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Resumo:

Polimeros naturais de diferentes atividades biologicas vém sendo empregados como
filmes para revestimento dérmico no intuito de melhorar a cicatrizagdo. A irradiagdo
Laser de baixa poténcia (LLLT), por sua vez, apresenta propriedades bioestimulatorias
aparentemente capazes de acelerar o reparo cicatricial. Assim, o propdsito deste estudo
foi avaliar se o processo de reparo de queimaduras pode ser otimizado com a associagdo
entre filmes poliméricos de revestimento dérmico composto de quitosana /alginato de
sodio e de hemicelulose com LLLT. Assim, foram realizadas queimaduras em 60 ratos
separados em 6 grupos : CTR — controle; HC — tratado com filmes de hemicelulose; QA
— tratado com filme de quitosana/alginato; LLLT — tratado com laser; HC/LLLT —
tratado com associacdo entre filme de hemicelulose e laser; QA/LLLT — tratado com
associacgdo entre filme de quitosana/alginato e laser. A LLLT foi procedida a A780 nm,
5J/cm2,40 mW, 00.04 mm a cada 48 horas por 7 dias. Ap6s 08 e 14 dias, 06 animais de
cada grupo foram eutanasiados, cicatriz foi removida e processada histologicamente. No
oitavo dia, os grupos dermoprotegidos e/ou irradiados, houve substitui¢do da reacdo
inflamatoria aguda por reacdo de granulacdo, que se mostrou mais madura em
QA/LLLT que nos demais. No décimo quarto dia, observou-se redugdo substancial do
infiltrado inflamatdrio em todos os grupos, mas foi praticamente ausente em QA/LLLT.
A associacdo entre laser de baixa poténcia e filmes de quitosana e alginato de sodio
também promoveu substituicdo mais rapida do colageno tipo III por tipo I, além de
estimular a melhor disposicao arquitetural dos feixes. Concluiu-se que a associagao
entre LLLT e filmes de quitosana/alginato de sodio sdo eficazes em favorecer o reparo

de queimaduras de terceiro grau.

Palavras-chave: Filmes, polimeros, cicatrizagao, laser



Abstract:

Natural polymers presenting different biological activities have been largely used as
film dressings to improve wound healing. Laser arrays, on the other hand, present.
biostimulatory properties apparently able to accelerate the cicatricial repair of soft tissue
injuries Thus, the aim of this paper was to evaluate if the healing of burn wounds
dressed with sodium alginate/chitosan-based films can be optimized by lasertherapy.
Therefore, third-degree burn procedures were performed in the back of sixty male
Wistar rats, assigned into 6 groups: untreated (CTR); dressed with commercial
hemicellulose-based films (HC), dressed with sodium alginate/chitosan-based films
(QA), and laser-irradiated undressed (LLLT), cellulose-based dressed (HC/LLLT) and
sodium alginate/chitosan-based dressed wounds (QA/LLLT). Laser therapy was applied
with GaAlAs laser (5J/cm2, A780 nm, 40 mW, 60.04 mm) for 7 days. Five animals of
each group were euthanized 8 and 14 days after burn procedures. On the gh day,
substitution of the acute inflammatory response for granulation tissue was observed in
both dressed and irradiated group, but it was more expressive and matured in QA/LLLT
than in the others. On the 14™ day, substantial reduction of chronic inflammatory
infiltrate was observed in all groups, but once again it was more remarkable in
NaAl/Ch-irradiated. Combined LLLT and QA dressings also promoted more rapid
replacement of Type III for type I collagen fibers, and apparently stimulate the
deposition and interlacement of the latter. Conclusion: Association of LLLT and sodium
alginate/chitosan-based dressing is able to reduce the inflammatory content and favor

newly-formed collagen fibers to be better arranged during burn healing.

Keywords: dressings, polymers, burn healing, laser



INTRODUCAO

Uma das mais significativas complicagdes das queimaduras ¢ a infeccdo
secundaria resultante da contaminagdo de feridas expostas, com conseqiiente risco de
morte (1). Desta forma, o emprego de polimeros naturais apresentando diferentes
propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas como revestimento dérmico de feridas tem
sido largamente estudado em funcdo das numerosas vantagens destes compostos
macromoleculares, a exemplo de biocompatibilidade e atoxicidade (2-6). Além disso,
bons agentes de revestimento dérmico devem promover reducdo ou estancamento da
perda de fluidos, prevencao da exsudagdao plasmadtica, protecdo contra contaminagao
externa e efeito bactericida, além de funcionar adequadamente como leito para alocag¢ao
de autoenxertos (3).

