UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

DIEGO NEVES ARAUJO

VALIDAGAO DE UM MODELO ANIMAL DE INSUFICIENCIA VENOSA CRONICA E
EFEITO DA LASERTERAPIA NA CICATRIZAGAO DE ULCERAS VENOSAS

CURITIBA
2018



DIEGO NEVES ARAUJO

VALIDAGCAO DE UM MODELO ANIMAL DE INSUFICIENCIA VENOSA CRONICA E
EFEITO DA LASERTERAPIA NA CICATRIZAGCAO DE ULCERAS VENOSAS

Tese apresentada como requisito parcial a obtengao do
grau de Doutor em Fisiologia, no Curso de Poés-

Graduagéao em Fisiologia, Setor de Ciéncias Bioldgicas,
da Universidade Federal do Parana.

Orientador: Prof. Dr. Fernando Augusto Lavezzo Dias

CURITIBA
2018



Universidade Federal do Parana. Sistema de Bibliotecas.

Biblioteca de Ciéncias Biologicas.
(Giana Mara Seniski Silva — CRB/9 1406)

Araujo, Diego Neves

Validagdo de um modelo animal de insuficiéncia venosa cronica e efeito
de laserterapia na cicatrizagdo de Ulceras venosas. / Diego Neves Araujo.
— Curitiba, 2018.

76 p.:il.

Orientador: Fernando Augusto Lavezzo Dias

Tese (doutotado) - Universidade Federal do Parana, Setor de Ciéncias
Bioldgicas. Programa de P6s-Graduagao em Fisiologia.

1. Insuficiéncia venosa 2. Cicatrizagdo 3. Lasers |. Titulo Il. Dias,
Fernando Augusto Lavezzo lll. Universidade Federal do Parana. Setor de
Ciéncias Bioldgicas. Programa de Pés-Graduagédo em Fisiologia.

CDD (20. ed.) 616.14




UFPR

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

Ministério da Educagao i
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
Setor de Ciéncias Bioldgicas
Departamento de Fisiologia
Programa de Pés-Graduagao em Fisiologia

PARECER

UFPR
Blologlcas

ou, .Q... e@te .

'o;@fo

o.. N o '-.'.

“ee

Os abaixo-assinados, membros da Banca Examinadora da Defesa de Tese de Doutorado,
a qual se submeteu DIEGO NEVES ARAUJO para fins de obter o titulo de Doutorém

Fisiologia pela Universidade Federal do Parand, sfo de parecer a

(aprovagao/reprovagdo) do académico.

AP OV

va

A obtencdo do titulo estda condicionada a implementacdo das corre¢es sugeridas pelos

membros da banca examinadora e ao cumprimento integral das exigéncias estabelecidas

no Regimento interno deste Programa de P6s-Graduagdo, bem como do item III do artigo
80 da resolugéo 65/09 do CEPE-UFPR.

Curitiba, 13 de agosto de 2018.

Parecer
(Aprovada/Reprovada)

Nome

Assinatura

_APROJ A-ho

Prof. Dr. Rosalvo T. Hochmuller Fogaca
UFPR - Membro Titular

-

AP0 VA Do

Prof. Dr. Ricardo Fernandez Perez
UFPR - Membro Titular

Z | Em/

é} o Yoc ko

Profa. Dra. Ariani C. Szkudlarek
UFPR - Membro Titular

A

ROV AQD

Profa. Dra. Danielle Aparecida Gomes
UFMG - Membro Titular

m%%

Apaoyshro

Prof. Dr. Fernando Augusto Lavezzo Dias
UFPR - Orientador e Presidente da Banca
Examinadora

Y

L

Centro Politécnico — Caixa Postal 19031
Telefones: (41) 3361-1714 — Fax (41) 3361-1714 — fisiologia@ufpr.br

www.bio.ufpr.br

4

— CEP: 81531-990 — Curitiba/PR

-




Dedico esse trabalho a trés pessoas.

Primeiramente a Sylvia Maria Cortés Bonifacio de Araujo, pelo amor, pelo
companheirismo em todos os aspectos da vida e por me proporcionar sentimentos
que dao sentido a existéncia.

E a Severino Pedro e Sebastiana Barbosa, diante do infinito carinho que recebi,
principalmente nos meus primeiros anos de vida, e por demonstrar que o amor

independe de lagos cosanguienos e situacao financeira.



AGRADECIMENTOS

A minha familia, base da minha vida, cujos ensinamentos, apesar de distantes
de uma vida académica, me transformaram no que sou.

A Sylvia Bonifacio, minha companheira, & qual dedico esse trabalho.

A Fernando Dias, meu orientador. Tive a sorte e a honra de ter toda minha pds-
graduagdo guiada por uma pessoa inteligente, respeitosa, integra e humana, que
orgulhosamente terei como referéncia ao longo da minha carreira.

A Cibele Dias, colega de mestrado e doutorado, por sua disposicdo absurda
em ajudar as pessoas e cuja amizade surgiu em meio ao compartiihamento de
conhecimentos e incertezas, elementos tdo comuns aos estudantes de pés-
graduacéao.

Ao professor Rosalvo Fogaca, pelos seus ensinamentos, por demonstrar
inteligéncia e paciéncia infinitas, além de um admiravel comprometimento com o
ensino.

A Andrielle, grande parceira de laboratérios, tanto em Curitiba quanto em
Chicago, com a qual desenvolvi uma amizade para a vida.

A Eduardo Gomes, um conterraneo nordestino de coragdo imenso, com uma
energia positiva tdo grande quanto seu senso de humor.

Ao Laboratério de Fisiologia e Fisiopatologia Cardiovascular e as demais
pessoas que o compde: Professora llana, Henrique, Gislaine, Edilaine, Claucio,
Marcelo e Jodo, responsaveis por muitas conversas e risadas.

A Flavio Santos, um amigo que surgiu fruto do mestrado em Natal e que foi
fundamental no desenvolvimento da idéia inicial desse trabalho, bem como na ajuda
do tratamento de alguns dados mesmo anos depois.

Ao professor Bento Abreu, da Universidade Federal do Rio Grande do Norte,
que possibilitou a analise biomecanica das peles dos animais nesse trabalho.

As professoras Beata Wolska e Shamim Chowdhury, e ao professor John
Solaro, da Universidade de lllinois em Chicago, pela recep¢do e ajuda para
desenvolver experimentos em seu laboratério que contribuiram muito no
desenvolvimento dessa pesquisa.

Aos professores Shane Philips, Yin-Ting Tzen e seus alunos Guilherme
Peixoto, Akshay, Varsha e Rudri, que conheci na UIC e ajudaram de maneira

substancial para que nossos experimentos pudessem ser concluidos.



Aos membros do Laboratério do professor Luiz Claudio, especialmente a prof?
Marcia, Stefani Fischer, Dagliane, Sthéfanie Dassi e Juliana, por terem sido tao
solicitos no compartilhamento de materiais, no esclarecimento de duvidas quanto a
experimentos e na amizade ao longo dessa minha etapa de formacao.

Aos demais professores do Programa de Pés-Graduagao em Fisiologia pelos
seus ensinamentos, em especial ao professor Fernando Louzada, cujas provocacoes
sobre didatica e atuais modelos de ensino fomentaram em mim a vontade de buscar
entender melhor o processo de ensino-aprendizagem e evoluir como futuro professor.

