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EFEITO DA ASSOCIACAO ENTRE LASERTERAPIA DE BAIXA
POTENCIA E FILMES DE QUITOSANA E ALGINATO DE SODIO
SOBRE A CICATRIZACAO DE QUEIMADURAS DERMICAS

Marx Diego Meneses Dantas

Resumo

Existem atualmente diversos polimeros naturais com diferentes atividades
biologicas utilizadas como filmes de revestimentos para a melhora da
cicatrizacdo. Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da associacao
entre a laserterapia de baixa poténcia com filmes de quitosana com alginato de
sédio sobre a cicatrizacdo de queimaduras dérmicas. A laserterapia de baixa
poténcia acelera a reparagcédo da cicatrizacdo de lesdes de tecidos moles. O
procedimento da queimadura foi realizado no dorso de 60 ratos machos que
foram divididos em seis grupos: ndo tratado (CTR), coberto com filmes de
celulose (CL), coberto com filme de quitosana e alginato de sédio (SC), feridas
nao cobertas com uso da laserterapia de baixa poténcia (LT), feridas cobertas
com filme de celulose com uso da laserterapia de baixa poténcia (CLLT) e
filmes de quitosana com alginato de sédio com o uso de laserterapia de baixa
poténcia (SCLT). A laserterapia de baixa poténcia foi aplicada durante 7 dias.
Os animais de cada grupo foram sacrificados entre 8 e 14 dias ap0s o0s
procedimentos de queimaduras. A reacao inflamatéria foi significativamente
mais intensa no grupo CTR do que nos grupos irradiados apos 8 e 14 dias. A
laserterapia de baixa poténcia estimulou a diferenciagdo miofibroblastica em 8
dias, com ou sem filmes. A combinacdo da laserterapia de baixa poténcia e
utilizacado de filmes mostrou que houve melhora na epitelizacdo, formacéo de
novos vasos sanguineos e colagenizacdo, promovendo uma rapida
substituicdo do colageno tipo Ill, para o colageno tipo | e favoreceu a melhora
do arranjo de fibras de colageno recém-formada. A combinacédo de laserterapia

de baixa poténcia e filmes de quitosana com alginato de sédio melhorou a
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cicatrizacdo da queimadura, aparentemente, modulando a epitelizacao
promovendo a formacdo de vasos sanguineos e melhora no processo de
colagenizagéo.

Palavra chave: Coberturas, Polimeros, Cicatrizagcdo de feridas, Laser.



IMPROVEMENT OF DERMAL BURN HEALING BY COMBINING
SODIUM ALGINATE/CHITOSAN-BASED FILMS AND LOW LEVEL
LASER THERAPY

Marx Diego Meneses Dantas

Abstract

There are currently several natural polymers with different biological activities
such as film coatings used for improved healing. This study aimed to evaluate
the effect of the association between low level laser therapy with films of
chitosan with sodium alginate on the healing of dermal burns. The low level
laser therapy accelerates the healing repair of soft tissue injuries. The
procedure was carried out of the burn on the back of 60 male rats were divided
into six groups: untreated (CTR), covered with films of cellulose (CL), covered
with a film of sodium alginate and chitosan (CS), wounds not covered with use
of low-power laser therapy (LT), wounds covered with a film of cellulose with the
use of low level laser therapy (CLLT) and films of chitosan with sodium alginate
using low level laser therapy (SCLT). The low level laser therapy was applied
for 7 days. The animals of each group were sacrificed between 8 and 14 days
after burns procedures. The inflammatory reaction was significantly more
intense in the CTR group than in the treated group after 8 and 14 days. The low
level laser therapy stimulated myofibroblastic differentiation in 8 days with or
without film. The combination of low level laser therapy and use of films showed
an improvement in epithelialization, formation of new blood vessels and
collagen, promoting rapid replacement of collagen type Il to type | collagen and
improves the favored arrangement of collagen fibers newly formed. The
combination of low level laser therapy and films of chitosan with sodium alginate
improved the healing of the burn apparently modulating epithelialization

promoting blood vessel formation and improves the process of collagen.

Key words: Dressings, Polymers, Burn healing, Laser.
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INTRODUCAO

Uma das mais significativas complica¢cées das queimaduras € a infeccao
secundéria resultante da contaminacdo de feridas expostas, com consequente
risco de morte (Raoo et al.,, 2000). 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 (Shakespeare, 2001; Lee et al.,
2001; Kordestani et al., 2008; Thomas, 2008; Park et al., 2008). Além disso,
bons agentes de revestimento dérmico devem promover redugcdo ou
estancamento da perda de fluidos, prevencdo da exsudacdo plasmaética,
protecdo contra contaminacdo externa e efeito bactericida, além de funcionar

adequadamente como leito para alocacao de autoenxertos (Lee et al., 2001).

A quitosana é um polissacarideo catidnico produzido por N-desacetilacéo
alcalina da quitina, composto por uma cadeia linear de unidades de
glicosaminas associadas por meio de ligagcdes B-1,4 (Park et al., 2008). Este
biopolimero apresenta uma série de propriedades bastante singulares, como
atoxicidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade, o que o torna um
excelente candidato a aplicacdes farmacéuticas e biomédicas (lllum, 1998). O
desenvolvimento e caracterizacdo de filmes a base de quitosana foram
previamente descritos (Peh et al., 2000). 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 (Ueno et al,
2001; Khan e Peh, 2003; Alemdaroglu et al., 2006; Rao, 2007; Burkatovskaya
et al., 2008). Em adicdo, a quitosana também demonstra propriedades

hemostéticas e antimicrobianas ja comprovadas (Ong, 2008).

O alginato é um polimero de &cido glicurénico e nanordnico formador de
gel altamente absorvente com propriedades hemostaticas, biodegradavel e
bem tolerado por fluidos e componentes celulares do corpo (Barnett e Varley,
1987). Eles sdo extensivamente usados como sistemas carreadores para

liberacdo controlada de farmacos e revestimentos dérmicos hemostaticos
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(Efentakis e Buckton, 2002, Razavi et al., 2008). Além disso, estudos
demonstram que filmes para revestimento dérmico a base de alginato de sédio
foram utilizados com sucesso para melhorar o processo de reparo cicatricial
(Razavi et al., 2008, Mirshafiey et al., 2005).

Em relacdo as propriedades apresentadas pelos biomateriais, existem
muitos relatos acerca dos sistemas biolégicos baseados na combinacdo entre
quitosana e alginato de sédio sobre a dindmica do reparo cicatricial (Pei et al.,
2008).

Os raios Laser sdo uma forma altamente concentrada e n&o invasiva de
radiacdo nao ionizante que, em contato com diferentes tecidos, produzem
efeitos térmicos, fotoquimicos e nao lineares (Hamblin e Demidova, 2006).
Diversos estudos tém indicado que a laserterapia de baixa poténcia parece
modular diferentes atividades biolégicas, como a reacdo inflamatdria,
regeneracao trofica de células e tecidos (Ribeiro et al., 2004), e sensacédo
algica (Nes e Posso, 2005). Além disso, o papel do laser na estimulacdo de
uma série de eventos envolvidos no processo de reparo, como diferenciacdo
fibroblastica e miofibroblastica (Pourreau-Schneider et al., 1990), proliferacao
celular (Hu et al;, 2007), angiogénese (Bayat et al., 2006) e sintese de
colageno (Yasukawa et al., 2007, Medrado et al., 2008) também vem sendo

investigado.