A quitosana ¢ um polissacarideo cationico produzido por N-desacetilagido
alcalina da quitina, composto por uma cadeia linear de unidades de glicosaminas
associadas por meio de ligagdes B-1,4 (6). Este biopolimero apresenta uma série de
propriedades  bastante singulares, como atoxicidade, biocompatibilidade e
biodegradabilidade, o que o torna um excelente candidato a aplicagdes farmacéuticas e
biomédicas (7). O desenvolvimento e caracterizacdo de filmes a base de quitosana
foram previamente descritos (8). Tais filmes tém sido utilizados como revestimentos
dérmicos de feridas, devido sua capacidade de estimular uma ampla gama de eventos
bioldgicos envolvidos no reparo cicatricial (9-13). Em adi¢do, a quitosana também
demonstra propriedades hemostaticas e antimicrobianas ja comprovadas (14).

O alginato ¢ um polimero de acido glicurdnico e nanoronico formador de gel
altamente absorvente com propriedades hemostaticas, biodegradével e bem tolerado por
fluidos e componentes celulares do corpo (15). Eles sdo extensivamente usados como
sistemas carreadores para liberagdo controlada de farmacos e revestimentos dérmicos
hemostaticos (16,17). Além disso, estudos demonstram que filmes para revestimento
dérmico a base de alginato de so6dio foram utilizados com sucesso para melhorar o
processo de reparo cicatricial (17, 18, 19).

A despeito de todas estas propriedades apresentadas pelos biomateriais
supracitados, existem poucos relatos acerca dos sistemas bioldgicos baseados na
combinag¢do entre quitosana e alginato de sddio sobre a dindmica do reparo cicatricial

(20).
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Os raios Laser sao uma forma altamente concentrada e ndo-invasiva de radiagao
ndo-ionizante que, em contato com diferentes tecidos, produzem efeitos térmicos,
fotoquimicos e ndo lineares (21). Diversos estudos tém indicado que a terapia laser de
baixa poténcia (LLLT) parece modular diferentes atividades biologicas, como a reacdo
inflamatoria, regeneragdo trofica de células e tecidos (22), e sensagao algica (23). Além
disso, o papel do laser na estimulacdo de uma série de eventos envolvidos no processo
de reparo, como diferenciagdo fibroblastica e miofibroblastica (24), proliferacao celular
(25), angiogénese (26) e sintese de colageno (27, 28, 29) também vem sendo
investigado.

Existem poucos relatos na literatura avaliando o papel desempenhado pela
associacdo entre filmes para revestimento dérmico de feridas expostas e a fototerapia
sobre os eventos bioldgicos que se desenrolam durante a dindmica do reparo cicatricial.
Portanto, o objetivo deste trabalho foi investigar o efeito da associacdo entre LLLT e
filmes poliméricos a base de quitosana/alginato de sodio sobre a intensidade da resposta
inflamatoria e padrao de deposi¢do de fibras colagenas durante duas fases distintas do

reparo de queimaduras dérmicas em modelo roedor.

MATERIAL E METODOS

Preparo dos filmes baseados em alginato de sédio e quitosana. Dispersoes
oliméricas (1% m/m) foram preparadas por meio da dissolu¢ao da quitosana e alginato
de sodio separadamente em solu¢do de acido acético (0,5mol/L) em temperatura
ambiente (21°C + 2°C). O plastificante adicionado a dispersdo de quitosana foi o
glicerol (20% m/m de massa seca do polimero). A dispersdo foi submetida a sonificagdo
para remogao de bolhas de ar, vertida em placas de Petri (10,0 mL) e postas para
secagem. Posteriormente, 10 mL da dispersdo de alginato de sddio foram vertidos sobre
o filme de quitosna e o solvente evaporado. O filme resultante foi removido
manualmente das placas e cortado em amostras de 20 x 20 mm

Animais. Foram utilizados 60 ratos machos adultos (Rattus norvegicus albinus,
linhagem Wistar), pesando 250+£50g. Os animais foram armazenados em gaiolas
plasticas com cama de maravalha, com agua e ra¢do (Labina™) ad libitum, em ambiente
com temperatura (22 °C) e umidade controladas. Antes do inicio de todos os
procedimentos experimentais, este estudo foi aprovado pelo Comité de ética em

Pesquisa da Universidade Tiradentes (parecer 040508).
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Queimaduras e formacdo dos grupos. Os animais de experimenta¢do foram
anestesiados com inje¢do intraperitoneal de quetamina/xilazina (100 mg/kg — 5 mg/kg)
e queimaduras de terceiro grau foram realizadas utilizando instrumental com ponta ativa
de cobre (1 cm?), aquecido ao rubro, justapondo-os por 20 s a pele do dorso,
previamente  tricotomizado.  Posteriormente, os animais foram divididos
randomicamente em seis grupos (n=10), de acordo com o tratamento preconizado para
as queimaduras: controle negativo sem tratamento (CTR), filmes de hemicelulose (HC),
filmes de quitosana e alginato de sédio (QA), laserterapia (LLLT), e associagdo entre
laser e filmes de hemicelulose (HC/LLLT) e quitosana/alginato de s6dio (QA/LLLT).