Aos colegas do Programa de Pés-Graduagao em Fisiologia, com quem construi
amizades, tive momentos alegres e obtive ajuda em diversas situagdes: Jefferson,
Glaucia, Katlyn, Amanda, Thabata, Natalia, Ana Gabriele, Helena, Juliane Fagotti,
Patricia, Luana, Lais, Adriano, Jéssica, Igor, Leandro, Davidson, Juliane Ceron, Paulo
Worfel.

Aos servidores do departamento e do programa de pods-graduagédo em
Fisiologia: Hely, Fabio, Rogério e Roberto, pelo suporte técnico e administrativo
nesses ultimos anos.

Aos funcionarios dos servigos gerais e aos icones do prédio de Ciéncias
Bioldgicas da UFPR: seu Luiz e Tido, pela cortesia cotidiana e pelas conversas curtas
e bem-humoradas nos momentos de chegada e saida do prédio.

Aos grandes amigos com quem dividi casa e histérias nos primeiros anos em
Curitiba: Diego Santana, Maycon, Simon, Tatiana Sepulveda e Tatiana Rocha.

A empresa DMC (Sao Carlos, BR) pela disponibilizacdo do equipamento de
emissao de laser de baixa poténcia para a realizagao dos experimentos.

Ao suporte financeiro concedido pela Coordenacao de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior (CAPES) através da bolsa de doutorado no Brasil € no
exterior, as quais me incentivaram e viabilizaram o desenvolvimento do meu

doutorado.



Marinheiro, marinheiro
Quem te ensinou a nadar
Foi o tombo do navio

Ou foi o balango do mar?

(Marinheiro So, Autor desconhecido,
Dominio Publico)



RESUMO

A insuficiéncia venosa € uma doenga caracterizada por dificuldade do retorno venoso
e hipertensdo venosa. Em situagbes clinicas mais severas, ulceras cuténeas
decorrentes dessa doenga surgem nos membros inferiores de pacientes,
denominadas ulceras venosas. Essas ulceras sao de dificil cicatrizagdo, podendo ficar
ativa por meses e anos. Dentre os recursos terapéuticos, o laser de baixa intensidade
(LBI) vem sendo considerado como um agente que acelera a cicatrizagdo cutanea.
Portanto, o estudo foi dividido em duas etapas com os seguintes objetivos: 1) avaliar
as alteragdes hemodinémicas da pele em um modelo animal de insuficiéncia venosa
com oclusdao total de veia femoral (OVF); 2) avaliar os efeitos do LBI na cicatrizagao
de ulceras cutadneas em ratos com insuficiéncia venosa. Na primeira etapa, os ratos
(n=14) foram divididos em grupo controle e grupo que passou por cirurgia de OVF e
foram avaliados por ultrassonografia com ecodoppler e fluxometria por laser doppler
(LDF) antes da cirurgia, apés a cirurgia e ap6s 5, 10 e 15 dias. Na segunda etapa, os
ratos (n=52) foram divididos em 5 grupos: C (controle), IV (insuficiéncia venosa), L12
(laser 12 joules), L24 (laser 24 joules), e CL12 (controle laser 12 joules). Os animais
dos grupos C e CL12 nao foram submetidos a OVF. Os desfechos analisados foram
a area da ulcera, atividade de metaloproteinase 2 (MMP-2), quantificagdo de colageno
e forga de ruptura na pele cicatrizada. Como resultados observamos que a veia
femoral permaneceu obstruida até o 15° dia apds a cirurgia de OVF, o pico de fluxo
apos hiperemia reativa da microcirculagéo se apresentou mais baixo no grupo OVF
no 10° dia, houve diferenca de area de ferimento nos grupos IVC e L24 quando
comparados ao controle apenas no primeiro dia apos a indugao do ferimento, houve
maior atividade de MMP-2 no grupo L24 e ndo houve diferenga entre os grupos quanto
a distribuicao de colageno e a rigidez da pele em testes biomecanicos. Foi possivel
concluir que o modelo proposto foi eficaz na oclusdo venosa, bloqueando o retorno
venoso da veia femoral e reduzindo o fluxo da microcirculgdo no décimo dia apoés a
cirurgia; e o LBI, nos parametros utilizados nesse estudo, n&o influenciou a taxa de
cicatrizagao das ulceras, assim como a expressao e distribuicdo de colageno.

Palavras-chave: Insuficiéncia venosa. Cicatrizagcdo. Metaloproteinase. Laser de
Baixa Intensidade.



ABSTRACT

Venous insufficiency is a disease characterized by difficulty in venous return and
venous hypertension. In more severe clinical situations, cutaneous ulcers resulting
from this disease arise in the lower limbs of patients, known as venous ulcers. These
are hard-to-heal wounds and can be active for several months and years. Among the
therapeutic resources, the low-level laser therapy (LLLT) has been considered as an
agent that promotes skin healing. Therefore, the study was divided into two stages with
the following objectives: 1) to evaluate blood flow changes in a venous insufficiency rat
model with unilateral total femoral vein occlusion surgery (FVO); 2) to evaluate the
effects of LLLT on wound healing of rats with venous insufficiency. In the first stage,
rats (n=14) were divided into control group and group who underwent FVO surgery
and they were evaluated by Doppler ultrasonography and Laser Doppler flowmetry
(LDF) before surgery, after surgery and after 5, 10 and 15 days. In the second step,
rats (n=52) were divided into 5 groups: C (control), IV (venous insufficiency), L12 (laser
12 joules), L24 (24 joules laser), and CL12 (12 joules laser control). The animals of
groups C and CL12 were not submitted to FVO. The endpoints analyzed were ulcer
area, metalloproteinase 2 activity (MMP-2), collagen quantification and rupture
strength in healed skin. As results we observed that the femoral vein remained
obstructed until the 15th day after FVO surgery, peak flow after reactive hyperemia of
the microcirculation was lower in the FVO group on the 10th day, there was a difference
in wound area in groups IV and L24 when compared to the control only on the first day
after injury induction, there was greater MMP-2 activity in the L24 group and there was
no difference between the groups regarding collagen distribution and skin stiffness in
biomechanical tests. We conclude that the proposed model was effective in venous
occlusion, blocking the venous return of the femoral vein and reducing microcirculation
flow on the 10th day after surgery; and LLLT, in the parameters used in this study, did
not influence the healing rate of ulcers, as well as the expression and distribution of
collagen.

Keywords: Venous insufficiency. Healing. Metaloproteinase. Low Intensity Laser.
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1 INTRODUGAO

O sistema venoso tem a fungao de direcionar sangue de tecidos em diregao ao
coragao, para que este seja oxigenado na circulagado pulmonar e depois bombeado
pelo ventriculo esquerdo, por meio das artérias, de volta aos tecidos. Esse sistema,
nos membros inferiores e regido pélvica, € anatomicamente subdividido em veias do
sistema profundo, que direcionam sangue principalmente dos musculos dos membros;
veias do sistema superficial, que capta sangue vindo da microcirculacdo cutanea;
veias perfurantes, que conectam os sistemas superficial e profundo; e veias
comunicantes, que conectam veias dentro de um mesmo sistema (superficial com
superficial ou profundo com profundo) (CAGGIATI et al., 2002; MEISSNER et al.,
2007).