Existem poucos relatos na literatura avaliando o papel desempenhado
pela associacdo entre filmes para revestimento dérmico de feridas expostas
com a laserterapia sobre os eventos biolégicos que se desenrolam durante a
dindmica do reparo cicatricial. Portanto, o objetivo deste trabalho foi investigar
o efeito da associagdo entre a laserterapia de baixa poténcia e filmes
poliméricos a base de quitosana e alginato de soédio sobre a intensidade da
resposta inflamatéria e padrdo de deposicéo de fibras colagenas durante duas

fases distintas do reparo de queimaduras dérmicas em modelo roedor.
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CAPITULO 1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA
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1. PELE

A pele € um dos maiores 6rgaos atingindo 16% do peso corporal do
corpo, sendo construida por uma porcao epitelial de origem ectodérmica, a
epiderme, e uma porcao conjuntiva de origem mesodérmica, a derme. A
epiderme é mais externa, composta por um epitélio pavimentoso estratificado
ceratinizado; jA a derme é a camada mais profunda, sendo formada por
estroma fribroelastico denso de tecido conjuntivo que possui extensas redes

vasculares e nervosas (Widelitz et al., 1997; Wells et al., 2010).

A epiderme consiste em um epitélio estratificado organizado com
apéndices como: foliculos pilosos, glandulas sudoriparas e sebaceas que se
projetam da derme. A epiderme tem como funcdo protecdo contra traumas
fisicos e quimicos, forca de tensdo, prevencdo de desidratacdo e perda de

eletrdlitos (Junqueira e Carneiro, 2008).

A derme é uma camada mais espessa de tecido conjuntivo que se
estende da epiderme ao tecido subcutaneo. E nela que se situam o0s anexos da
pele, os vasos sanguineos, linfaticos e os nervos. Tem como funcado promover
a flexibilidade a pele, determinar protecédo contra traumas mecanicos, manter a

homeostase, determinante da cor da pele (Ikawa et al., 2002)

2. QUEIMADURAS

As queimaduras sempre foram um grande desafio para a humanidade
pela gravidade das lesbes e multiplicidades de complicagbes que sao
adquiridas, como a capacidade de causar sequelas funcionais, estéticas e

psicolégicas (Junior e Serra, 2004).

As queimaduras sao feridas traumaticas causadas, na maioria das vezes,
por agentes térmicos, quimicos, elétricos ou radiativos. Atuam nos tecidos de

revestimento do corpo, determinando destrui¢do parcial ou total da pele e seus
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anexos, podendo atingir camadas mais profundas como o tecido celular

subcutaneo, musculos, tenddes e ossos (Ledo et al., 2011).

As queimaduras possuem VAarios graus que serdo determinados pela sua
profundidade da lesdo na pele. As lesGes de 1° grau, atingem a camada mais
externa da pele, a epiderme, as lesdes de 2° grau, atingem tanto a epiderme
quanto a derme, podem ser superficiais, atingindo toda a epiderme e parte da
derme ou profundas atingindo quase toda a derme, as lesdes 3° grau, atingem
toda a camada da pele e em muitos casos atingindo também o tecido

subcutaneo, masculo e o tecido 6sseo (Othman, Kendrick, 2010).

No Brasil, as queimaduras contribuem com 57% do total de mortalidade
na faixa etaria de 0 a 19 anos e corresponde a 38% dos principais agravos
atendidos no sistema de saude. Sabe-se que cerca de 1.000.000 de casos de
gueimaduras ocorrem ao ano, dos quais 100.000 pacientes procurardo
atendimento hospitalar e 2.500 irdo a 6bito em decorréncia de suas lesdes.
Estima-se uma taxa de mortalidade entre 0,86% a 34,4%, sendo que a maior
parte ocorre por infeccdo e o periodo de internacdo €, em média, de 1 a 266
dias. Adicionalmente o tempo necessario para a cura da queimadura € um dos
principais determinantes para o desenvolvimento de complicagdes (Andrade et
al., 2010).

3. CICATRIZACAO

A cicatrizagdo € uma cascata complexa de eventos bioquimicos e
celulares em resposta a lesao tecidual. Para que um ferimento seja curado com
éxito, esses eventos devem seguir uma sequéncia apropriada e serem
controlados com precisao pra ndo haver um descontrole como no caso de uma
cicatrizagdo hipertrofica ou queloide. A cicatrizacdo se divide em trés fases:
inflamacéo, fase fibroblastica e maturacdo e remodelamento. Cada uma dessas
fases apresenta varias interacdes entre diferentes tipos celulares teciduais e/ou

sanguineos, fatores de crescimento, citocinas e matriz extracelular, néo
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havendo de fato uma separacdo entre elas, mas sim uma superposi¢cao
(Rodero e Khosrotehrani, 2010).

A fase inflamatoria € a resposta do corpo a leséo tecidual seja ele térmico,
quimico, traumatico, biolégico, na maioria dos casos, ocorre uma solucao de
continuidade de integridade vascular da area lesionada. A ruptura de vasos
sanguineos leva ao extravasamento de sangue para o tecido subjacente,
levando os vasos a contrair-se, ocorrem aderéncia e agressao de plaguetas no
local e em seguida ocorre a ativagdo da cascata de coagulagéo, resultando na
formacdo de um trombo que primeiramente € rico em plaquetas e é
rapidamente infiltrado pela fibrina, transformando-se em um trombo fibrinoso
em seguida os eritrocitos sdo capturados por essa rede de fibrina e forma-se
entdo um trombo vermelho que além de limitar a perpetuacdo da perda de
constituintes circulatérios para os intersticios celulares, fornece uma matriz
preliminar, que dard suporte a migracdo das células responsaveis pelo

desencadeamento do processo de reparo (Goldenberg e Dielgemann, 2012).

As plaquetas extravasadas aderem ao colageno no espaco perivascular,
utilizando receptores na membrana celular plaquetaria especificos para
proteinas da matriz extracelular. O contato com o colageno fibrilar ativa as
plaguetas induzindo a formacdo proteinas adesivas especificas como,
glicoproteina plaquetaria llb/llla, que liberam o conteudo de seus granulos alfa
que contém fibrinogénio, fibronectina, fator de Willebrand e trombospodina,
essa interacdo estabiliza e fortalece a nova matriz proviséria. Com essas
plaguetas ativadas aumenta a acdo da protrombinase, que promove maior
producédo de trombina, a partir da protrombina, criando assim condi¢ges para a
amplificacdo da adesao plaquetaria. O ADP liberado das hemacias e granulos
densos das proprias plaquetas € outro elemento amplificador da agregacao
plaguetaria. A reunido de todos esses estimulos e necesséario para a inducao

de uma reacgédo inflamatdria aguda (Mandelbaunn et al., 2003).