Protocolo para terapia com a Fotobiomodulacdo: A fotobiomodulagdao foi
realizada com laser ArGaAl (Twin Laser®, MMOptics, Sao Paulo, Brasil), A780 nm,
poténcia de 40 mW (area de spot equivalente a 0,04 cm) por 120 s, com densidade de
energia final de 20J/cm> em quatro pontos diferentes 4ngulos retos da ferida). Os
animais foram irradiados a cada 48 horas, durante 7 dias. A primeira sessdo ocorreu
imediatamente apos a realizacdo das queimaduras e recobrimento das feridas com os
filmes experimentais.

Eutanésia. Oito e 14 dias apds os procedimentos ambulatoriais de quiemadura, a
eutandsia de 5 animais de cada grupo administragdo de cloridrato de zolazepan IM (10
mg/Kg), seguida de tiopental sodico IP (100 mg/Kg) e cloreto de potéassio IP (Ariston
19,1%, 2.559 mEq/mL).

Procedimentos histolégicos. Apods certificagdo da morte dos animais (cessagao
de sinais vitais e opacificacdo da cérnea), as feridas foram cirurgicamente removidas,
fixadas em formalina tamponada (10%), desidratadas, diafanizadas e emblocadas em
parafina. Sec¢des histologicas de Sum foram obtidas e coradas em HE e picrossirius,
para posterior analise em microscopia de luz convencional e sob luz polarizada. Foram
avaliadas a presen¢a de necrose, tipo e intensidade da reacdo inflamatoria, edema
intersticial, reepitelizagdo superficial, vasculariza¢do, ¢ padrdo de colageniza¢do das

feridas

Anélise estatistica. O indice de reepiteliza¢ao foi comparado entre os grupos por
meio do teste ANOVA com extensdo Tukey. A reagdo inflamatoria, edema e
vascularizagdo foram analisados por meio do teste Kruskall wallis, com extensdo Dunn.
Foram consideradas significativas diferengas onde p <0,05. O padrao de colagenizagao

foi analisado de maneira descritiva.
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RESULTADOS

Do ponto de vista macroscopico, apenas o grupo CTR exibiu sinais clinicos de
persisténcia de fase aguda da inflamacdo, expresso por formagdo de clara linha
eritematosa (hiperémica) perilesional e edema observada ao oitavo dia pds-lesao. Nao
houve indicio de supuracdo em nenhum dos grupos estudados. A adaptacdo dos
“dressings” foi satisfatoria nos grupos onde foi utilizado filmes de quitosana e alginato
de sddio; todavia quando o filme de hemicelulose foi empregado, a adaptacdo ficou
comprometida apos a desidratagdo da superficie da ferida. Destaca-se que , em 14 dias,
todos os filmes haviam sofrido reabsorc¢ao.

Como demonstrado na tabela 1, no oitavo dia, a presenga de tecido necrotico era
marcante nos grupos CTR, HC e QA, mas bem menos expressiva nos grupos irradiados.
Apenas CTR exibiu reagdo inflamatoria predominantemente aguda, enquanto que os
demais mostraram infiltracdo eminentemente cronica. O edema intersticial esteve
presente em todos os grupos, sendo de moderada intensidade em CTR, HC e HC/LLLT
e discreto em QA, LLLT e QA/LLLT. A vascularizagao variou entre moderada e
intensa em praticamente todos os grupos, excetuando QA/LLLT, onde esta foi escassa.
Por outro lado, quadros de proliferagao ficrocelular expressiva foram observados apenas
nos grupos irradiados, particularmente em QA/LLLT (figura 1a). No décimo quarto dia,
apenas CTR e HC ainda exibiram infiltracdo inflamatoria cronica, edema intersticial e
vascularizagdo moderados, observando-se uma reducao substancial destas variaveis nos
demais grupos. Contrariamente, a resposta fibroblastica foi menos intensa em CTR e
HC que nos demais grupos. Todos os grupos irradiados exibiram redugao substancial da
resposta inflamatoria e da vascularizagdo, em oposi¢cdo ao nitido aumento da resposta
fibrocelular. Destaca-se que, quando presente, a inflamagao residual foi eminentemente
cronico, composto especialmente por alguns linfocitos e, principalmente, plasmocitos.
Nos grupos LLLT e QA/LLLT, ndo foi observada infiltracao leucocitaria (inflamatoria)
residual. Além disso, também ndo foi verificada presenca de focos necroticos em
nenhum dos espécimes estudados (figura 1b).

