdo topica de produtos anti-microbianos que
possam ser aplicados em feridas contaminadas. Burkatovskaya et al. (2008) avaliaram o
efeito de um curativo de quitosana (HemCon Dental - HDD) em feridas infectadas por
Staphylococcus aureus. Segundo os autores, o curativo a base de quitosana acelerou o
processo de cicatrizacdo; iSso porque a quitosana tem propriedades antibacterianas,
mantém as bordas da ferida imoveis durante o tempo de aderéncia e reduz o infiltrado de
células inflamatoérias nos primeiros dias do processo de cicatrizacao.

Kale et al. (2012) avaliaram a eficacia da biomembrana de quitosana HemCon
Dental (HDD) no controle de hemorragia pos-operatéria e seu papel na cicatrizagao,
comparando-a com a compressao com gaze seguida de sutura, em 40 pacientes que
faziam uso oral de medicamentos antiplaquetarios. Locais de extracdo similares e
idénticos foram selecionados em cada paciente, onde de um lado a ferida foi coberta com
HDD enquanto o outro lado foi submetido a uma compressdo com gaze e, se necessario,
sutura. Os pacientes foram orientados a néo alterar o seu regime de administracdo do
medicamento antiplaquetario durante a pesquisa e receberam avaliacdo de um cirurgiao
no 7° dia pos-operatorio para avaliacdo da dor e da cicatrizacdo. A dor pés-operatoria foi
registrada em scores numa escala de 0-10, relatada pelos proprios pacientes. A
cicatrizacdo foi avaliada com base em uma escala analdgica visual, verificando presenca
de coagulo, secrecdo de pus, alveolite e extensdo da abertura da ferida em um escore de
1 a 3. Apds analise estatistica dos escores, 0s autores verificaram que a pontuacao media
de dor no local que recebeu HDD foi consideravelmente menor do que no local de
controle. O tempo para a homeostasia foi menor quando se utilizou HDD e a cicatrizacao
pos-operatoria com minimo de complicacdes também foi observada neste grupo. De
acordo com os autores, isto pode ser atribuido as propriedades antibacterianas da
guitosana, que proporciona uma barreira contra uma ampla gama de bactérias Gram-
positivas e negativas. Além disso, a atracdo eletrostatica da HDD com os glébulos
vermelhos forma uma massa viscosa densa que proporciona aderéncia e também se
adapta as irregularidades do osso alveolar, eliminando ou minimizando o risco de
tromboembolismo, permitindo que o paciente continue tomando os seus medicamentos

antiplaquetérios e, ainda, tenha beneficios na cicatrizacao.
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HDD é um curativo epitelial a base de polissacarideo biocompativel, derivado de
exoesqueleto de mariscos. Normalmente, o curativo € reabsorvido num periodo de 48
horas, deixando o processo de cicatrizacdo ocorra naturalmente. Facilita a hemostasia
precoce, reduz a dor pos-operatoria e mantém o leito da ferida protegido de infeccoes,
devido as suas propriedades antimicrobianas (KUMAR et al., 2016).



3 OBJETIVOS

a. Objetivo geral

Avaliar o processo inflamatorio inicial na regido calvaria de ratos.

b. Objetivo especifico

Avaliar, histologicamente, o processo inflamatério inicial (infiltrado inflamatorio,
guantidade de vasos neoformados e presenca de necrose) dos tecidos submetidos ao uso

de quitosana e LBI.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Selegao dos animais

Utilizou-se 39 ratos (Rattus norvegicus albinus wistar) adultos jovens, machos, com
peso de aproximadamente 2509, de procedéncia do biotério da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul (Campo Grande - MS). Os animais foram mantidos em gaiolas
unitarias de 25cm?®, possibilitando espaco suficiente para sua movimentacéo e descanso,
sob temperatura ambiente, iluminacdo e higiene controlada; alimentados com racao
balanceada Nuvilab CR - 1® (Curitiba - PR, Brasil) e 4gua & vontade durante todo o
experimento. Os animais permaneceram isolados, para certificar que ficariam estaveis e

saudaveis, mantendo contato apenas com as pessoas envolvidas no trabalho.

4.2 Cirurgia

Os procedimentos foram realizados apos aprovacdo pelo Comité de Etica em Uso
de Animais (CEUA) da UFMS; protocolo n° 746/2016 (em anexo).