A matriz extracelular recém-formada proporciona um substrato para
subsequente migracao de leucdcitos. Os primeiros a chegarem ao local séo os
neutrofilos que tem como funcéo fagocitar e depois os macréfagos derivados

dos mondcitos comecam a acumular-se no local ferido entre o segundo e
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quinto dia apés a lesédo. O influxo de neutréfilos e macrofagos ativados para
esta regido aumenta a demanda por oxigénio com consequente elevacédo das
concentragdes de 4cido latico e queda de pH. Esta combinacéo de hipoxia, pH
baixo e alta concentracdo de acido latico, ativa o macrofago para a producao
de fatores de crescimento. Os macrofagos tém como funcdo ajudar os
neutrofilos na fagocitose de microrganismos e debris teciduais, bem como
liberar fatores de crescimento de citocinas, que sao importantes na
manutencdo da reacdo inflamatéria e na iniciacdo, maturacdo e controle do

processo de cura da ferida (Dielgemann e Evans, 2004).

A fase fibroblastica tem a presenca local de macrofagos derivados de
mondcitos e a producéo e liberacdo dos mediadores quimicos produzidos por
eles a migracdo e ativacao de fibroblastos é intensificada o que leva a matriz
extracelular a ser substituido por um tecido conjuntivo mais forte e elastico o
colageno. Fibroblastos produtores de colageno sdo recrutados das margens da
ferida e induzidos a sintetizar essa proteina, num processo coletivo chamado
fibroplasia. Ocorre neovascularizagdo de modo que 0os novos capilares brotam
dos tecidos viaveis na borda da ferida, migrando até o espaco da ferida
(Rodero e Khosrotehrani, 2010). A contracao da ferida comeca a fazer com que
suas margens se aproximem mais, e se o tecido original estava revestido por
uma superficie epitelial, a reepitelizacdo comeca a cobrir a ferida em um

processo de cura (Porter, 2007).

A fibroplasia tem inicio pela formacéo de tecido de granulacédo no espaco
do ferimento, esse tecido consiste de uma matriz frouxa de colageno,
fibronectina e acido hialurébnico contendo macrofagos, fibroblastos e vasos
recém-formados e exsudativos. Os sinais responsaveis pela formacao de
tecido de granulacdo séo variados, primeiramente os fatores de crescimento
desempenham um papel crucial na migracdo e diferenciagdo celulares
necesséarias para a formacdo de tecido de granulacdo, em seguida a matriz
extracelular, formada por constituintes plasmaticos, plaquetas, macréfagos e os
fibroblastos que védo chegando, proporciona um meio para aderéncia, migracao
e orientacdo de células que irdo formar o tecido em desenvolvimento (Balbino,
et al., 2005).
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A neovascularizacdo ocorre simultaneamente com 0 crescimento dos
fibroblastos a partir das margens da ferida, as células endoteliais no interior dos
capilares intactos nas margens da ferida irrompem através da membrana basal
da parede vascular mediante a secrecdo da colagenase e do ativador do
plasminogénio. Essas células migram na direcdo do espaco ocupado pela
ferida, utilizando com substrato matriz extracelular ali presente. A proliferacéo
das células endoteliais apenas ocorre no vaso genitor para a devida
substituicdo das células que migraram, o broto capilar une-se o capilar genitor,
para que estabeleca o fluxo sanguineo. Os macrofagos situados no espaco
ocupado pela ferida sdo responsaveis pela elaboracdo de substancias
angiogénicas como os fatores de crescimento do fibroblasto FGFs. Com a
migracdo de macrofagos ate a ferida e subsequente formacdo de tecido de
granulacdo os componentes da matriz extracelular sdo manufaturados pelas
células in situ, dando origem a fibronectina, que atua na fixacdo celular,

originada da grande quantidade de fibroblastos (Kiwanuka et al., 2012).

A maturacgdo e remodelagem e a fase final de cura da ferida, durante essa
fase a cicatriz adquire sua maxima resisténcia, para que haja uma maxima
forca ténsil, ha necessidade de muitos meses, e mesmos anos de
remodelagem ainda assim uma cicatriz cutanea completamente madura tem

em torno de 70% da resisténcia da pele normal (Tazima et al., 2008).

A resisténcia de uma cicatriz se deve ao acumulo de da deposi¢cao de
colageno e a remodelagem das fibrilas de colageno de modo que sejam
formados feixes maiores dessa proteina, com maior numero de ligagcbes

covalentes transversais de fibrilas (Mulder et al., 2012).

O processo de remodelagem da cicatriz envolve a continua producgéo,
digestdo, agregacao e orientacao das fibrilas e fibras de colageno, dependendo
da natureza e direcdo das tensbes aplicadas ao tecido, essas fibras de
colageno sao digeridas pela enzima cologenase e depositadas novamente em
arranjos similares aos ocorrentes no tecido afetado adjacente. A colagenase é
produzida por varios tipos celulares na ferida, leucdcitos, macrofagos,

fibroblastos e células epiteliais (Dielgemann e Evans, 2004).
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4. COBERTURAS DERMICAS OU “DRESSINGS”

Quando a perda tecidual resultante da formacdo da ferida é extensa, o
processo de cicatrizacdo pode ndo ser suficiente para garantir o
desenvolvimento adequado de reparagdo. Nestes casos, além da limpeza e
desbridamento, outro principio importante da terapia topica de feridas € a
oclusdo com substitutos dérmicos sintéticos (coberturas dérmicas) sob a forma

de filmes ou membranas (Weller e Sussman, 2006).

A escolha da cobertura mais apropriada para manter o ambiente propicio
para a reparacdo tissular deve observar os seguintes principios: manter
umidade na interface ferida/cobertura, remover o excesso de exsudato, permitir
a troca gasosa, promover isolamento térmico, proporcionar protecdo contra
infeccdo, ser isento de particulas e contaminantes e permitir a remo¢do sem
causar traumas. Além destas, acrescente-se ainda disponibilidade,
flexibilidade, facilidade de manuseio e custo-eficacia (Eaglstein, 2001; Boateng
et al., 2008).

Sao vérios os efeitos benéficos do uso de substitutos dérmicos sob a
forma de filmes: prevencdo de desidratacdo do tecido e morte celular,
angiogénese acelerada, desbridamento autolitico, pois eles retém as enzimas e
agua gue ajudam na fibrindlise, e reducao da dor, atribuidos a protecédo que o
meio umido fornece as terminagfes nervosas do ressecamento e exposicéo. O
uso desses filmes ainda mantém as células viaveis e permitem que elas
liberem fatores de crescimento estimulando sua proliferacdo (Bajay e Araujo,
2003).

Os filmes para cobertura de feridas podem ser produzidos com diferentes
materiais, e, portanto, apresentar caracteristicas oclusivas diferentes. Dentre 0s
materiais utilizados, destacam-se o0s hidrocoldides, alginatos e hidrogéis
(Hoyama et al., 2005), dentre outros, mas nenhum deles atende plenamente

aos requisitos que caracterizam o substituto dérmico ideal (Seamann, 2002).
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O filme de quitosana estimula a proliferacdo de células e suas
propriedades biolégicas sédo bastante Uteis no tratamento de feridas.
Membranas finas e flexiveis a base de quitosana e alginato tém se mostrado
eficientes quando comparadas a gaze no tratamento de feridas, pois aceleram
0 processo de cura. A quitosana estimula a proliferacdo de células e a
organizagdo dos tecidos, prové estrutura e crescimento celular e fornece
proteinas para cicatrizacao, fortalece o novo tecido, atua como barreira contra
agentes infecciosos, minimiza a deformacdo cutanea, além de estimular a
coagulacdo sanguinea natural, absorve fluidos provenientes da ferida e
bloqueia as terminagdes nervosas, amenizando os efeitos da dor (Nicolisi e
Moraes, 2005).