A reepitelizacdo recobriu menos de 10% das superficies lesadas em todos os
casos irradiados e ndo-irradiados eutanasiados no oitavo dia. Por outro lado, no décimo
quarto dia, CTR, HC e QA apresentaram reepitelizagdo superior a 50%, embora as areas
centrais das feridas estivessem ainda descobertas. HC/LLLT apresentou reepitelizagao

avangada, mas em apenas um caso houve epitelizagdo total. A reepitelizagdo foi
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completa em trés casos de LLLT e todos os casos em QA/LLLT (tabela 2). Foram
observadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos CTR e HC e os
demais grupos em oito (p=0,015), e entre LLLT e QA/LLLT e os demais grupos em 14
dias. (p=2,26E-05).

Com relagdo a deposicao colagénica, observou-se que, no oitavo dia, as fibras colagenas se
mostraram inconspicuas em CTR. Em HC, foram observadas estruturas fibrilares extremamente
delicadas, com comprimento variado e disposi¢do reticular. As fibrilas exibiram birrefringéncia
esverdeada e amarelo-esverdeada sob luz polarizada. Em QA, as fibrilas foram mais abundantes, embora
ainda curtas e mantendo a aparéncia delicada e padrao esverdeado de birrefringéncia. Estes dois ultimos
grupos exibiam deposigdo fibrilar em arranjo paralelo a superficie da ferida e, assim como em CTR, os
espacos interfibrilares eram largos e abundantes (figura 2a). Em LLLT e QA/LLLT, os feixes de colageno
se mostraram mais longos, levemente ondulados e com birrefringéncia variando entre amarelo e laranja,
com tendéncia a disposi¢do francamente paralela. Contudo, observou-se densidade de deposicéo
claramente maior em QA/LLLT. Curiosamente, HC/LLLT mostrou persisténcia de fibras com tonalidades
birrefringentes esverdeadas, embora fasciculos alaranjados delicados pudessem ser observados dispersos

na profundidade das feridas, assim como espagos interfibrilares abundantes (figura 3b).

No décimo quarto dia, fibras colagenas delgadas, delicadas e irregularmente
dispostas foram observadas em CTR, ao passo que se apresentavam nitidamente mais
aparentes, mais espessas, ¢ dispostas paralelamente, mas frouxamente arranjadas, em
HC. Com relagdo ao padrao de birrefringéncia sob luz polarizada, observou-se tanto
fibras esverdeadas e amareladas, quanto alaranjadas, com abundancia de espagos
interfibrilares. Em QA, as fibras colagenas tinham aparéncia grosseira, e disposi¢ao
predominantemente paralela, embora alguns fasciculos ja exibissem arranjo levemente
entrelacado, e birrefringéncia vermelho-alaranjada (figura 4a). Em todos os grupos
irradiados, o coldgeno mostrou birrefringéncia predominantemente alaranjada (e, as
vezes, avermelhada), e espagos interfibrilares escassos e esparsamente dispersos. Os
grupos LLLT e QA/LLLT mostraram, ambos, feixes de coldgeno espessos, grosseiros,
densamente dispostos em arranjo entrelagado, embora em LLLT as fibras mais
superficiais ainda se apresentassem paralelas. Por outro lado, em HC/LLLT, o arranjo
de fibras coldgenas em disposi¢ao paralela foi nitidamente predominante, sendo menos

espessas que em LLLT e QA/LLLT (figura 4b).
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DISCUSSAO

Recentemente, o aumento gradativo das necessidades clinicas levou ao
desenvolvimento de biomateriais, com énfase na sintese de materiais poliméricos
biodegradaveis (30), particularmente aqueles utilizados como revestimento de feridas
dérmicas expostas, produzidos sob a forma de filmes chamados de “dressings” (2, 4, 31,
32). No presente estudo, filmes de quitosana/alginato de sddio (QA) apresentaram
excelente adaptagdo a superficie da ferida; além disso, nenhum sinal clinico de
persisténcia de inflamacgdo aguda exacerbada, a exemplo de hiperemia marginal ou
supuracao, foi verificado quando do emprego destes filmes. Apesar de discreto edema
ter sido observado nas feridas revestidas por tais filmes ao final de oito dias, este
fenomeno foi interpretado tdo somente como representativo dos estdgios finais da fase
exsudativa da cicatrizagdo de queimaduras. Surpreendentemente os filmes de
hemicelulose, comercialmente utilizados em rotina ambulatorial, demonstraram
adaptacdo deficiente a superficie da ferida, embora também tenham se mostrado
eficazes em prevenir a persisténcia da fase aguda da inflamag¢do que antecede os
fendmenos proliferativos da reparagao cicatricial.