Comparado ao sistema arterial, o sistema venoso apresenta baixas pressoes.
Caracterizado como um sistema de capacitancia, seus vasos possuem camadas mais
delgadas, com um tecido menos elastico e camada muscular mais fraca do que o
sistema arterial (MEISSNER, 2005). As veias conseguem garantir o fluxo saindo das
extremidades em diregao ao coragéao (retorno venoso) por meio de valvulas bicuspides
localizadas em seu interior, que permitem a passagem do sangue em uma unica
diregdo, auxiliadas pela contragdo dos musculos esqueléticos adjacentes a esses
vasos, formando uma bomba venosa (EBERHARDT; RAFFETTO, 2014), cuja de
maior importancia no corpo humano encontra-se na panturrilha, formada pelos
musculos soéleo e gastrocnémio. Essa € uma das maneiras que 0 sangue venoso
consegue vencer forgas contrarias ao sentido de seu fluxo, como a forga gravitacional,
e chegar ao seu destino.

No entanto, em algumas situa¢des especificas, a atividade normal desse
sistema pode ser afetada por meio do comprometimento de algumas das estruturas
supracitadas, levando a disfungdes no retorno venoso, formando uma entidade clinica

chamada insuficiéncia venosa.
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1.1 INSUFICIENCIA VENOSA

A insuficiéncia venosa é uma doenga caracterizada por alteragbes que
dificultam o retorno venoso. O mal funcionamento das valvulas venosas exerce
papel importante no mecanismo da doencga, gerando hipertensao venosa, estase e
refluxo da circulagdo venosa, bem como alteragdes morfolégicas das paredes dos
vasos (BEEBE-DIMMER et al., 2005; EBERHARDT; RAFFETTO, 2014). Tais
alteragdes resultam em uma variedade de manifestagbes clinicas, como dor,
edema, surgimento de veias superficiais de pequeno calibre (telangectasias),
estabelecimento de veias tortuosas e disfuncionais, conhecidas como varizes, e 0
surgimento de ulceragbes cutaneas.

As valvulas venosas foram primeiro descritas no século XVI, em veias
hepaticas, por Charles Estienne, como estruturas analogas as valvas cardiacas,
com fungéo de impedir fluxo retrogrado. No entanto, a descrigdo dessas valvulas e
de sua fungao foi melhor detalhada no inicio do século XVII gragas aos estudos de
Hieronymus Fabricius e William Harvey e, portanto, estes sao considerados os
pioneiros do conceito contemporaneo de circulagado venosa. A descricao de falha
das valvulas venosas como geradores de doenga foi publicada mais tardiamente,
no século XIX, nos estudos de Benjamin Brodie, Karl Kotz e Trendelenburg,
demonstrando refluxo venoso consequente de valvulas incompetentes e associando
esse achado ao desenvolvimento de veias varicosas (ZERVIDES; GIANNOUKAS,
2012).

Atualmente sabemos que a insuficiéncia venosa pode ter carater agudo,
devido a algum processo obstrutivo repentino na luz da veia, comprometendo o
funcionamento normal das valvulas venosas e gerando altas pressdes em curto
periodo, como a trombose venosa profunda; ou carater cronico (insuficiéncia venosa
cronica, IVC), com quadro de incompeténcia das valvulas, associado ao
enfraquecimento das paredes dos vasos e a manutencao de hipertensao venosa
por um periodo longo, que pode levar a manifestagcées cutdneas nos membros
inferiores (figura 1), caracteristicas de uma maior gravidade da doenga, como
hiperpigmentacao, lipodermatosclerose, atrofia branca e ulceragcées (EBERHARDT;
RAFFETTO, 2014).
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FIGURA 1 — MEMBRO INFERIOR DE PACIENTE COM INSUFICIENCIA VENOSA CRONICA
COM ALTERACOES CUTANEAS IMPORTANTES

FONTE: O autor (2018)
LEGENDA: Pode ser observada a presenga de lipodermatoesclerose (atrofia de camadas
subcutaneas), hiperpigmentagéo (dermatite ocre/hemosiderose) e ulceragao.

Estima-se que aproximadamente 51% das pessoas apresentem algum grau
de IVC (LACROIX et al.,, 2003) e sua prevaléncia € maior em paises mais
industrializados do que em paises emergentes (EBERHARDT; RAFFETTO, 2014).
Devido a seu carater cronico, o tratamento dessa doenca gera alto gasto em saude,
principalmente quando os achados clinicos sdo mais graves (RIPPON et al., 2007).
Em 2011, o sistema publico de saude brasileiro gastou cerca de 72 milhdes de
dolares norte-americanos no tratamento de veias varicosas e ferimentos crénicos
associados (DE ARAUJO et al., 2013).

Fatores de risco comuns para o desenvolvimento da doenca s&o idade,
historico familiar, obesidade, tabagismo, traumas em membros inferiores e
atividades laborais que dificultem o retorno venoso, tais como ficar parado em pé
por longos periodos, agachado ou em assentos altos com os membros inferiores
suspensos, dificultando o retorno venoso na regiao posterior dos membros. Além
disso, a IVC também é mais comum em mulheres, numa proporgao aproximada de
3:1 (EBERHARDT; RAFFETTO, 2014), principalmente naquelas com historico de
varias gestacdes e partos (DE ARAUJO et al., 2013). A acdo da progesterona pode
ser relevante nessa maior prevaléncia em mulheres devido a diminui¢ao do ténus

da musculatura lisa dos vasos, permitindo maior distensibilidade das veias e
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interferindo na fungdo das valvulas venosas (BERGAN; PASCARELLA; SCHMID-
SCHONBEIN, 2008).

Para estratificacdo da doenga, a CEAP (tabela 1), uma classificagao
internacional desenvolvida em 1994 por um comité do Férum Venoso Americano, e
revisada 10 anos depois, é atualmente a mais utilizada para pessoas com IVC
(EKLOF et al., 2004; PORTER; MONETA, 1995). CEAP é uma sigla em inglés
referente a classificagéo “clinica, etiolégica, anatdmica e patofisioldgica” da IVC.
Dessa maneira, o individuo tem um rico detalhamento sob a 6tica desses quatro
aspectos, 0 que permite uma decisdo terapéutica mais precisa. No entanto, a
determinacdo de todos esses parametros pode depender de ferramentas mais
complexas, exames complementares de imagem, como a ultrassonografia, por
exemplo. Portanto, dentre tais parametros, a classificacdo clinica (C) € mais
amplamente utilizada, pois depende primordialmente de inspecéo e palpacéao. Ela
vai dos numeros 0 a 6, onde o 0 seria um individuo saudavel, se apresentando sem
sinais visiveis ou palpaveis de doenga venosa e o 6 seria um individuo com aspecto
clinico mais severo, caracterizado pela presenca de Ulcera venosa ativa de

membros inferiores.
TABELA 1 — CLASSIFICACAO CEAP PARA DOENCA VENOSA.