5. ALGINATO DE SODIO

O alginato de sodio é um polissacarideo linear obtido a partir de algas
marrom ou bactérias e é composto por residuos dos acidos B-d-manurénico
e a-l-gulurénico na forma de sal de so6dio, unidos por ligagbes glicosidicas
(1—4) e distribuidos em diferentes propor¢ées ao longo da cadeia.
Caracteristicas como a acdo gelificante e espessante, biodegradabilidade,
biocompatibilidade e auséncia de toxidez tornam o alginato de sédio um

material interessante para inumeras aplicacdes (Pei, 2008).

O alginato é amplamente utilizado em alimentos, cosméticos e
medicamentos e também encontra aplicagdo na industria téxtil e de papel.
Atualmente vem sendo utilizado em aplicacdes inovadoras na area medica e
farmacéutica. Em fungdo de suas caracteristicas € utilizado como espessante,
estabilizante de emulsdes e de espuma, agente de encapsulagéo, agente de
gelificagéo, agente de formagédo de filmes e de fibras sintéticas entre outras
possibilidades (Muller et al., 2011).

s

O alginato utilizado atualmente é extraido de algas, entretanto a sua
producdo por microrganismos ira permitir uma exploracdo controlada de suas
fontes naturais. Adicionalmente, a produgdo por microrganismos pode ser
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realizada sob condicbes controladas, usando substratos de qualidade
constante e permitindo assim a obtencdo de materiais especificos com

caracteristicas uniformes (Muller et al., 2011).

Curativos a base de alginato tém se mostrado efetivos no tratamento de
areas gueimadas e de areas doadoras de enxertos, o gel de alginato ajuda na
remocao do curativo sem muito trauma e diminui a dor durante as trocas de
curativos além de promover um ambiente propicio a reepitelizacdo do tecido
danificado (Nicolisi e Moraes, 2005; Kim et al., 2008).

Thu et al (2012) desenvolveram hidrogéis em bicamada de alginato para
utilizacdo em cicatrizagdo. Segundo os autores, a bicamada de alginato
proporciona menor permeabilidade ao vapor d’agua e seria mais util para
tratamento de feridas supurativas. Além disso, os filmes em bicamada
permitem hidratag&o lenta e continua e liberagdo mais controlada de farmacos,
sendo, portanto, mais adequados para aplicacdo em superficies de feridas.

O mecanismo de acdo que determina a atividade pro-cicatrizante do
alginato ainda vem sendo discutida na literatura. Thomas et al (2000)
demonstraram que curativos (dressings) contendo alginato de soédio séo
potencialmente capazes de ativar macrofagos presentes na area lesada, por
meio do estimulo a liberagdo de TNF-a, gerando um sinal pro-inflamatorio
capaz de promover incremento da fagocitose de microrganismos e restos
necréticos (wound cleaning) e, portanto, favorecendo a resolu¢cdo do processo

cicatricial.

Adicionalmente, o alginato de sddio apresenta outras propriedades de
interesse para uso como curativos ou coberturas de feridas dermo-mucosas,
como atividade hemostatica, controlando o sangramento poOs-traumatico e
facilitando a formacdo do coagulo caracteristicos das fases iniciais do reparo
(Hama et al., 2010).

Lee e Mooney (2012) realizaram uma extensa revisdo sobre as
propriedades biologicas e potencial aplicabilidade do alginato e seus derivados
na area biomédica. Segundo os autores, coberturas de alginato funcionam

perfeitamente como matrizes para incorporacdo de fatores de crescimento,
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atuando como sistema de liberacdo controlada de substancias que propiciam

incremento substancial do processo de reparo.

6. QUITOSANA

A quitosana é obtida pela reacdo de desacetilacdo da quitina em meio
alcalino. A quitina € um polimero natural extraido de exoesqueleto de
crustaceos, insetos etc., composto pelas unidades monoméricas de B-(1—4)-
2-amino-2-desoxi-D-glicose e B-(1—4)-2-acetamida-2-desoxi-D-glicose. Este
polimero natural possui uma estrutura cristalina altamente organizada, como
comprovada por difracdo de raios-X. Dessa forma, € um polimero insoltvel em
meio aquoso e na maioria dos solventes organicos, e tem baixa reatividade
quimica. A insolubilidade da quitina é o maior fator limitante da sua utilizacédo
(Badawy e Rabea, 2011).

A quitosana é um biopolimero cujo grau de desacetilacdo, distribuicdo de
massa molar e contetdo de impurezas dependem das fontes naturais de
matéria-prima e dos métodos de preparacdo. A massa molar média da quitina
nativa é geralmente maior do que 10° Daltons, enquanto a quitosana comercial
tem uma massa molar média na faixa de 1,0 x 10° — 1,2 x10° Daltons (No et al.,
2000).

Este biopolimero pode facilmente se dissolver em solu¢des de acidos
fracos diluidos, devido a protonacdo de seus grupos amino, sendo o acido
acético o solvente mais empregado. Agentes reticulantes, tais como
glutaraldeido, etilenoglicol diglicidil éter, tripolifosfato, acido sulfurico e
epicloridrina, sdo usados para aumentar a sua estabilidade quimica e a

resisténcia mecanica (Laranjeira, 2009; Wang et al., 2012).

A alta hidrofilicidade da quitosana, devida ao grande numero de grupos
hidroxila e grupos amino presentes na cadeia polimérica, permite sua utilizacao

como biomaterial na forma de microparticulas, gel e membrana em diversas
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aplicacdes, como veiculo de liberacdo de farmacos, bandagens etc. (Chen et
al., 2009).

O biopolimero quitosana pode ser modificado fisicamente, sendo uma das
vantagens mais interessantes a sua grande versatilidade em ser preparado em
diferentes formas, tais como pos, flocos, microesferas, nanoparticulas,
membranas, esponjas, colméias, fibras e fibras ocas (Bernkop-Schnirch e
Dunnhaupt, 2012).

Jayakumar et al (2011) realizaram uma revisdo sobre a utilizacdo de
coberturas de ferida dérmica a base de quitina e quitosana, veiculadas sob a
forma de materiais fibrosos, hidrogéis, biomembranas e esponjas. Entre as
vantagens deste material biolégico estdo a durabilidade, atoxicidade,
capacidade de absorcdo de liquidos, atividade antibacteriana e boa
biocompatibilidade. Adicionalmente, os autores comentam gque membranas de
quitosana sao utilizadas com sucesso como dressing de feridas dérmicas em
razdo de seu efeito antimicrobiano e capacidade de induzir proliferacao

migracao de células estromais.