Para a aplicacdo de anestésicos e medicacdo poOs-operatoria, os animais foram
pesados e suas doses individualizadas. Os animais foram anestesiados por via
intraperitoneal com associacdo de cloridrato de cetamina (75 mg/kg) e cloridrato de
xilazina (10 mg/kg). Foli feita tricotomia de toda a calvaria e em seguida a antissepsia com
gluconato de clorexidina a 2% da regiao.

Na regido calvaria de cada rato foram realizadas quatro feridas cirargicas
padronizadas de 5mm de diametro, determinado pelo bisturi circular, e profundidade de 2
mm, estabelecida por um elastico ortodéntico. Para controle do torque, foi utilizado um
contra-angulo cirdrgico com reducdo 20:1 a 400rpm. Em cada lesdo foi aplicado um
tratamento, conforme especificacao a seguir (Figura 1):

1.Leséo superior direita: Grupo controle - coagulo (Grupo A).

2.Leséao superior esquerda: Aplicacao do LBI (Grupo B).
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3. Leséo inferior esquerda: LBI + Biomembrana de quitosana (HemCon) (Grupo
C).

4. Lesao inferior direita: Biomembrana de quitosana (HemCon) (Grupo D).
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Figura 1 — Feridas cirargicas realizadas
na calvaria do animal.

O bisturi cirargico foi pressionado sobre a quitosana que, entdo, foi recortada com
uma margem de seguranca (figura 2) e fixada nas feridas através da aplicacdo de
cianoacrilato (SuperBonder®, Itapevi - SP, Brasil) com cavibrush (FGM, Joinvile - SC,
Brasil) em suas bordas (figura 3). As feridas que receberam quitosana, foram recobertas
com micropore (3M, Sumaré — SP, Brasil) para que ndo houvesse deslocamento da
mesma. O laser de baixa intensidade (MMO, Ribeirdo Preto — SP, Brasil) foi aplicado logo
apos a cirurgia, em dose Unica, por 20s, com densidade de energia de 4J/cm?, poténcia
de 110mw e comprimento de onda de 660nm, antes do posicionamento do biomaterial,

em contato com a ferida.

Figura 2 — Biomembrana de quitosana.
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Figura 3 — aplicacéo de cianocrilato nas
bordas da quitosana.

Aplicou-se uma dose de antimicrobiano de amplo espectro logo apo6s o ato cirargico
(Pentabiotico Veterinario Reforcado®, Fort Dodge Animal Health, Fort Dodge - Lowa,
Estados Unidos), via parenteral, com posologia de 1 mL/kg e uma dose de analgésico
butorfanol (Torbugesic®, Fort Dodge Animal Health, Fort Dodge - Lowa, Estados Unidos)
na dosagem de 0,1ml/300 g.

Em um segundo tempo cirdrgico (1 dia, 3 dias e 7 dias de pOs-operatério), 0s
animais foram anestesiados como na cirurgia em que foram feitas as lesGes e todo o
tecido contendo as lesGes foi removido (Figura 4). Em seguida, os animais foram
sacrificados em camara de gas.

Figura 4: remocao do tecido contendo as lesoes.
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4.3 - Histoldgico

As amostras foram coletadas e fixadas em formol 10% tamponado. Posteriormente,
foi realizado o processamento histoléogico com inclusdo em parafina. Os cortes de 5 pm
foram montados em laminas de vidro e corados com hematoxilina e eosina. Cada lamina
foi identificada com um namero, equivalente ao animal, e uma letra, que identificava o tipo
de tratamento que a amostra havia recebido.

A analise histoldgica foi feita através de estudo cego e considerou caracteristicas da
reacdo inflamatéria e de reparo dos tecidos na area da ferida cirtrgica. Considerou-se: 1)
infiltrado inflamatério; 2) quantidade de vasos neoformados; e 3) presenca de necrose.
Para as amostras coletadas dos animais sacrificados em 1 dia ap0s o procedimento
cirdrgico, foi avaliada intensidade e extensdo do infiltrado inflamatério. Para as amostras
coletadas dos animais que foram sacrificados com trés e sete dias apds o procedimento
cirargico, foi possivel avaliar intensidade e tipo do infiltrado (agudo, misto ou crénico).
Para que se pudesse atribuir escores para 0s aspectos avaliados, o examinador, primeiro,
comparou esses aspectos com aqueles das areas adjacentes a ferida, consideradas
“normais” e seguiu comparando as feridas entre as laminas. SO0 era atribuido escore
diferente quando a diferenca era visivelmente constatada (REZENDE et al., 2007). Na
tabela 1 é possivel relacionar os scores aos seus significados qualitativos para as
amostras com um dia de tratamento. Na tabela 2, as amostras com trés e sete dias de

tratamento.