(Continua)
Classe Clinica Descrigao

Co Sem sinais visiveis ou palpaveis de doenga venosa
C1 Telangectasias e ou veias reticulares
C2 Veias varicosas
C3 Edema
C4 Alteracoes de pele e tecido subcutaneo em funcao da DVC

C4a Pigmentacao ou eczema

C4b Lipodermatoesclerose ou atrofia
5 Ulcera venosa cicatrizada
6 Ulcera venosa ativa
S Sintomatico, incluindo dor, aperto, irritacao cutanea, sensacao de

peso e caimbras musculares e outras queixas atribuidas a
disfungéo venosa

A Assintomatico
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Classe Etiolégica Descrig¢ao

Ec Congénito

Ep Primario

Es Secundario (pés-trombdtico)

En Causa venosa nao-identificada
Classe Anatémica Descrig¢ao

As Veias superficiais

Ap Veias perfurantes

Ad Veias profundas (deep)

An Localizacdo nao-identificada
Classe Patologica Descrigcao

Pr Refluxo

Po Obstrugao

Pr,o Refluxo e obstrucéo

Pn Causa patolégica nao-identificada

FONTE: Adaptado de EKLOF et al. (2004)

O tratamento da IVC pode ser cirurgico ou conservador, variando de acordo
com a gravidade dos sinais e sintomas. Em casos mais leves, como em
telangectasias ou pequenas veias varicosas, o tratamento principal é a
escleroterapia, que consiste na aplicacdo de substancias esclerosantes que
colapsam as pequenas veias insuficientes (ALDER; LEES, 2015). No entanto, o
tratamento mais indicado em pessoas com insuficiéncia venosa € a terapia
compressiva (O'MEARA et al., 2012), por meio da utilizagao de faixas ou meias nos
membros inferiores. A compressao atenua a hipertensdo e estase venosa nos
membros inferiores, facilitando a fungao da bomba venosa. Ja foi observado que a
utilizacao da terapia compressiva diminui a expressao de marcadores inflamatoérios
e aumenta os niveis de citocinas anti-inflamatérias (BEIDLER et al., 2009). Essa
terapia é também indicada para individuos que possuam ulcera venosa ativa, como
sera discutido posteriormente. A principal contraindicacéo da terapia compressiva &
0 uso em pacientes que possuam doencga arterial obstrutiva periférica associada,

devido a dificuldade da perfusdo distal de membros inferiores nessa condicao.
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O exercicio fisico também vem sendo considerado como parte importante do
tratamento de um paciente com IVC, tendo em vista, que nos individuos com essa
doengca € comumente observado diminuicdo de amplitude de movimento da
articulagao do tornozelo e fraqueza muscular de soleo e gastrocnémio (BACK et al.,
1995; DIX; BROOKE; MCCOLLUM, 2003; YANG, 1999) e um protocolo de
exercicios objetivando fortalecimento muscular de membros inferiores e flexibilidade
de tornozelo possivelmente contribuiriam para melhorar a fungdo da bomba venosa
e reduzir a hipertensao e estase venosa. Contudo, de acordo com uma revisao
sistematica sobre exercicio fisico em pacientes com IVC né&o-ulcerada, a escassa
disponibilidade de ensaios clinicos randomizados tendo o exercicio como
tratamento principal ainda ndo nos fornece evidéncias substanciais dos efeitos
benéficos dessa terapia em pacientes com doenga venosa (ARAUJO et al., 2016).

Em individuos que apresentem casos mais graves da IVC, com presenca de
ulceragao cutanea ativa em membros inferiores, o tratamento exige outros cuidados
associados, principalmente relacionados ao manejo do ferimento, que seréo

mencionados a seguir.

1.2 ULCERA VENOSA

A Ulcera venosa (UV) é a manifestacdo clinica mais grave da insuficiéncia
venosa, se apresenta com bordas em um padrao indefinido, leito com bastante tecido
de granulagado (figura 2) e atinge aproximadamente 20% das pessoas com IVC
(EBERHARDT; RAFFETTO, 2014). Diferente das ulceras traumaticas, a UV é um
ferimento de carater crénico, que pode perdurar semanas, meses ou anos, possui alta
taxa de recidiva e representa cerca de 80% de todas as ulceras de membros inferiores
(DE ARAUJO, 2003). Durante a progresséo da insuficiéncia venosa, observam-se
alteracdes da microcirculacao representadas pela diminuicdo do numero de capilares
associado a alteragdes morfoldgicas dos capilares remanescentes que se tornam
contorcidos, convolutos e dilatados; concomitantemente, ocorre diminuicdo da
pressao tissular de Oz local (HOWLADER; SMITH, 2003; INCANDELA et al., 2001;
JUNGER et al., 2000).
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FIGURA 2 — ULCERA VENOSA DE MEMBRO INFERIOR

FONTE: O autor (2013).

1.2.1 Fisiopatologia

Ainda ha discussao sobre os mecanismos que dao origem a UV. Inicialmente,
na década de 1920, imaginava-se que a estase de sangue venoso pouco oxigenado
causaria hipdxia nos tecidos dos membros inferiores e consequente morte celular (DE
TAKATS et al., 1929). No entanto essa idéia logo foi confrontada por um estudo
publicado no mesmo ano demonstrando que veias de membros inferiores com Ulceras
apresentaram oxigenagao de sangue venoso maior do que membros sem ulceragao
(BLALOCK, 1929). Apenas décadas depois, em 1982, surgiu a hipotese da barreira
de fibrina capilar, que afirmava haver um depdsito de fibrina ao redor dos capilares
das extremidades de pessoas com IVC, formando uma barreira impedindo a saida de
oxigénio e causando a morte de células epiteliais da pele (BROWSE; BURNAND,
1982). Porém, essa ultima hipétese vem perdendo forca para a teoria do
encarceramento dos leucécitos, mais aceita atualmente para a fisiopatologia da
ulceracdo venosa (JUNGER et al., 2000; SMITH, 2006). Essa teoria afirma que a
estase venosa, e consequente hipertenséo, favorece a marginalizagéo dos leucdcitos
para as paredes dos vasos. Esse fenbmeno é acompanhado de um aumento da
expressao de moléculas de adesdo nas células endoteliais da parede interna dos
vasos (RAFFETTO, 2013), promovendo interacdo endotélio-leucocitaria, com
consequente infiltragao leucocitaria por diapedese, ativagcao dessas células, liberacao
de citocinas e recrutamento de outras células imunocompetentes, resultando em leséo

tecidual.
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1.2.2 Metaloproteinases e a ulcera venosa

Dentro do estudo do mecanismo de lesdo da ulcera venosa, tem-se destacado
a importancia das metaloproteinases da matriz (MMPs) no desenvolvimento e
cronicidade da Uulcera. Atualmente existem 28 tipos de MMPs identificadas
(BENJAMIN; KHALIL, 2012) que sao sintetizadas por diversas células, em especial
fibroblastos. Seus efeitos proteoliticos participam de processos de migracao celular,
carcinogénese, cicatrizagdo e renovacao tissular, pois possuem alta afinidade com
componentes estruturais da matriz extracelular (TOTH; SOHAIL; FRIDMAN, 2012).
Quando sua cinética de agao esta descontrolada, seja por alta sintese ou falta de
mecanismos regulatorios, seus efeitos podem ser deletérios, contribuindo para a
destruicao e perda das propriedades mecéanicas normais do tecido conjuntivo (MEYER
et al., 2008; MURPHY; NAGASE, 2008). As metaloproteinases da matriz (MMPs) sao
uma classe de proteinases que degradam a matriz extracelular e fazem parte do
processo de regeneracgao tecidual (MARTINS; CALEY; O'TOOLE, 2013). Essa classe
apresenta subgrupos nomeados de acordo com o substrato de maior afinidade ou
localizag&o na célula. A MMP-2 e a MMP-9 sao classifcadas como gelatinases devido
a sua alta afinidade de degradar gelatina e, por isso, também s&o chamadas de
gelatinase A e gelatinase B, respectivamente (MURPHY; NAGASE, 2008). Por isso
sdo enzimas muito investigadas por meio de zimogramas.