7. LASERTERAPIA DE BAIXA POTENCIA

As propriedades terapéuticas do laser vém sendo estudadas desde a
proposicao da teoria de emissao estimulada por Einstein, 1917, sendo sugerida
pela primeira vez em 1957, por dois cientistas americanos, Charles Townes e
Arthur Achawlow, tornado-se realidade em 1960, com a construgcéo do primeiro

emissor de laser a rubi por Theodore Mainman (Medrado, 2003).

A palavra laser € um acrénimo de Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation, ou seja, luz amplificada por emissédo estimulada de
radiacdo. As caracteristicas que diferem a luz laser de uma lampada comum
sdo: a monocromaticidade, a coeréncia e a direcionalidade. A possibilidade de
focalizacdo em pequenas areas e a emissao de altas densidades de energia

fazem do laser um instrumento de grande interesse e importancia para
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aplicacdes nas areas da saude, tanto no diagndstico como na terapia. (Bayat et
al., 2006).

O laser pode apresentar diferentes meios ativos, 0os quais podem ser
sélido, liquido ou gasoso. O laser Diodo é um chip semicondutor que funciona
como um diodo elétrico, onde a regido ativa lembra um “sanduiche” de
materiais semicondutores diferentes. Na maioria dos semicondutores a energia
é liberada em forma de calor, porém, em materiais como o Galio, o Aluminio e
0 Arsénio, a energia € liberada em forma de fétons. Estes possuem
comprimentos de onda no espectro vermelho e infravermelho (620 a 1500nm),
0s quais sdo determinados pelo tipo de material semicondutor utilizado. (Correa
et al., 2007).

Os Lasers sao divididos em lasers de alta e baixa poténcia. Os primeiros
sdo destinados a remocéao e coagulacao de tecidos, enquanto que os lasers de
baixa poténcia séo utilizados em processos de reparacdao tecidual. Os
principais efeitos gerados pelo laser de baixa poténcia nos tecidos tem
natureza estimulatéria, causando aumento do metabolismo celular, quimiotaxia

e vascularizagao, etc. (Dadpay et al., 2012).

A laserterapia de baixa poténcia tem acado principalmente nas organelas
celulares, em especial nas mitocondrias, lisossomas e membrana, gerando
aumento de ATP e modificando o transporte idnico. Acredita-se que existem
fotorreceptores celulares, sensiveis a determinados comprimentos de onda,
que, ao absorverem fotons, desencadeiam reagcfes quimicas provocando a
liberagdo de substancias pré-formadoras, como a histamina, bradicinina e
serotonina acelerando ou retardando estas reacdes enzimaticas normais.
Desta forma a laserterapia de baixa poténcia acelera, em curto prazo, a sintese
de ATP (Glicdlise e Oxidacao Fosforilativa) e em longo prazo a transcricao e
replicagéo do DNA. (Piva et al., 2011).

Os lasers de baixa poténcia sdo utilizados para acelerar os processos
reparativos do tecido duro e do tecido mole, devido aos efeitos biomoduladores
nas células e tecidos. Eles ativam ou inibem processos fisioldgicos,
bioguimicos e metabdlicos através de efeitos fotofisicos ou fotoquimicos. Esses

fenbmenos  biomodulatérios promovem os efeitos terapéuticos de
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morfodiferenciacdo e  proliferacdo  celular, neoformacdo tecidual,
revascularizacéo, reducdo do edema, maior regeneracao celular, aumento da
microcirculacdo local e permeabilidade vascular. (Correa, 2007; Medrado,
2003; Melo et al., 2011).

A laserterapia de baixa poténcia tem se mostrado uma alternativa anti-
inflamatoria com efeitos semelhantes aos observados na terapia com anti-
inflamatérios néo-esteroidais, inibindo e/ou diminuindo a concentracdo de
prostaglandina ES2 (PGE,), ciclo-oxigenase 2 (COX-2) e histamina (Piva et al.,
2011).

Dessa forma a laserterapia pode ser capaz de modular a inflamacdo em
varios tecidos e apresenta vantagens como método nao invasivo, nao

farmacoldgico, e como baixo indice de efeitos colaterais (Piva et al., 2011).

Ribeiro et al (2009a) realizaram um estudo em ratos utilizando
laserterapia de baixa potencia em feridas abertas de ratos. Os autores
observaram uma reducdo substancial do infiltrado inflamatério e incremento
importante da fibrogénese nos animais irradiados, sugerindo que a
fotobiomodulacdo a laser pode representar uma alternativa Gtil no tratamento

de feridas em curso cicatricial por segunda intencéo.

Ribeiro et al (2009b) também demonstraram em modelos experimentais
que protocolos de irradiacdo a laser de baixa poténcia sdo capazes de
promover a inibicdo da proliferacao de linfécitos T e B no sitio da injuria tissular,
reduzindo o tempo de inflamacéo cronica e favorecendo ao reparo. Além disso,
a laserterapia de baixa poténcia pareceu estimular a diferenciacédo
miofibroblastica, melhorando o processo de contracdo da ferida, o que

minimizaria os riscos de desenvolvimento de cicatrizes hipertréficas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito da associacdo entre a laserterapia de baixa poténcia e filmes a
base de quitosana e alginato de sédio no processo de reparo de queimaduras
dérmicas em modelo roedor.

2.2. Objetivos especificos

e Analisar a intensidade da reagéo inflamatoria.
e Determinar os indices percentuais de reepitelizacao.

e Quantificar o nuamero médio de miofibroblastos e vasos sanguineos
neoformados.

e Descrever o padréo de deposicao de fibras colagenas.

¢ Quantificar o grau de colagenizacéo das feridas.
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This paper aimed to evaluate the improvement of burn wounds healing by sodium alginate/chitosan-
based films and laser therapy. Natural polymers with different biological activities are widely used as film
dressings to improve wound healing. Lasers arrays accelerate the healing repair of soft tissue injuries.
Burn procedures were performed on the backs of 60 male rats assigned into six groups: untreated
(CTR), dressed with cellulose films (CL), dressed with sodium alginate/chitosan-based films (SC), laser-
irradiated undressed wounds (LT), laser-irradiated wounds with cellulose (CLLT) and sodium alginate/

g?éz‘:;;ds" chitosan-based films (SCLT). Laser therapy was applied for 7 days. Animals of each group were euthanised
Polymefs 8 and 14 days after the burn procedures. The inflammatory reaction was significantly more intense in the

Burn healing CTR group than in the irradiated groups after 8 and 14 days. Laser therapy stimulated myofibroblastic dif-
Laser ferentiation in 8 days, with or without dressing films. Combined laser therapy and both dressings
improved epithelisation, blood vessels formation and collagenization, promoted rapid replacement of
type III for type I collagen and favored the better arrangement of the newly formed collagen fibres.
The combination of laser therapy and sodium alginate/chitosan-based dressing improves burn healing,

apparently by modulating the epithelisation, blood vessels formation and collagenization processes.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The employment of natural polymers with different mechani-
cal, physical and biological properties as wound dressings has been
widely studied based on the many advantages of using these mac-
romolecular agents, such as biocompatibility and their non-irritant
and nontoxic properties [1,2]. In addition, wound dressings are
thought to prevent loss of body fluid, to prevent exudate build-
up, to protect the wounds from external contamination, to have
sufficient bactericidal effects to inhibit infection and to prepare
an optimum wound bed for autografting [3].