Tabela 1 — Escores utilizados para infiltrado inflamatério, de acordo com a sua intensidade

e extensdo, para os animais sacrificados com um dia de pds-operatorio.

Infiltrado Inflamatorio

Intensidade Extenséo
Discreto 1 Até 1/3 superior da ferida
Moderado 2 Até o 1/3 médio da ferida
Intenso 3 Além do 1/3 médio da ferida




33

Tabela 2 — Escores utilizados para infiltrado inflamatério, quantidade de vasos

neoformados e extensdo da necrose, para 0s animais sacrificados com 3 e 7 dias de pés-

operatorio.
Infiltrado Inflamatério

Qde de Extensdo da necrose
vasos neoformados

Intensidade Tipo
1 discreto A | Agudo | 1 baixa 1 | Até 1/3 superior da ferida
2 | moderado |M | Misto | 2 moderada 2 | Até o 1/3 médio da ferida

Além do 1/3 médio da

3 intenso C |Crbnico | 3 grande 3
ferida




5 RESULTADOS

5.1 Andlise histoldgica

Nas amostras dos animais sacrificados com um dia de pds-operatdrio observou-se,
independente do tratamento, a formagao de tecido de granulacdo bastante imaturo, com
presenca de extensas areas de edema, rara neoformacao vascular e infiltrado inflamatério
predominantemente polimorfonuclear (escore 2 para a maioria das feridas) em cuja maior
parte das lesdes atingiu os tercos superior e médio (escores 1 e 2) do leito da ferida.

Nas amostras dos animais sacrificados com trés dias de pés-operatdrio, o tecido de
granulacdo mostrou moderado infiltrado inflamatério na maioria das lesbes, com
predominéncia do tipo agudo. Neste tempo de tratamento foi possivel atribuir escores
para vasos neoformados, sendo que a maior parte das lesbes recebeu escore 1 ou 2. A
necrose, observada em todas as amostras, se estendeu do ter¢co superior até o terco
meédio, na maior parte das feridas (escores 1 ou 2).

A maioria das feridas com 7 dias de tratamento também mostrou moderada
intensidade de infiltrado inflamatério, no entanto, predominou o tipo crénico. A maioria das
feridas apresentou quantidade moderada de vasos neoformados (escore 2) e grande
quantidade de fibroblastos (score 3) (figura 5). Com este tempo de tratamento algumas
feridas ndo mais apresentavam necrose, porém a maioria mostrou necrose que se

estendeu do terco superior até o terco médio (escores 1 ou 2) (Figura 6).

ATVt s
B S RSAR LB e S
Figura 5 — Fotomicrografia referente ao grupo C (aumento de

400x), referente ao grupo C. Tecido de granulagao

imaturo, extenso edema e rara neoangiogénese.

o
e



35

Figura 6 — Fotomicrografia referente ao grupo C (aumento
de 40x). Area de necrose (seta).

5.2 Anélise estatistica

Trata-se de delineamento experimental contendo 4 grupos néo-vinculados entre si,
com variaveis dependentes (“‘intensidade do infiltrado inflamatério”, “extensdo da
necrose”, “vasos neoformados”), de natureza qualitativa ordinal e mensuradas em 3
tempos distintos. O tratamento estatistico exigiu a utilizacdo de testes ndo-paramétricos
(Kruskal-Wallis ou teste de Mann-Whitney entre e intra grupos) e teste post hoc que
permitiu comparagbes duas a duas entre grupos (Dunn), caso seja constatada
significancia estatistica (a=0,05).

O programa estatistico rodado foi o GraphPad Prism, versdo 6.01.