A zimografia € uma técnica de analise protéica por eletroforese em gel de
acrilamida que permite avaliar a atividade de enzimas cataliticas ao adicionar o
substrato da enzima no gel, normalmente gelatina, e posteriormente dar condigdes de
pH e temperatura proximas da ideal para ativar a enzima e permitir que ela exerga sua
funcdo (RICCI et al., 2016). A quantificacdo da atividade enzimatica € feita por
densitometria de acordo com a intensidade da banda que surge no gel, sendo
correspondente a quantidade de substrato que foi degradado pela enzima (HU;
BEETON, 2010; SILVA et al., 2014). No ensaio de zimografia, a pré-enzima (uma
forma inativa da MMP) apresenta atividade catalitica no gel devido ao processo de
renaturacao protéica que acontece apods a retirada do SDS, permitindo que o sitio ativo
da pré-enzima fique exposto ao se renaturar, promovendo o contato com o substrato
e sua consequente degeneracao (TOTH; SOHAIL; FRIDMAN, 2012). Isso permite

uma analise da atividade total da pr6-enzima e de sua isoforma ativa.
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Acredita-se que durante a insuficiéncia venosa ocorra uma ativagdo anormal
de MMPs e um desequilibrio entre as isoformas, o que consequentemente contribuiria
para a formacgao e manutencao da ulcera venosa (BEIDLER et al., 2008; MEYER et
al., 2008; MURPHY; NAGASE, 2008; WYSOCKI; STAIANO-COICO; GRINNELL,
1993). As MMPs podem estar envolvidas na ativagdo de vias em resposta a citocinas,
como as interleucinas e o fator de necrose tumoral, e a sinalizagédo iniciada pela
ativacao de leucécitos (RAFFETTO, 2013). Uma expresséo diferente das MMPs 2 e 9
e seus inibidores numa cicatrizagao normal foi demonstrado com aumento da MMP-
9, noinicio, ligado a infiltracao de células inflamatérias e aumento mais tardio da MMP-
2 coincidindo com eventos reparativos (DALTON et al.,, 2005). Wysocki e
colaboradores (1993) demonstraram aumento na expressao e na atividade enzimatica
de metaloproteinases 2 e 9 em ulceras venosas cronicas. Outros autores encontraram
atividade global de MMPs aumentadas (MEYER et al., 2008) e expressao aumentada
de MMPs 1, 2, 3, 8, 9, 12 e 13 em Uulceras venosas, além de baixos niveis dos
inibidores teciduais de metaloproteinases, conhecido como TIMPs (RAFFETTO,
2013). Em estudo com pessoas tratadas com terapia compressiva, foi observado
reducao da atividade das MMPs 3, 8 e 9 em UVs (BEIDLER et al., 2008).

Portanto, as metaloproteinases sdo marcadores muito investigados nos
estudos sobre o comportamento cicatricial de ferimentos crénicos, tendo em vista que
seu balanco e regulacdo podem influenciar fundamentalmente a progressdo da

cicatrizacéo e, consequentemente, o prognéstico do ferimento.

1.2.3 Tratamento das ulceras venosas

O tratamento das ulceras € complexo, exige a atuagao de diversos profissionais
de saude, como enfermeiros, médicos, fisioterapeutas e biomédicos.
Aproximadamente 20% das Uulceras venosas nao cicatrizam independente do
tratamento (RIPPON et al., 2007). No entanto, apesar de seu carater crénico e
reincidente, as UVs sao ferimentos que apresentam maior capacidade de cicatrizagao
quando comparadas as outras ulceragdes em membros inferiores de base vascular,
como Ulceras arteriais e ferimentos do pé diabético. O manejo da UV envolve diversas
etapas, inciando na higiene e aplicagédo de curativos adequados. O leito do ferimento
€ um ambiente muito propicio para o desenvolvimento bacteriano, portanto essa etapa

€ imprescindivel na prevencao de infecgdes, que prejudicam a cicatrizagdo e causam
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maiores desconfortos aos individuos com UV, como dor, hipersecre¢ao e odor na
regido do ferimento.

Os pacientes com UV geralmente apresentam disfungao da bomba venosa de
membro inferior, representada por diminuicdo da amplitude de movimento do
tornozelo e fraqueza dos musculos flexores plantares (BACK et al.,, 1995; DIX;
BROOKE; MCCOLLUM, 2003; YANG, 1999). Umas das estratégias para minimizar
essa disfuncdo de bomba € a terapia compressiva. A compressao € a base do
tratamento conservador para pessoas com UV. Apesar de ser uma terapia pouco
tolerada pelos pacientes de maneira geral, com aderéncia de aproximadamente 67%
dos pacientes nas primeiras quatro semanas apoés o inicio do uso (CATALDO; DE
GODOQY; DE BARROS, 2012), além de auxiliar na cicatrizacdo do ferimento, a
compressao também diminui as chances de recorréncia em pessoas com histérico de
UV cicatrizada (NELSON; BELL-SYER, 2014), bem como melhora dos sintomas e
sinais clinicos (CATALDO; DE GODOQOY; DE BARROS, 2012).

A terapia compressiva é mais utilizada por meio de enfaixamentos ou meias de
baixa, média e alta compressdo. Também pode ser aplicada por meio da compressao
pneumatica intermitente, onde um manguito inflavel envolve o membro e o insufla em
pequenos intervalos de tempo. Ha evidéncias de que a compressao pneumatica
intermitente auxilia a cicatrizagao de UVs em comparagao a pessoas que nao usaram
compressdo, porem n&do ha evidéncias que esse tratamento apresente resultados
melhores do que a terapia compressiva por meias ou enfaixamentos (NELSON;
HILLMAN; THOMAS, 2014).

Além da compressao, exercicios de alongamento, objetivando o aumento da
amplitude de movimento de tornozelo, e de fortalecimento muscular sdo uma
estratégia de tratamento para minimizar a disfungdo da bomba venosa e
possivelmente favorecer a cicatrizagcao do ferimento. Ja foi observado que o exercicio
€ mais eficaz em diminuir o edema do que a posi¢gao de Trendelenburg em pessoas
com doenga venosa (QUILICI et al., 2009) e melhora a hemodinamica de retorno
venoso em pessoas com UV (KAN; DELIS, 2001).

Outra possibilidade terapéutica para o tratamento de Ulceras venosas € a
utilizacdo de recursos fisicos eletrofototerapéuticos, como o uso de radiacao
ultravioleta, ultrassom terapéutico, terapias com luz LED e laser de baixa intensidade
(CULLUM et al., 2001). A radiagao ultravioleta € um conhecido método de assepsia

em materiais cirurgicos e de pesquisa. Em ferimentos, sua aplicagdo objetiva tratar
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infecgdes no leito, no entanto a utilizacdo de antibidticos para o tratamento das
infecgdes bacterianas deixou a aplicagao de ultravioleta em desuso, pois essa terapia,
apesar de nao-invasiva, leva a lesdo de DNA que esta associada ao envelhecimento
prematuro da pele e cancer (MAMALIS; SIEGEL; JAGDEO, 2016). O ultrassom
terapéutico € sugerido como adjuvante no processo de cicatrizagdo tecidual ha
algumas décadas, pois as ondas mecanicas alterariam a permeabilidade da
membrana a fatores que acelerariam a atividade cicatricial (DYSON; FRANKS;
SUCKLING, 1976; ROCHE; WEST, 1984). No entanto, existem informagdes
conflitantes quanto a efetividade e quanto aos parametros de aplicagao para o uso do
ultrassom nas feridas venosas (CULLUM; AL-KURDI; BELL-SYER, 2010).
Certamente, uma das modalidades de fototerapia mais sugeridas no tratamento
de feridas em geral € a aplicagao de laser de baixa intensidade. Esse trabalho teve
como escopo avaliar a possivel eficacia desse tratamento, portanto sera explorado

com mais detalhes a seguir.