A manutengdo do estimulo quimiotatico no sitio de flogose ¢ o fator
preponderante para o prolongamento da fase aguda exsudativa da inflamacdo (33),
particularmente em feridas expostas abertas, como queimaduras extensas, amplamente
susceptiveis a infec¢do secundaria (1). Conquanto apenas as feridas abertas nao tratadas
(CTR) exibiram sinais clinicos expressivos de inflamac¢dao aguda, especialmente
hiperemia perilesional persistente, este estudo atesta a significancia do uso de filmes
para revestimento para melhoria do processo de reparo descrito em relatos prévios (2-6).

Deve ser destacado que a inexisténcia de alteragdes clinicas em todos os grupos
irradiados (incluindo aquele nao revestido por filme) sugere que o laser de baixa
poténcia pode desempenhar um papel importante na regulacdo dos eventos
inflamatorios durante a cicatrizagdo de queimaduras, como proposto em estudos
anteriores (22, 27, 29).Além disso, o fato de que nenhum dos grupos estudados mostrou
sinal de dano clinico ao décimo quarto dia foi absolutamente esperado, posto que, neste
periodo, os fendmenos proliferativos cicatriciais ja tinham se instalado, em substitui¢ao
aos eventos exsudatos, responsaveis pelos sinais clinicos de inflamagao persistente (33).

Histologicamente, apenas as feridas expostas ndo recobertas por filmes (grupo

CTR) exibiram infiltragdo neutrofilica expressiva ao oitavo dia, enquanto que todos os
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outros grupos apresentaram formagao de reagdo de granulagdo, embora em diferentes
estagios de maturacdo. Estes achados sugerem que todas as alternativas terapéuticas
testadas neste estudo foram eficazes em aprimorar a dindmica do reparo cicatricial.
Contudo, as faixas de reagdo de granulacdo neoformadas se mostraram claramente mais
maduras (menos vasculares e/ou edematosas e mais fibrocelulares) em QA que em HC,
indicando que os filmes de quitosana/alginato de soédio conduziram a resultados
melhores que os filmes de hemicelulose comercialmente disponiveis no mercado.

Tais resultados podem ser resultado de sinergismo entre as atividades bioldgicas
apresentadas por ambos os materiais usados para formula¢do dos filmes. Entre os
efeitos da quitosana sobre a cicatrizacdo, sdo citadas propriedades hemostaticas,
antimicrobianas (14) e antifungicas (6). Desta forma, esta macromolécula pode
desempenhar uma atividade de “limpeza” de microrganismos na ferida aberta, em
adicdo a atividade protetora mecanica, propiciada por sua formulacdo em filme tipo
“dressing”, reduzindo sensivelmente a possibilidade de contaminacdo bacteriana
externa. Tais propriedades poderiam, pois, favorecer a reducdo da liberacdo de
mediadores quimicos quimiotaticos responsaveis por persisténcia da fase aguda e
conseqiiente cronificagdo retardada do infiltrado inflamatoério. Os alginatos, por sua vez,
sao capazes de modular a liberacdo de citocinas proé-inflamatorias envolvidas na
resposta imune. Particularmente no inicio do processo de reparo, como interleucina 6
(IL-6), fator alfa de necrose tumoral (TNF-a), leucotrieno B4 (LTB4) e prostaglandina
E2 (PGE2) (15). Este polimero seria, pois, extremamente util no controle de respostas
tissulares exacerbadas (17, 19), que poderia determinar retardo na instalagdo da reacgao
de granulacdo. Além disso, o efeito inibitorio sobre a degranulagdo de mastdcito, um
fendmeno bioquimico intimamente relacionado ao inicio da resposta inflamatoria aguda,
também foi demonstrado previamente (34), o que vem atestar a significancia das
moléculas alginato de sddio para o aprimoramento da dindmica inflamatoria na primeira
fase experimental deste estudo.

Todos os grupos irradiados exibiram processo de reparo avang¢ado quando
comparados aos ndo-irradiados. Os beneficios de diferentes protocolos de laser de baixa
poténcia na cicatrizacao de feridas cirirgicas e térmicas estdo bem estabelecidos (22,
26, 27, 35). Além disso, a vantagem da associa¢do entre filmes de celulose e LLLT
também ja haviam sido reportados (36). Neste estudo, todavia, foi a associacdo entre a
fotobiomodulagdo a laser e filmes de quitosana/alginato de sdédio que demonstrou a

presenca de reacao de granulagdo em fases mais extensivamente maduras (ricamente
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fibrocelulares e relativamente avasculares), apontando para um importante papel
desempenhado por esta modalidade de tratamento na aceleragdo das etapas cicatriciais
em fases precoces do reparo de queimaduras.