5.2.3 Infiltrado inflamatério

A andlise dos dados referentes a intensidade do infiltrado inflamatério nos diferentes

tempos experimentais € apresentada na figura 7, sob forma gréfica.
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Figura 7 - Mediana dos escores atribuidos a intensidade do infiltrado inflamatorio
observada nos grupos testados, em diferentes tempos experimentais. A linha vertical
representa a amplitude da amostra. Letras mailsculas distintas indicam diferenca
estatisticamente significante (p<0,05) entre grupos. Letras mindsculas distintas indicam

diferenca estatisticamente significante (p<0,05) entre tempos experimentais intragrupo.

O teste de Kruskal-Wallis aplicado aos diferentes tratamentos mostrou diferencas
significantes apenas no primeiro dia de observacao (p=0,012). O teste complementar de
Dunn revelou que estas diferengas limitavam-se ao grupo composto pelo laser +
quitosana. O laser, quando utilizado sozinho, foi semelhante ao grupo controle, e a
quitosana sozinha apresentou quantidades intermediarias de infiltrado inflamatério, sendo
estatisticamente semelhante a todos 0s outros grupos.

O mesmo teste, aplicado aos diferentes dias de observagéo, revelou que havia
diferencas intragrupo apenas no tratamento com laser (0,024). O teste de Dunn revelou
que o infiltrado inflamatério mostrou-se mais intenso no 3° dia quando comparado ao 1°,
diminuindo no 7° dia. Os outros tratamentos mostraram resultados semelhantes entre os

tempos experimentais (p>0,05).
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5.2.4 Necrose

A analise dos dados referentes a necrose nos tempos experimentais de 3 e 7 dias é

apresentada na Figura 8, sob forma grafica.
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Figura 8 - Mediana dos escores atribuidos a necrose observada nos grupos testados, em
diferentes tempos experimentais. A linha vertical representa a amplitude da amostra.
Letras maiusculas distintas indicam diferenca estatisticamente significante (p<0,05) entre
grupos. Letras mindsculas distintas indicam diferenca estatisticamente significante

(p<0,05) entre tempos experimentais intragrupo.

O teste de Kruskal-Wallis aplicado aos diferentes tratamentos mostrou diferencas
significantes apenas no sétimo dia de observacao (p=0,011). O teste complementar de
Dunn revelou que estas diferencas limitavam-se ao grupo tratado com quitosana, sendo
diferente do grupo controle. Os tratamentos com laser ou este associado a quitosana
apresentaram resultados intermediarios, sendo semelhantes tanto ao grupo controle
guanto ao grupo tratado apenas com quitosana (p>0,05).

O teste de Mann-Whitney, aplicado aos diferentes dias de observacao, revelou que a
intensidade da necrose observada no sétimo dia, nos grupos experimentais, foi menor do
que no terceiro dia (p<0,05), com excecdo do grupo controle, que apresentou valores

semelhantes para os dois tempos experimentais (p>0,05).
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5.2.5 Vasos

A analise dos dados referentes a angiogénese nos tempos experimentais de 3 e 7

dias € apresentada na Figura 9, sob forma grafica.
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Figura 9 - Mediana dos escores atribuidos a angiogénese observada nos grupos testados,
em diferentes tempos experimentais. A linha vertical representa a amplitude da amostra.
Letras mailsculas distintas indicam diferenca estatisticamente significante (p<0,05) entre
grupos. Letras mindsculas distintas indicam diferenca estatisticamente significante

(p<0,05) entre tempos experimentais intragrupo.

O teste de Kruskal-Wallis aplicado aos diferentes tratamentos mostrou diferencas
significantes apenas no terceiro dia de observacdo (p=0,039). O teste complementar de
Dunn revelou que estas diferencas limitavam-se ao grupo tratado com quitosana, sendo
diferente do grupo controle. Os tratamentos com laser ou este associado a quitosana
apresentaram resultados intermediarios, sendo semelhantes tanto ao grupo controle
guanto ao grupo tratado apenas com quitosana (p>0,05).