Chitosan is a cationic polysaccharide produced by alkaline
N-deacetylation of chitin, with the sugar backbone of chitosan
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composed of B-1,4-linked glucosamine units [4]. Chitosan is
nontoxic and possesses several unique properties, such as
biocompatibility and biodegradability, which make it an attractive
candidate for pharmaceutical and biomedical applications. The
development and characterisation of chitosan-based films have
been previously described [5], and the films have been successfully
used as wound dressings [6-9]. Additionally, this polymer has been
shown to have potent haemostatic and antimicrobial properties
[10].

Alginate is a highly absorbent, gel-forming, biocompatible poly-
mer of guluronic and mannuronic acids used as a carrier for drug
delivery and haemostatic wound dressing [11]. Despite the biolog-
ical properties presented by both biomaterials, there are only a few
recent reports that investigate the development of film-based
dressings systems based on a combination of chitosan and sodium
alginate [12].

Lasers emit a highly concentrated, non-invasive, non-ionising
radiation that, when in contact with different tissues, promote
thermal, photochemical and nonlinear effects [13]. Several studies
have indicated that low level laser therapy (LLLT) modulates differ-
ent biological activities, such as anti-inflammatory action [14,15],
differentiation of fibroblasts into myofibroblasts [16,17], cell pro-
liferation [18], angiogenesis [19] and collagen synthesis [20,21].
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It has also been demonstrated that LLLT improves burn healing
[22,23].

It has been recently demonstrated that the combination of
wound dressings and phototherapy accelerate the biological events
involved in the healing process [24]. Therefore, the goal of this
study was to investigate the effect of the combination of LLLT
and sodium alginate/chitosan-based films (SC films) on burn heal-
ing in rodents.

2. Material and methods
2.1. Preparation of the sodium alginate/chitosan-based films (SC films)

Polymeric dispersions (1% w/w) were prepared by dissolving
chitosan and sodium alginate separately in a diluted acetic acid
(0.5 M) solution at room temperature (21 °C = 2 °C). Glycerol was
added to the chitosan dispersion (20% w/w of polymer weight) as
a plasticiser. The chitosan dispersion was sonicated to remove air
bubbles, dropped into a Petri dish (10.0 mL) and dried thereafter.
Subsequently, 10.0 mL of sodium alginate dispersion was cast over
the chitosan film and the solvent was allowed to evaporate. The
resulting films were manually peeled off and then cut into samples
of 20 mm x 20 mm.

2.2. Animals

Prior to beginning any experimental procedures, this study was
approved by our Animal Care and Use Committee (register
040508). In accordance to the institution’s guidelines outlined in
“Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”, all animals re-
ceived humane care during all steps of the experimentation. Fur-
thermore, the study protocols were approved by National
Research Council prior to beginning the experiments.

The animals used in this experiment were adult male Rattus
norvegicus albinus, Wistar strain, weighing 250 g + 50 g. The rats
were housed in clear plastic cages with solid floors and loose hard-
wood chip bedding and were supplied with food and water ad libi-
tum in a temperature and humidity-controlled environment.

2.3. Burning procedures and groups formation

Sixty rats were anesthetised with an intraperitoneal ketamine-
xylazine injection (100 mg/kg-5 mg/kg) and 1 cm? burn wounds
were created on the backs of the animals. This was accomplished
using a brass probe that had been immersed in boiling (100 °C)
water until thermal equilibrium was achieved, which was then
was placed without pressure for 20 s on the previously shaved dor-
sal region of the rats [25]. The animals were handled in accordance
with aseptic principles in order to avoid exogenous bacterial con-
tamination. Subsequently, the rats were randomly assigned into
six groups of ten animals each, according to the treatment of the
burn wounds: untreated (CTR), dressed with a commercially avail-
able cellulose film (CL), dressed with sodium alginate/chitosan-
based films (SC), undressed, laster-irradiated (LT), dressed with
cellulose, laser-irradiated (CLLT) and dressed with sodium algi-
nate/chitosan-based film (SCLT).

2.4. LLLT procedure

Animals were submitted to daily transcutaneous irradiation
using a previously calibrated semi-conductor diode laser GaAlAs
(Twin Laser®, MMOptics, Sdo Paulo, Brazil) with continuous emis-
sion at 780 nm wavelength for 100 s (25 S each point). The output
power used was 40 mW, with a focal spot of 0.04 cm?, and power
density of 1 W/cm?. The total energy per session was estimated in

4] and the energy density was 20 J/cm? distributed in four differ-
ent equidistant points (5 ]/cm? each) over the course of 7 days.
The first irradiation was performed immediately after the burning
procedures (Fig. 1).

2.5. Euthanasia and histological procedure

The sacrifice of the animals was performed using CO, chamber.
After the sacrifice, the burn wounds were surgically removed and
the specimens were formalin-fixed and paraffin-embedded accord-
ing to routine laboratory techniques. Subsequently, a series of
5 wm thick sections were obtained, stained in haematoxylin-eosin
and picrosirius and submitted to immunohistochemical
techniques.

2.6. Assessment of the inflammatory profile (IP)

Histological sections stained in haematoxylin-eosin were used
for the descriptive analysis of the inflammatory profile (IP). The
intensity of the inflammatory response was classified as follows:
0 (absence of inflammatory response), 1 (inflammatory cells repre-
senting less than 10% of the cell population observed within the
wound area), 2 (inflammatory cells representing between 10%
and 50% of the cell population observed within the wound area),
and 3 (inflammatory cells representing more than 50% of the cell
population observed within the wound area). Moreover, the
inflammatory profile (IP) was classified as acute (predominance
of polymorphonuclear cells) or chronic (predominance of mononu-
clear cells) and graded as slighter/absent, moderate or severe.

2.7. Assessment of the epithelisation rates (ER)

In order to assess the epithelisation rate (ER), photomicrographs
of the histological sections of the wounds (stained in HE) were ta-
ken from all the samples (40x) and processed using software
(ImageLab®, Sof- tium, S3o Paulo, SP, Brazil). The total wound sur-
face extent (TWE) was assessed, as well as the extent of the epider-
mal migration from the normal wound margin to the point where
the migrating epithelium stopped processing (ME). ER (%) was
determined as follows: ER (%) = (ME x 100)/TWE.

Fig. 1. Skin after the burn procedure showing the applied dressing and the four
points treated with laser.
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2.8. Immunohistochemical assessment of myofibroblasts (MF) and
blood vessel content (BV)

Myofibroblasts and blood vessels were detected using monoclo-
nal antibodies against the a-smooth muscle actin antigen (o-SMA)
(clone 1A4; 1:200, 12 h, Dako, Glostrup, Denmark) and the CD31
antigen (clone JC/70; 1:200, 12h, Dako, Glostrup, Denmark),
respectively. After washing in Phosphate-buffered saline solution
(PBS), slides were incubated with biotin-labelled antimouse sec-
ondary antibodies (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA) then
washed in PBS and incubated with peroxidase-labelled streptavi-
din (Dako). The reaction products were visualised by immersing
the slides in freshly prepared diaminobenzidine (Dojindo, Kuma-
moto, Japan). Ten histological sections (400x magnification,
0.739 mm? per field) were randomly selected and the means of
numbers of immunostained cells and vessels for a histological field
were assessed with an image analysis system Imagelab® (Sof-tium,
Sdo Paulo, SP, Brazil) as previously described by Ribeiro et al. [17].