As propriedades biologicas do espectro visivel do laser de baixa poténcia
resultam provavelmente da aceleragao foto-induzida da transferéncia de elétrons do
NADH e FADH; (produzidos no ciclo de Krebs) para moléculas de oxigénio para
formar, com o auxilio de protons de hidrogénio, moléculas de dgua. A energia liberada
pela transferéncia é aproveitada para o bombeamento de protons (H+) do interior da
matriz mitocondrial para o espago intermembranar, de tal forma que este processo gera
uma espécie de bateria bioldgica em miniatura. Como conseqiiéncia, ocorre aumento
substancial na produ¢do de ATP e, obviamente, na sintese protéica (21, 25).
Adicionalmente, t€ém sido demonstrado que o laser de baixa poténcia promove efeitos
anti-inflamatorios significativos em modelo experimental com animais (37, 38).

A reducao substancial da magnitude inflamatoria vista em todos os grupos no
décimo quarto dia ¢ compativel com o processo evolutivo de reparo cicatricial (33). O
fato de que esta reducdo foi mais expressiva em QA entre os grupos ndo-irradiados
parece atestar a eficiéncia destes filmes na modulacdo da resposta inflamatoria.
Contudo, uma vez mais, os melhores resultados foram obtidos a partir da associagao
entre filmes de quitosana e alginato de sodio e laser de baixa poténcia, assegurando a
benesse da combinagdo entre as duas modalidades terapéuticas.

O processo de epitelizagdo foi nitidamente melhor nos grupos irradiados,
especialmente em QA/LLLT, que naqueles nao-irradiados. Estes achados sao
alicercados em relatos prévios demonstrando que o laser de baixa poténcia estimula a
migracdo de ceratindcitos ao longo da superficie da ferida, a partir da margem intacta da
lesdo, provavelmente em resposta a acdo de citocinas, tais como fator de crescimento
epidérmico (EGF) e fator alfa de crescimento transformador (TGF-a), liberadas por
macrofagos irradiados (39, 40). Além disso, foi recentemente comprovado em estudos
In vitro que o laser de baixa poténcia age diretamente em ceratindcitos, induzindo
proliferacdo (4). Acrescente-se, ainda que tais propriedades bioestimulatorias sobre
células epidérmicas, em associagdo aos efeitos bioldgicos do alginato de sédio e da
quitosana, também podem ter tido um papel extremamente relevante na regeneragao
precoce de anexos dérmicos (de origem epitelial e clara derivacdo ceratinocitica)
observada no grupo QA/LLLT. No entanto, merece ressalva o fato de que a razdo

concreta para que a reepitelizagcdo em HC/LLLT nao tenha sido tdo eficiente ainda ¢
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pouco clara. E certo que a persisténcia de reagdo inflamatoria, ainda que cronica e de
baixa intensidade, nos grupos tratados com filme de hemicelulose e laser aos 14 dias,
pode ter sido um dos fatores determinantes deste achado, mas a exata natureza deste
processo ainda € incerta, e suscita novos estudos para a compreensdo adequada deste
fendmeno.

Com relagdo a colagenizacdo, a melhoria da deposicao colagénica foi observada
em HC e QA, e em especial neste ultimo, embora este achado ndo tenha sido tdo
expressivo no oitavo quanto foi no décimo quarto dia. E provavel que estes achados
possam ter resultado da reducdo da infiltragdo neutrofilica verificada nas feridas
protegidas com filmes poliméricos, favorecendo o desenvolvimento da reagdao de
granulagdo, uma fase do reparo amplamente marcada pela liberacdo de fatores de
crescimento que atuam, entre outras células-alvo, em fibroblastos (células produtoras de
colageno). Além disso, foi demonstrada previamente a facilitacdo da proliferagdo
fibroblastica ativa em resposta a EGF (fator de crescimento epidérmico) quando
cultivados sobre membranas de quitosana (42), o que respalda os achados favoraveis
observados neste estudo para o grupo QA. Estudos anteriores também sugeriram um
possivel papel do alginato na dindmica da colagenizacdo, uma vez que estes polimeros
aparentemente sao capazes de inibir a acdo de hialuronidases, enzimas envolvidas na
degradagdo e remodelacdo da matriz extracelular (34), o que facilitaria a acomodacgao

do componente colagénico depositado ativamente.