O teste de Mann-Whitney, aplicado aos diferentes dias de observacao, revelou que a
angiogénese observada no sétimo dia, no grupo controle, foi maior do que no terceiro dia
(p=0,036), com 0s outros grupos apresentando valores semelhantes para os dois tempos

experimentais (p>0,05



5 DISCUSSAO

A cicatrizagdo € um mecanismo complexo, que envolve atividade celular quimiotéatica
e mediadores quimicos. Didaticamente, é dividida em trés fases: inflamacéo; formacao de
tecido de granulacdo com deposicdo de matriz extracelular e remodelacdo. Entretanto,
essas fases ocorrem sobrepostas no tempo (BALBINO et al., 2005). Em virtude da
complexidade do processo de reparo tecidual, inimeros fatores exdégenos e enddégenos
podem alterar os mecanismos de cicatrizacdo da pele, resultando em disfungbes na
integridade cutanea, tais como a fibrose excessiva ou a persisténcia de feridas (PAULA,
2016). Além disso, o tipo de curativo e fatores gerais podem interferir no processo de
cicatrizagdo como diabetes, alteracdes cardiocirculatérias e de coagulacdo, aterosclerose,
disfuncdo renal, quadros infecciosos sisttmicos e uso de drogas sistémicas
(MANDEBAUM, 2003).

A LBl é amplamente utilizada devido aos efeitos benéficos que promove:
proliferacdo epitelial, endotelial e fibroblastica; aumento da sintese colagénica;
diferenciacdo dos fibroblastos em miofibroblastos; movimento celular dos leucdcitos,
fibroblastos e células epiteliais e aumento da atividade fagocitaria dos macrofagos. Como
efeitos vasculares, ha estimulacdo da angiogénese e vasodilatacdo, que sdo importantes
na aceleracdo do processo de reparo do tecido injuriado (LINS et al. 2010); melhora a
liberacdo de endorfina e estimula a microcirculagdo, alterando a pressdo hidrostatica
capilar que, por sua vez, resulta na absorcdo de edema e na eliminacdo de metabdlitos
(BORAS et al., 2013).

A quitosana é um polimero obtido através da desacetilacdo da quitina; € um produto
natural, de baixo custo, renovavel e biodegradavel (AZEVEDO et al., 2007; CAMPANA
FILHO et al., 2007). Apresenta capacidade de formacdo de pelicula, caracteristicas de
gelificacéo, forte propriedade adesiva ao tecido da ferida e capacidade de absorcédo de
exsudato. Tem capacidade antioxidante, antimicrobiana; inibe a formacéo do biofilme, tem
acdo anti-inflamatdria e cicatrizante (MOURA et al., 2013; TAZIMA et al., 2013).

Neste trabalho foram utilizados 39 ratos - Rattus norvegicus albinos wistar — (SILVA
et al., 2007; BRITO et al., 2009; DA SILVA et al., 2010; PUGLIESE et al., 2013; NOVAES
et al., 2014; CALISTO et al., 2015; DE LOURA SANTANA et al., 2015; MARTINS et al.,
2015) de aproximadamente 250g (DE LOURA SANTANA et al., 2015). O uso de animais
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para o experimento foi justificado pelo objetivo de padronizar algumas caracteristicas das
lesBes, como area, profundidade e localizacdo, caracteristicas estas dificeis de encontrar
em um modelo experimental humano. Optou-se por realizar a lesdo na regido cérvico-
dorsal, por ser uma area de dificil acesso ao animal, dificultando o auto ferimento (DA
SILVA et al., 2010; DE LOURA SANTANA et al., 2015).

Entre os lasers mais utilizados para cicatrizacédo de feridas, estdo o de HeNe (hélio-
neodnio), AsGa (arseneto de galio) e AsGaAl (arseneto de galio e aluminio) (CAVALCANTI
et al.,, 2011). Nesse trabalho, utilizamos o LBI de AsGaAl (PUGLIESE et al., 2003; SILVA
et al., 2007), aplicado em contato com a ferida, logo apés o ato cirargico (PUGLIESE et
al., 2003). De acordo com Leal et al., 2012, os valores de densidade de energia utilizados
para cicatrizacdo de feridas devem variar entre 3 e 6 J/cm?. Utilizamos a dose de 4J/cm?,
(PUGLIESE et al., 2003; DA SILVA et al., 2010; DE LOURA SANTANA, 2015), por 20
segundos (CALISTO et al., 2015). De Loura Santa et al., 2010, compararam a eficacia de
aplicacdo do LBI em dose uUnica ou fracionada e ndo encontraram diferenca estatistica
significativa. Com base nisso, optamos pela aplicacdo do LBI em dose Unica, assim como
Pugliese et al., 2003.