2.9. Descriptive morphological study of the collagenization

Histological sections stained in picrosirius and analysed under
polarised light were used for the descriptive analysis of the colla-
gen deposition. Collagen fibres were categorised according to their
birefringence pattern (greenish/yellow-greenish or orange/orange-
reddish), morphological appearance (wavy or stretched, thin or
thick, short or long) and disposition (reticular, parallel or
interlaced).

2.10. Quantitative analysis of the collagenization rate (CR)

Quantization of the area occupied by collagen depositions in the
healing area was determined by optical density in the image anal-
ysis system in different randomly selected fields. The system used
consisted of a CCD Sony DXC-101 camera applied to an Olympus
CX31 microscope, from which the images were sent to a monitor
(Trinitron Sony). By means of a digitising system (Olympus C-
7070 WIDEZOOM) the images were loaded onto a computer (Pen-
tium 133 MHz) and processed using software (ImageTool). A total
of 10 fields per case were analysed at a magnification of 100x. The
thresholds for collagen fibres were established for each slide after
enhancing the contrast up to a point at which the fibres were easily
identified as birefringent (collagen) bands. The area occupied by
the fibres was determined by digital densitometric recognition
by adjusting the threshold level of measurement up to the different
colour densities of the collagen fibres. The area occupied by the fi-
bres was divided by the total area of the field. The results were ex-
pressed as a percentage of the skin area fraction occupied by the
collagen fibres and described as collagenization rates (CR).

2.11. Statistical analysis

Statistical significance of the ER, MF, BV and CR quantitative
measurements were assessed by analysis of variance (one-way AN-
OVA) and the Tukey test. The IP was analysed using the Kruskall
Wallis and Dunn post hoc tests. Each time point was analysed sep-
arately, and two-tailed o-levels of p <0.05 were regarded as
significant.

3. Results
3.1. Analysis of the inflammatory profile (IP)

At 8 days, the inflammatory infiltrate was acute in the CTR
group and subacute in the other groups. In 14 days, the infiltrate

was chronic in all of the groups (Fig. 2). The severity of the inflam-
matory infiltrate ranged from intense to moderate at 8 days and
from moderate to absent at 14 days (Table 1). At 8 days, the IP
was significantly more intense in the CTR group than in the LT
(p=0.04), CLLT (p = 0.04) and SCLT (p = 0.04) groups, but no other
significant difference was evident among the groups, either at
the 8- or 14-day mark (p > 0.05).

3.2. Analysis of the epithelisation rate (ER)

At 8 days, the ER was significantly higher in all the groups other
than in the CTR group (p < 0.01), whereas the LT, CLLT and SCLT
groups showed higher rates in comparison to the non-irradiated
groups (p <0.05). At 14 days, the ER was more advanced in the
LT, CLLT and SCLT groups (p < 0.05). Additionally, the SCLT group
was more effective in improving ER than were the LT and CLLT
groups (p < 0.05) (Fig. 3).

3.3. Blood vessel content (BV)

CD31-positive blood vessels were identified by the brown stain
(Fig. 4). At 8 days, the CL and SC groups showed significant in-
creases in the blood vessel content compared to the CTR group
(p < 0.05). However, all irradiated groups presented more conspic-
uous vascular content than did the non-irradiated groups, and the
mean count of blood vessels was significantly higher in the SCLT
group (p < 0.05). At 14 days, there was a clear reduction in the vas-
cularisation process in all experimental groups, but the control
group (CTR) showed a slight increase in the mean of newly formed
blood vessels (Fig. 5).

3.4. Myofibroblasts content (MF)

A-SM-positive myofibroblasts were seen as brown spindle-
shaped cells scattered in the connective tissue (Fig. 6). At 8 days,
the LT, CLLT and SCLT groups showed a significant increase in
MF. At 14 days, there was a clear decrease in the content of this cell
subset in all the groups, but this reduction was significantly more
conspicuous in the irradiated groups, irrespective the use of dress-
ing films (Fig. 7).

3.5. Morphological analysis of collagenization

As shown in Fig. 8, at 8 days, collagen fibre deposition was unre-
markable in the CTR group. In the CL group, extremely delicate
greenish or yellow-greenish fibrillar structures (type-III collagen)
with varied dimensions and reticular dispositions were observed.
In the SC group, type-III collagen fibres were more distinguishable.
The interfibrillar spaces were large and numerous in all three non-
irradiated groups. In the LT, CLLT and SCLT groups, the bundles
were longer and slightly wavy, with birefringence ranging from
yellow to orange (type-I collagen), and tended to be arranged in
a parallel disposition, but they were thicker and denser in the lat-
ter. At 14 days, the type I collagen fibres were thin, delicate and
irregularly disposed in CTR but were arranged in a parallel manner
in the CL group. In the SC and LT groups, the fibres were grosser
and thicker and arranged in parallel dispositions, although some
areas presented a slightly interlaced arrangement. The CLLT and
SCLT groups presented dense, thick, grossly interlaced type-I colla-
gen bundles, although the superficial fibres tended to show parallel
dispositions, with scant interfibrillar spaces.

3.6. Quantitative analysis if the collagenization rate (CR)

As shown in Fig. 9, the quantitative analysis of the collagen
deposition revealed that, at 8 days, the content of collagen fibres
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Fig. 2. Histological features of the burn wounds in 8 and 14 days untreated (CTR), dressed with commercial cellulose-based films (CL), dressed with sodium alginate/
chitosan-based films (SC), and laser-irradiated undressed (LT), cellulose-based dressed (CLLT) and sodium alginate/chitosan-based dressed wounds (SCLT). The intense
vascular content in CLLT and SCLT in 8 days and the absence of conspicuous inflammatory infiltrate in 14 days (HE, 100x).

Table 1
Analysis of the severity of the inflammatory infiltrate in the experimental groups on the 8th and 14th days.
Time Animals Groups
CTR CL SC LT CLLT SCLT
8 days R1 3 2 3 2 2 2
R2 3 2 2 2 2 2
R3 3 3 2 2 2 2
R4 3 3 2 2 2 2
R5 3 2 3 2 2 2
R6 3 3 2 2 2 2
14 days R1 2 2 1 0 1 0
R2 2 1 0 0 0 0
R3 2 1 1 0 0 0
R4 1 2 1 1 0 1
R5 2 1 2 0 0 0
R6 3 2 1 1 1 1

(0) - inflammatory infiltrate is absent; (1) - mild inflammatory infiltrate corresponding to less than 10% of stromal cells; (2) moderate inflammatory infiltrate corresponding
to more than 10 and less than 50% of stromal cells; (3) intense inflammatory infiltrate corresponding to more than 50% of stromal cells.
R1-R6 - animals from each experimental group (6 animals/group).

was significantly less expressive in the CTR group than in the LT was no difference among the other groups. At 14 days, the collag-
(p=0.02), CLLT (p=0.02) and SCLT (p=0.01) groups, but there enization rates in the CTR and CL groups were similar (p = 0.55) but
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Fig. 3. Assessment of the epithelisation rates of the burn wounds after 8 or 14 days.