Por outro lado, o laser de baixa poténcia mostrou-se critico neste estudo, ja que
promoveu alteragdes substanciais no processo de colagenizagdo tanto em oito quanto
em 14 dias. Na fase inicial, a irradiacdo laser pareceu acelerar a substituicdo de
colageno tipo III (esverdeado ou amarelo-esverdeado) por tipo I (alaranjado ou
vermelho alaranjado). O coldgeno tipo III esta estreitamente relacionado com a
orientagdao espacial da migracdo das células endoteliais durante os estagios iniciais do
reparo, enquanto que o coldgeno tipo I é responsavel pela forca ténsil e estabilidade
mecanica do tecido conjuntivo mucocutaneo (43). Nos estagios tardios, os grupos
irradiados exibiram deposi¢do mais intensa de feixes grosseiros ¢ espessos de fibras
colagenas; em adicdo LLLT e QA/LLLT apresentaram tendéncia ao arranjo entrelacado,
lembrando a disposi¢@o fibrosa vista na derme integra, em oposi¢do ao arranjo paralelo

observado em HC/LLLT. Destaca-se que a disposi¢do arquitetural entrelacada dos
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feixes colagénicos ¢ fundamental para a dispersdo mecanica de forgas dirigidas a pele e

mucosas (43).

O papel desempenhado pelo laser de baixa poténcia na dindmica da
colageniza¢do tem sido bastante estudado, e tem sido relacionado a uma regulagdo
positiva da liberagdo de citocinas envolvidas na indu¢ao de proliferacdo fibroblastica e
sintese de colageno, tais como fator beta de crescimento fibroblastico (FGF-f) e fator de
crescimento transformador (TGF), respectivamente (44, 45). Também tem sido
demonstrado que o laser promove uma série de modificagdes durante o processo de
reparo dérmico, destacadamente relacionadas a melhor organizagdo arquitetural e
compactag¢ao dos feixes colagénicos depositados (29), o que vem respaldar os achados
morfologicos observados neste estudo com relagdo aos grupos irradiados.
Adicionalmente, o fato de que a associagdo entre filmes de quitosana/alginato de sodio e
laser de baixa poténcia promoveu a formacdo de um padrao de colagenizagdo bastante
semelhante aquele visto no tecido dérmico normal alicerca a teoria de que esta
combinacdo terapéutica foi extremamente eficiente em melhorar o reparo cicatricial
dérmico.

Todavia, ha de se comentar que o grupo HC/LLLT apresentou resultados bem
menos expressivos que os outros dois grupos irradiados, mantendo, inclusive, um
padrao de organizagdo arquitetural paralelo das fibras coldgenas, o que ¢ considerado
um arranjo cicatricial imaturo, parecendo sugerir que a associacdo do laser de baixa
potencia com filmes de hemicelulose ndo apresenta a mesma eficacia que com filmes de
quitosana/alginato de sddio. Neste contexto, ¢ relevante destacar que embora existam
relatos de inducao de reagdes tipo corpo estranho com o uso de filmes de celulose (46),
ndo foi observada, neste estudo, a formacdo de granulomas apds o uso de filmes de
hemicelulose, o que sugere que a celulose e seus derivados sdo, de fato, biocompativeis,
como demonstrado anteriormente (47). Contudo, ¢ preciso ressaltar que estes filmes sdo,
acima de tudo, agentes hemostaticos, de modo que ndo ¢ esperado que suas moléculas
formadoras interajam tao intensamente com os tecidos circunvizinhos, ao contrarios das
moléculas bioativas presentes nos filmes de quitosana e alginato de sédio. Este fator
poderia vir justificar os achados claramente mais interessantes verificados no grupo
QA/LLLT que em HC/LLLT. Além disso, ndo se pode deixar de mencionar que a

adaptacao pouco satisfatoria dos filmes de hemicelulose s lesdes por queimadura apos
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a desidratagao superficial do tecido também pode ter influenciado no resultado final,
mas estudos posteriores sdo necessarios para melhor esclarecimento deste topico.

A andlise dos resultados apresentados neste estudo permite inferir que a
associagdo entre o laser de baixa poténcia e filmes bioativos de quitosana e alginato de
sodio representa uma medida terapéutica bastante eficaz no tratamento de queimaduras
de terceiro grau.