Nos animais que foram sacrificados com 1 dia de pdOs-operatorio, observou-se que
ndo houve diferenca estatistica no infiltrado inflamatério entre o grupo controle e os
grupos que receberam laser e laser associado com quitosana. Todos 0s grupos
apresentaram resposta inflamatéria de moderada a intensa e presenca de edema,
corroborando com Calisto et al., em 2015 e com Pugliese et al., em 2003. Entretanto,
houve diferenca estatistica significativa dentro do grupo que recebeu laser, com uma
reducdo do infiltrado inflamatdrio no sétimo dia. Busnardo e Biondo-Simdes (2010)
também observaram diminui¢cdo do infiltrado inflamatério em ratos Wistar que receberam
LBI, constatando a reducédo de infiltrado inflamatério no terceiro dia. Ao contrario de
Novaes et al., em 2014, ndo obteve-se uma melhora estatisticamente significativa da
neoangiogénese no grupo que recebeu LBI, nem no grupo que recebeu aplicacdo de laser
associado com quitosana. Segundo o autor, uma dose mais alta de energia pode ter um
efeito melhor nesse quesito. A falta de padronizacdo da LBI faz com que diferentes
resultados em relacdo ao reparo epitelial sejam encontrados na literatura (ROCHA
JUNIOR et al., 2007; HENRIQUES et al., 2010; PIVA et al., 2011; CAVALCANTI et al.,
2014; ANDRADE et al., 2014).
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Nas lesdbes em que foram aplicadas a biomembrana de quitosana da marca
HemCon, houve uma rapida hemostasia logo ap6s a cirurgia, assim como no trabalho de
KALE et al.,, em 2012. Corroborando com Azuma et al., em 2015, observamos que a
guitosana € um material biocompativel, visto que ndo observou-se rejeicdo em nenhuma
animal, podendo ser considerada apropriada para uso como curativo biolégico (SILVA et
al., 2006). Martins et al. (2015) associaram a LBI com um hidrocoléide em lesGes em ratos
Wistar. No presente estudo, obteve-se diferenca estatistica significativa no aumento da
neoangiogénese, no terceiro dia, e também houve uma diferenca estatistica significativa
na reducdo da &rea de necrose, nos animas que foram sacrificados com 7 dias de poés-
operatoério, 0 que sugere que, assim como o hidrocol6ide, a quitosana propiciou um
ambiente umido, favorecendo a evolucdo do processo cicatricial. A reducdo da extensao
da area de necrose pode ser explicada pelas propriedades antibacterianas da
biomembrana de quitosana, indo ao encontro do que foi afirmado por Burkatovskaya et al.
(2008) e Silva et al., em 2008. Segundo esses autores, a quitosana de baixa massa
molecular penetra em bactérias gram-negativas, causando distirbios no metabolismo
desses microrganismos.

Fraguas et al. (2015) realizaram uma pesquisa para avaliar os efeitos cicatrizantes
da quitosana em lesdes cutaneas de ratos. Realizou-se uma lesao na regido dorsal dos
animais e, no poés-operatério, os ratos do grupo quitosana foram tratados, diariamente,
com 10 mg da quitosana pulverizada diretamente sobre cada lesdo durante 21 dias e,
posteriormente, os tecidos foram analisados histologicamente. Observou-se que no
decorrer das semanas houve uma grande reducdo da largura das lesbes em ambos os
grupos, entretanto, ao final do experimento, essa reducao foi significativamente superior
no grupo que recebeu quitosana. Assim como neste estudo, onde no grupo tratado com
guitosana observou-se reducdo da extensdo da necrose no sétimo dia. Com isso, ha a
possibilidade de uma epitelizacdo mais rapida da ferida.

Assim como Moura et al. (2014), ndo foi encontrado nenhum trabalho que tenha
associado a LBl com o uso de quitosana, dificultando a comparacdo dos resultados
encontrados. No presente trabalho a associacdo das duas técnicas ndo promoveu uma

melhora estatistica significativa no processo de reparo inflamatério inicial.



5 CONCLUSAO

A utilizacdo da biomembrana de quitosana junto com a LBI n&o acelerou o processo
de reparo inflamatério inicial.

A LBI reduziu o infiltrado inflamatorio bem como a extenséo da necrose, favorecendo
a cicatrizacao da ferida.

A guitosana estimulou a neoangiogénese e reduziu a extensado da necrose.
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