Fig. 4. Immunopositivity for CD 31 in the blood vessels within the burned area of the experimental groups. In 8 days the blood vessel content seemed more remarkable in the
laser irradiated groups. In 14 days, the blood vessels appeared smaller, less congested and with thicker walls than in 8 days (LSA, 400x).

significantly less expressive than in the SC (p =0.01 and 0.03), LT
(p=0.00 and 0.05), CLLT (p=0.00 and 0.04) and SCLT groups
(p=0.01 and 0.05).

4. Discussion

Considering the fact that extensive burn wounds produce sub-
stantial skin epithelial denudation, the use of dressing films is very
important in order to prevent loss of fluids and avoid external bac-

terial contamination [1,2,26]. In this study, the application of both
types of dressing films on the burn wounds provided earlier chro-
nicity of the inflammatory response, better epithelisation, im-
proved blood vessels supply and collagenization compared to
undressed wounds (CTR). The advantages of the use of cellulose
dressing films on burn wounds are well established in experimen-
tal models [2] and clinical trials [27], but this is the first report
asserting that sodium alginate/chitosan-based films (SCs) promote
the very same biological activities in burn healing.
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Fig. 5. Quantitative analysis of the immunostained blood vessel content within the wound area 8 and 14 days after the burn procedures.
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Fig. 6. Immunopositivity for o-SMA in myofibroblasts within the burned area of the experimental groups. The myofibroblasts are more evident and scattered in the
connective tissue in 8 days, whereas in 14 days this cell subset is less abundant and appears to be disposed along the direction of the collagen bundles (LSAB, 400x ).

The benefits of LLLT on the healing process have been exten-
sively investigated [17,21-23]. In this study, LLLT provided a signif-
icant decrease in the severity of the inflammatory response,
irrespective of the combination with the dressing films. This activ-
ity might be related to the inhibitory effect of laser energy on the
release of prostaglandin and TNF-o [28], mast cell degranulation
[29] and on lymphocytic proliferation [17]. LLLT also significantly
improved angiogenesis and blood vessels formation, as reported
in previous studies [19]. Additionally, it has been demonstrated
that the more rapid onset of the vascular steps of wound healing
improves dermal healing and scar formation [14,15,17,21,26].

The epithelisation process was more effective in irradiated groups
as well. These findings are supported by previous studies asserting
that LLLT stimulates the migration of keratinocyte along the heal-
ing wound surface in vivo [30] and provides keratinocyte prolifer-
ation in vitro [31].

Myofibroblasts are a cell type involved in wound contraction,
which is a crucial event leading to the proper healing of larger
wounds, with extensive loss of cells and tissue [16]. These cell sub-
sets present a contractile phenotype characterised by a cytoskele-
ton rich in actin microfilaments, and they can be identified by
immunohistochemistry due to their extensive positivity for o-
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Fig. 7. Quantitative analysis of myofibroblasts content within the wound area 8 and 14 days after the burn procedures.
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Fig. 8. Histological features of the burn wounds in 8 and 14 days untreated (CTR), dressed with commercial cellulose-based films (CL), dressed with sodium alginate/
chitosan-based films (SC), and laser-irradiated undressed (LT), cellulose-based dressed (CLLT) and sodium alginate/chitosan-based dressed wounds (SCLT). The reticular
arrangement of type III collagen fibres in CTR, CL, SC and LT, and a parallel disposition in CLLT and SCLT in 8 days. In 14 days, gross type I collagen fibres are compacted and

interlaced in CLLT and SCLT, resembling the normal dermis (Sirius Red, 100x).

SMA (alpha sooth muscle actin) [17]. In this study, LLLT seemed to
enable fibroblasts to undergo transformation into myofibroblasts.
Although the precise mechanism is still unclear, it has been sug-
gested that there is a possible correlation to laser-induced upregu-
lation of ceratin cytokines responsible for myofibroblastic

differentiation, such as TGF-B [16,17,32]. However, further investi-
gations are still required to fully clarify the biochemical events
underlying the laser-induced myofibroblastic differentiation.

In this study, LLLT promoted more rapid replacement of the
immature type-III collagen for mature type-I collagen fibres and
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Fig. 9. Assessment of the collagenization rates of the burn wounds in 8 and 14 days.
“Significantly different from CTR (p < 0.01).

**Significantly different from CL (p < 0.05).

“**Significantly different from CTR and CL (p < 0.05).

improved the collagenization rates at both 8 and 14 days. Similar
stimulatory effects on the connective tissue during wound healing
have been previously reported, attesting LLLT positive role in the
collagen synthesis and remodelling [20,21]. Supporting these find-
ings, previous studies have demonstrated that LLLT is able to
upregulate the release of cytokines responsible for fibroblast pro-
liferation and collagen synthesis, such as FGF-o. and TGF-B, respec-
tively [33,34].

It has been previously reported that the combination of cellu-
lose-based films with LLLT may be quite advantageous for the heal-
ing process, supposedly because of the protective effects of the
films combined with the wide range of biological activities induced
by the laser irradiation [24]. However, this is the first report con-
cerning the benefits of the combination of LLLT and sodium algi-
nate/chitosan-based dressing films on burn healing. The
beneficial synergism of these films and LLLT might have resulted
from possible anti-inflammatory activities of chitosan and algi-
nates, as long as both molecules are able to inhibit the production
of pro-inflammatory cytokines, such as TNF-o and IL-6 [35,36].
Furthermore, antifungal [4] and antimicrobial properties [10] have
already been reported to be associated with the beneficial effects of
chitosan on wound healing.

This study also provided evidence that positive effect might be
related to a possible improvement in the newly formed blood ves-
sel content and epithelisation process. It has been demonstrated
that chitosan is able to improve epithelial proliferation and granu-
lation tissue formation during wound healing [37]. These proper-
ties were probably potentiated by LLLT biostimulatory activity.
Additionally, the contents of the blood vessel were significantly re-
duced in the CLLT and SCLT groups at 14 days. These findings sug-
gest that the combined usage of laser therapy and both dressing
film types improved the blood vessels formation in the earlier
phases of burn healing without inducing an undesirable longer-
term maintenance of the vascular supply, which could impair the
final scar formation.

Regarding collagenization, this combination resulted in more
positive effects than the one noticed in the other groups. It has
been demonstrated that LLLT not only improves the collagen depo-
sition [21] but also provides better architectural organisation of the
collagen fibres [20]. However, previous reports have also suggested
an involvement of alginates in collagenization dynamics since
these polymers are able to inhibit the activity of hyaluronidases,
enzymes involved in the degradation and remodelling of the extra-
cellular matrix [38]. Therefore, our findings regarding collageniza-
tion are possibly a result of the synergism between the biological
activities provided by the laser and the chemical compounds of
the SC films.

In conclusion, the combination of low level laser therapy and a
sodium alginate/chitosan-based dressing was able to provide

substantial improvement in burn healing, particularly with regard
to epithelisation and blood vessels supply, and it promoted the
better arrangement and compact disposition of newly formed col-
lagen fibres.
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