As implicacdes clinicas dos achados apresentados sdo de extrema relevancia,
uma vez que as caracteristicas fisico-quimicas e estruturais dos biofilmes de quitosana e
alginato de sodio utilizados nesta pesquisa podem permitir seu emprego em uma ampla
gama de condig¢des clinicas onde haja desnudamento epitelial ou ulceragdo com perda
de substancia, sem possibilidade de coaptagdo de bordas. No ambito da Odontologia,
parece possivel extrapolar os resultados para o tratamento de cirurgias cruentas intra-
orais, em que seja necessaria a reparagdo por segunda intengdo, como cirurgias por
eletrocauterizacao, cirurgias periodontais e frenectomias, quicd em substituicdo aos
cimentos cirurgicos convencionais. No entanto, a despeito de todas as vantagens
supramencionadas, estudos posteriores sdo necessarios para elucidar todos os
mecanismos fisiopatologicos envolvidos na dinamica da estimulacdo do processo de
cicatrizagdao evidenciado neste ensaio biologico preliminar antes de iniciar quaisquer

ensaios clinicos.

CONCLUSOES

e O uso de revestimentos cutaneos sintéticos sob a forma de filmes sdo eficazes
em melhorar a dinamica do reparo cicatricial.

e Os filmes de quitosana e alginato de sddio foram mais eficientes em aprimorar a
dindmica de reparo que aqueles de hemicelulose comercialmente disponiveis.

e A aplicacio do laser de baixa poténcia modula positivamente a resposta
reparativa de queimaduras de terceiro grau.

e A associagdo entre o uso de filmes e laser de baixa poténcia trouxe resultados
sinérgicos para a aceleracdo do reparo cicatricial.

e Neste ensaio bioldgico, os melhores resultados foram obtidos com a associagdo

entre laser de baixa poténcia e filmes de quitosana e alginato de sodio.
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Tabela 1. Anélise morfologica da resposta inflamatoria nos grupos experimentais

estudados 8 e 14 dias apds a inducdo das lesdes por queimaduras.

8 Dias

Grupos Experimentais
Achados morfologicos

CTR HC QA LLLT HC/LLLT QA/LLLT

Presenca de necrose 3 2 2 1 1 0

Inflamacao aguda 2 1 1 0 0 0

Inflamacgao cronica 0 3 3 2 3 2

Edema intersticial 2 2 1 1 2 1

Vascularizagao 2 3 3 2 3 1

Resposta fibrocelular 0 1 1 2 2 3
14 Dias

' Grupos Experimentais
Achados morfologicos

CTR HC QA LLLT HC/LLLT QA/LLLT

Presenca de necrose 0 0 0 0 0 0
Inflamac¢do aguda 0 0 0 0 0 0
Inflamagao cronica 2 2 1 0 1 0
Edema intersticial 2 2 0 0 0 0
Vascularizacao 2 2 1 1 1 1
Resposta fibrocelular 2 2 3 3 3 3

(0) ausente; (1) leve; (2) moderado; (3) intenso
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Tabela 2. Analise morfoldgica da reepitelizacdo percentual nos grupos experimentais

estudados 8 e 14 dias apds a inducdo das lesdes por queimaduras.

CTR HC QA LLLT HC/LLLT QA/LLLT
0 1 1 1 1 1
0 1 1 1 1 1
7 dias 1 1 1 1 1 1
0 0 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
2 3 3 3 4 4
3 3 3 4 3 4
14 dias 2 3 3 3 3 4
3 3 3 4 3 4
3 3 3 4 3 4

Legenda: (0) ausente; (1) menos de 10% de reepitelizacdo superficial; (2) reepitelizagao
superficial recobrindo entre 10 e 50% da superficie da ferida (3) reepitelizacdo
superficial recobrindo mais de 50% da superficie da ferida, mas ainda incompleta; (4)

Reepitelizagdo completa.



Figura 1. Caracteristicas histologicas das lesdes em 8 (a) e 14 dias (b). Grupo CTR (al/bl),
HC (42/b2), QA (a3/b3), LLLT (a4/b4), HC/LLLT (a5/b5) e QA/LLLT (a6/b6). Observar

reagdo de granulacdo mais madura em LLLt e QA/LLLT no oitavo dia, e cicatriz fibrosa

bem formada nos mesmo grupos no décimo quarto dia. Destaque, ainda, para anexos

dérmicos vistos em QA/LLLT (HE, 100x).
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Figura 2. Apresentacdo morfologica do padrdo de deposi¢@o colagénica em 8 (a) e 14 dias (b). Grupo CTR (al/bl), HC (42/b2), QA (a3/b3),
LLLT (a4/b4), HC/LLLT (a5/bS) e QA/LLLT (a6/b6). Observar reacdo maior densidade de deposicdo de fibras de colageno tipo III,
associadas a fibrilas de colageno tipo I, em LLLt e QA/LLLT no oitavo dia, e feixes espessos, grosseiros e entrelacados de colageno I,
lembrando a derme normal, no décimo quarto dia (Picrossirius/polarizacdo, 100x). Em menor detalhe estdo as imagens observadas em
microscopia convencional.
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