1.3 LASER DE BAIXA INTENSIDADE

A terapia com laser € um recurso utilizado desde a década de 60, inicialmente
apos um estudo ter verificado que a utilizacdo desse recurso aumentou o crescimento
capilar em ratos (CHUNG et al., 2012; HASHMI et al., 2010). O efeito atribuido a
aplicacdo do laser de baixa poténcia €, de maneira geral, chamado de
fotobiomodulagao, que consiste na idéia de que a aplicacdo da luz oriunda do laser
sobre moléculas fotossensiveis na célula, chamadas de cromoforos endégenos, leva
a respostas bioldgicas celulares com caracteristicas ndo-térmicas e nao citotdxicas
por meio de eventos quimicos (AVCI et al., 2013; MIGNON et al., 2016), diferente do
laser de alta intensidade que é abrasivo, com caracteristico aumento de temperatura
local e € muito utilizado em cirurgias para remogao de tumores (STAFFORD et al.,
2010).

A organela celular mais diretamente envolvida nessa biofotomodulagéo do laser
seria a mitocéndria, com efeitos atribuidos a ativagao por luz da enzima citocromo C
oxidase (CcO), uma enzima terminal da cadeia respiratoria, que participa da

transferéncia de elétrons do citocromo ¢ para o oxigénio molecular (KARU, 2014). A
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reatividade da CcO a luz seria devido a sua constituicdo de quatro centros metalicos
para oxirreducdo (CobreA, CobreB, hemeA e hemeA3)(FARVER et al., 2006). Essa
reatividade levaria a um aumento da atividade da cadeia transportadora de elétrons,
maior producdo de ATP e liberagdo do oxido nitrico, produzido pela enzima 6xido
nitrico sintase mitocondrial, por uma dissociagcdo do citocromo causada pela luz,
aumento de fluxo sanguineo, maior liberagcdo de espécies reativas de oxigénio e
consequente ativagcado de cascatas de sinalizagdo envolvidas na migracéo, adeséao e
proliferagéo celulares (AVCI et al., 2013; HASHMI et al., 2010; MIGNON et al., 2016).

Além disso, células relacionadas a imunidade apresentam respostas a
aplicagao do laser de baixa intensidade, como a degranulacdo de mastocitos, que ira
resultar na liberacao de fator de necrose tumoral a e influenciar atividade leucocitaria,
influenciar na maturagdo e mobilidade de fibroblastos (sendo estes principais
sintetizadores de metaloproteinases), atuar na ativagao de linfécitos e aumentar a
capacidade fagocitaria de macrofagos (CHUNG et al., 2012). Os efeitos nessas
células justificam o interesse da terapia com laser na resolugdo de processos
inflamatarios.

A terapia com laser de baixa intensidade também tem sido amplamente
utilizada para fins estéticos em dermatologia, como no tratamento de rugas, cicatrizes
e queimaduras (AVCI et al., 2013). Inclusive o uso dessa terapia para a cicatrizagao
de ferimentos cutaneos e queimaduras vem sendo investigado desde o inicio da
década de 70, onde foi demonstrado efeito benéfico dessa terapia em feridas
traumaticas e queimaduras em ratos (MESTER et al., 1971, 1972). Estudos mais
recentes em modelo animal demonstram aceleragcdo do processo cicatricial em
ferimentos de ratos diabéticos (DANCAKOVA et al., 2014), em ferimentos pds-
cirurgicos de ratos saudaveis (REIS et al., 2008), queimaduras de terceiro grau
(BRASSOLATTI et al., 2016), fibrose de pele (MAMALIS; SIEGEL; JAGDEO, 2016) e
até no reparo tecidual de musculo esquelético (FRANCA et al., 2013).

Em humanos, ha relatos de beneficios no tratamento de pé diabético
(TCHANQUE-FOSSUO et al., 2016), em ulceras de pele sem etiologia definida
(KUBOTA, 2004), porem sem resultado benéfico adicional em ulceras venosas
(LECLERE et al., 2010). No entanto, estudos de revis&o sobre o efeito da laserterapia
na cicatrizagao de ferimentos demonstram que as evidéncias disponiveis apresentam
algumas controvérsias devido a clareza do mecanismo de agao da terapia (POSTEN

et al., 2006), da escolha e descrigdo detalhada da dosimetria utilizada e dos desenhos
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dos estudos em relagdo a tamanho de amostra e tempo de aplicagdo (DA SILVA et
al., 2010; DE LIMA et al., 2016; HASHMI et al., 2010; JENKINS; CARROLL, 2011).

A etiologia do ferimento deve ser um aspecto fundamental no desenho do
estudo, tendo em vista que os marcadores de reparo tecidual podem se comportar de
maneira distinta de acordo com a causa da lesdo. Uma ferida arterial possui
caracteristicas bem distintas de ulceras de origem venosa, por exemplo, mesmo
ambas apresentando comprometimento vascular como base para a origem do
ferimento. Portanto, consideramos que ha necessidade da realizacao de mais estudos
pré-clinicos com parametros fisicos de laser bem definidos e em feridas com etiologia
especifica, no intuito de que a dose terapéutica seja melhor definida e venha a facilitar

o desenvolvimento de estudos clinicos futuros envolvendo seres humanos.

1.4 MODELOS ANIMAIS PARA O ESTUDO DA INSUFICIENCIA VENOSA

No estudo das doengas vasculares, a utilizacdo de modelos animais €
importante no intuito de conhecer a evolugdo da fisiopatologia desde os estagios
iniciais da doencga. No entanto, desenvolver situagdes que apresentem caracteristicas
fisiopatoldgicas semelhantes as doengas humanas se configura um desafio, pois as
condicbes anatdbmicas e hemodindmicas podem se demonstrar muito distintas e
pouco conhecidas, dependendo do modelo utilizado. Estudos investigando mais
especificamente doengas venosas vem crescendo nos ultimos 20 anos (BERGAN;
PASCARELLA; SCHMID-SCHONBEIN, 2008; DALSING et al., 1998; KAWADA,; ISHII,
2008; LALKA; UNTHANK; NIXON, 1998) e reforcando evidéncias de um cenario
inflamatorio na progressao da IVC.

Na década de 1970, foram realizados estudos pré-clinicos de trombose venosa
em animais, principalmente caes, que consistia na aplicacdo de torniquetes para o
bloqueio do fluxo venoso femoral (DALSING et al., 1998), no entanto tal procedimento
acarretava uma alta mortalidade dos animais, aproximadamente 30%. Na década de
1980, foi desenvolvido uma técnica cirurgica para hipertensdo venosa em ratos Wistar
por meio de uma fistula arteriovenosa, fazendo com que a alta presséao arterial penetre
no sistema venoso causando refluxo (VAN BEMMELEN et al., 1986) e incompeténcia

de valvulas venosas, que foi reportado ja no primeiro dia de observagao pds-cirurgica.



26

Contudo, esta técnica também apresenta uma taxa de mortalidade consideravel, de
25% nas primeiras 36 horas, por insuficiéncia cardiaca causada pelos efeitos apos o
procedimento cirurgico. Doze anos apos esse ultimo estudo, um novo modelo foi
publicado, que consistia em obstruir a veia cava distal e as veias iliacas comuns e
femorais bilateralmente para analisar pressdo venosa e adesao leucocitaria durante
135 minutos e, para tal, o animal permanecia anestesiado e com ventilagdo invasiva
durante esse tempo (LALKA; UNTHANK; NIXON, 1998), se caracterizando como um
procedimento cirurgico complexo, extenso e que permitia observagdes a curto prazo.

Considerando a associagao da IVC severa com ulceragdes cutaneas, julgamos
relevante investigar, em modelo animal, a evolugao da cicatrizagdo de um ferimento
em um membro com insuficiéncia venosa. Os modelos disponiveis para feridas sao
muito diversos, utilizando coelhos, porcos, ratos e camundongos, para avaliar ulceras
de pressao, isquémicas, diabéticas e infectadas (NUNAN; HARDING; MARTIN, 2014).
Entretanto, verificamos uma auséncia de investigacao de uma ulcera de base venosa
em modelo animal.

No presente estudo, objetivamos realizar, em ratos Wistar, uma obstru¢ao
unilateral do fluxo venoso na veia femoral esquerda acima do nivel da veia epigastrica
superficial e associar esse modelo de insuficiéncia venosa a um ferimento na pata
esquerda do animal no intuito de mimetizar as condigbes de uma ulcera venosa de
membro inferior. O escopo foi uma avaliagao a longo prazo, por aproximadamente 25
dias, e alguns desses animais tendo seus ferimentos tratados com laser de baixa
intensidade para observar o comportamento de cicatrizacio e a resposta diante desse
recurso fototerapéutico.

Como uma ferramenta na avaliacao inicial desse modelo de obstrugao de fluxo
venoso, o ecodoppler é fundamental para analisar a presenga de fluxo em veias
importantes, como a veia femoral. Esse exame consiste na verificagdo da velocidade
de fluxo sanguineo por meio da diferenga de frequéncia entre ondas ultrassonicas que
foram emitidas por um transdutor e os ecos que retornam apds o contato dessas
ondas com as células do sangue circulante (WELLS, 1990). Com alguns ajustes de
frequéncia do transdutor, essa avaliacdo pode ser feita tanto em vasos calibrosos de
humanos como em vasos de didmetro bem menor em pequenos animais, como ratos
e camundongos (HARTLEY et al., 2011). Dessa maneira, o ecodoppler é capaz de
fornecer dados objetivos quanto as caracteristicas de fluxo nos animais do modelo

proposto nesse trabalho.
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N&o obstante, a fisiopatologia das ulceras venosas também envolve mudancgas
de microcirculagdo. Essas alteragcbdes sao provavelmente o principal mecanismo que
acarreta a lesao tecidual em individuos com IVC severa. Portanto, a mensuragao e o
monitoramento do fluxo sanguineo na microcirculacdo cutdnea também se
caracterizam como uma variavel imprescindivel a ser observada nesse modelo
animal. Esses dados de microcirculagdo podem ser obtidos por meio da fluxometria
por Laser Doppler (LDF), uma técnica ndo-invasiva que consiste na avaliagéo do fluxo
cutédneo numa profundidade de 1 a 1,5 mm abaixo da epiderme (BRAVERMAN, 2000).
A obtencao dos dados do LDF se da por um feixe de laser transmitido para pele
através de um cabo de fibra o6tica; a luz refletida nos eritrocitos em movimento dos
vasos da microcirculagao é captada de volta no instrumento e transduzida em milivolts
(BRAVERMAN; KEH; GOLDMINZ, 1990). Dessa maneira, essa ferramenta é utilizada
no estudos de doengcas com componente microcirculatério como a psoriase
(BRAVERMAN, 2000), diabetes mellitus (SORENSEN et al., 2016) e a esclerose
sistémica (PARTOVI et al., 2014). Além disso, a técnica também permite avaliar
variagdes microcirculatérias diante de estressores como o frio (EDWARD POLLOCK
et al., 1993), calor (BRUNT et al., 2016a) e hiperemia reativa apos pressao isquémica
(BRUNT et al., 2016b).

Diante do desenvolvimento de um modelo de obstru¢cao venosa de membros
inferiores, de ferramentas de analise que possam mensurar as consequéncias dessa
obstrucdo (ecodoppler e LDF), associado a presenga de um ferimento cutaneo no
mesmo membro onde foi gerado esse déficit de fluxo vascular e da aplicagao de uma
terapéutica que possivelmente tem a fungdo de aprimorar a cicatrizagao, (laser de
baixa intensidade), objetivamos obter evidéncias que fortalegam o conhecimento da
insuficiéncia venosa cronica em sua condigdo mais grave no intuito de contribuir para

aprimorar o manejo dessa doenca em situagdes futuras.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as alteragbes hemodinamicas de pele em um modelo animal de
insuficiéncia venosa e os efeitos do laser de baixa intensidade na cicatrizacdo de

ulceras cutaneas de pata traseira em ratos com insuficiéncia venosa.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a presenca/auséncia de fluxo sanguineo de veia femoral apds cirurgia
de oclusao desse vaso em ratos.

Avaliar as repercussdes de microcirculagdo cutanea na regido posterior da coxa
de ratos apos cirurgia de oclusao de veia femoral.

Avaliar parametros morfométricos de ulceras em ratos com insuficiéncia venosa
diante da aplicagao de laser de baixa intensidade de comprimento de onda de 660nm,
com energia total de aplicagao de 12J e 24J.

Avaliar atividades de metaloproteinase 2 nas ulceras e/ou tecido cicatricial em
ratos com insuficiéncia venosa tratados com laser de baixa intensidade.

Avaliar a disposicao de fibras colagenas em tecido de pele apds cicatrizagao
de ferimentos tratados com laser de baixa intensidade.

Avaliar a biomecanica da pele cicatrizada por meio de teste de ruptura.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 CARACTERIZAGAO DO ESTUDO

Foi realizado um estudo longitudinal pré-clinico com 66 ratos Wistar (Rattus
norvegicus), machos, adultos, pesando entre 250 e 300 gramas, submetidos a ciclo
claro/escuro de 12 horas/12 horas, com livre acesso a agua e ragao.

O estudo foi realizado em duas etapas distintas: a) avaliagao de fluxo venoso e
microcirculagdo da pele apds cirurgia de oclusao total de veia femoral (OVF) e b)
tratamento de feridas com laser de baixa intensidade em modelo de ulcera venosa
(combinacao de OVF e lesdo cutdnea na pata traseira). A primeira etapa foi realizada
no Departamento de Fisiologia e Biofisica da Universidade de lllinois em Chicago
(UIC), Estados Unidos e a segunda etapa realizada nos laboratorios da Contragao
Muscular e de Fisiologia e Fisiopatologia Cardiovascular do departamento de
Fisiologia da Universidade Federal do Parana, Brasil. Em todos os locais, os
procedimentos envolvendo manipulagdo animal seguiram as recomendacgdes para
utilizacdo de animais em pesquisa e foram previamente aprovados pelos respectivos
comités de ética em pesquisa animal das Instituicées (ver anexo A e anexo B).

Todas as regides da pele dos animais que envolveram procedimentos
cirurgicos e/ou de avaliagdo foram tricotomizados e passaram por assepsia

previamente ao procedimento cirurgico.

3.2 PRIMEIRA ETAPA: AVALIACAO DE FLUXO DE VEIA FEMORAL E
MICROCIRCULACAO DE PELE

Nessa primeira etapa, foram utilizados 14 ratos, que foram divididos em dois
grupos: grupo OVF e grupo controle. Esses animais passaram por dois métodos de
analise: a) avaliacédo do fluxo venoso dos membros inferiores através de ecodoppler
e b) avaliagdo da microcirculagdo da pele integra na regido posterior da pata
esquerda, local onde o ferimento foi induzido nos animais da segunda etapa. Todos
os procedimentos realizados nos dois grupos da primeira etapa estdo descritos
detalhadamente a seguir. O objetivo da primeira fase foi verificar auséncia de fluxo

femoral acima do local da obstrugdo em trés momentos distintos (5, 10 e 15 dias apos
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a cirurgia de OVF) por meio de ultrassonografia com ecodoppler; e verificar
repercussdes do procedimento cirurgico na microcirculagéo cutédnea da parte posterior
do membro por meio de fluxometria por laser doppler em quatro momentos (no dia da

cirrugia, 5, 10 e 15 dias apds a OVF).

3.2.1 Cirurgia de Oclusao de veia femoral (OVF)

Para mimetizar a condi¢cao de insuficiéncia venosa de membros inferiores, foi
realizada cirurgia de ocluséo total da veia femoral (OVF) esquerda dos ratos de ambos
0s grupos. Sob anestesia, foi feita uma incisdo na regiao inguinal, a veia femoral foi
separada da artéria femoral e o fluxo venoso foi totalmente obstruido logo acima da
anastomose da veia epigastrica superficial, através de ligagcdo com fio de sutura de
seda (4.0) ao redor da veia (figura 3). No dia da cirurgia até 48h apds, foi administrado
uma dose de 0,1 mg/kg de buprenorfina a cada 12h, de acordo com as

recomendagdes do comité de ética animal para a recuperagdo do procedimento

cirargico.

FIGURA 3 — CIRURGIA DE OCLUSAO DA VEIA FEMORAL ESQUERDA

FONTE: O autor (2018).
LEGENDA: A: Dissecacao da veia femoral. B: ocluséao total do fluxo venoso com fio de sutura.

3.2.2 Avaliagao do fluxo dos vasos de membro inferior por Ultrassonografia com

Ecodoppler

Foi realizado analise de ultrassom com ecodoppler, por uma profissional
devidamente treinada (Shamim Chowdhury, MD, PhD — UIC), para a verificacdo do
fluxo venoso nos membros inferiores em 4 momentos distintos: antes da OVF e 5, 10
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e 15 dias apdés a OVF. Os animais eram anestesiados com isofluorano e ambos
membros inferiores foram avaliados por aproximadamente 20 minutos com o
equipamento Vevo® 2100 Imaging System (Fujifiim VisualSonics), utilizando o

transdutor MS550D (frequéncia 22-55MHz), especifico para estudos em pequenos

animais (figura 4).

FIGURA 4 — ULTRASSONOGRAFIA COM ECODOPPLER DE VASOS FEMORAIS PARA
VERIFICACAO DE FLUXO SANGUINEO

FONTE: O autor (2018).

Em cada animal, a analise era feita em trés segmentos em ambos membros

inferiores, como demonstrado na figura 5.

FIGURA 5 — LOCAIS ONDE FORAM CAPTURADAS AS IMAGENS DE ECODOPPLER NOS
MEMBROS INFERIORES

FONTE: O autor (2018).
LEGENDA: No ponto 1, foi avaliado o fluxo distal da veia safena; no ponto 2 foi avaliado o fluxo proximal
da veia safena e da veia epigastrica superficial; no ponto 3 foi avaliado o fluxo da veia femoral.
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3.2.3 Analise de microcirculagdo da pele por Laser Doppler (LDF)

A microcirculagdo da pele foi mensurada por meio de fluxometria por Laser
Doppler (Laser Doppler Flowmetry, LDF) (LAL; UNNI, 2015) na regido posterior do
membro inferior esquerdo (coxa) como demonstrado na figura 6, com o equipamento
Laser Doppler Monitor (Moor Instruments) acoplado ao PowerlLab (ADI Instruments) e
ao software LabChart (ADI Instruments). Para o procedimento, os ratos foram
inicialmente anestesiados com isofluorano e foi aplicado dois protocolos diferentes de
coleta:

a) Hiperemia reativa (HR): consistia na coleta do fluxo basal por 2 minutos,

posteriormente aplicagdo de pressao de 60 mmHg por 5 minutos na regiao
avaliada por meio de mecanismo acoplado ao transdutor. Logo apds, a
pressao era liberada e o fluxo continuava sendo registrado por mais dois

minutos.

b) Hiperemia por aquecimento (HA): consistia na coleta do fluxo basal por 2
minutos, posteriormente a regido mensurada era aquecida até 41°C por
meio de um aquecedor especifico acoplado ao transdutor e o fluxo era
registrado por 5 minutos. Apds o aquecimento, o fluxo era registrado por

mais 2 minutos.

FIGURA 6 — COLETA DOS DADOS DE FLUXOMETRIA POR LASER DOPPLER (LDF)

e

FONTE: O autor (2018).

LEGENDA: A esquerda, observamos o transdutor para coleta de hiperemia reativa. Ao
centro, o mesmo transdutor sendo utilizado para exercer pressao sobre a regido coletada.
A direita, observamos o transdutor que eleva a temperatura local até 41°C e registra as
alteragdes de microcirculagao simultaneamente.
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Os dados obtidos eram captados em milivolts em fungdo do tempo, por meio
dos transdutores do equipamento de LDF. Posteriormente esses dados eram
exportados em tabelas e foram tratados no software MATLAB (MathWorks®) com um
coédigo de programacéo para o calculo das variaveis quantidade maxima de fluxo

registrado (pico de fluxo) e o tempo para atingir esse pico (tempo para o pico de fluxo).

3.3 SEGUNDA ETAPA: TRATAMENTO DE ULCERAS COM LASER

Todos os animais dessa segunda etapa passaram por indugéo de ulcera na parte
posterior da coxa esquerda (explicado com detalhes posteriormente). Em alguns
animais, 10 dias antes do ferimento, foi realizado cirurgia de oclusdo da veia femoral
(OVF) esquerda. Os animais foram divididos em 5 grupos (n=52), da seguinte
maneira:

a) Grupo IV (insuficiéncia venosa, n=12): animais que passaram por cirurgia de
OVF e inducgao de ulcera.

b) Grupo L12 (laser 12, n=12): animais que passaram por cirurgia de OVF,
indugao de ulcera e tratamento com Laser de Baixa Intensidade (LBI) para as
Ulceras, com dose de 12J (dosimetria detalhada na tabela 2).

c) Grupo L24 (laser 24, n=12): animais com condi¢gdes semelhantes ao grupo L12,
porém com dose de LBI de 24J.

d) Grupo CL12 (controle laser 12, n=8): animais que passaram por indugao de
ulcera, foram tratados com LBI, dose 12J, porém sem OVF.

e) Grupo C (controle, n=8): animais que apenas passaram por inducdo de
ferimento, sem OVF e sem cirurgia.

As informagdes quanto aos procedimentos realizados em cada grupo estao

resumidas no quadro 1 abaixo.
QUADRO 1 — CONDICOES NOS DIFERENTES GRUPOS NA SEGUNDA ETAPA DO ESTUDO

Grupo Ulcera Cirurgia OVF | LBI12J | LBI 24J
\Y v v - -
L12 v v v -
L24 v v - v
CL12 v - v -
C v - - -

FONTE: O autor (2018)

LEGENDA: OVF: oclusao de veia femoral, LBI: laser de baixa intensidade; J: joules
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A cirurgia de OFV foi feita de acordo com o descrito na primeira etapa (ver item
3.2.1). Os procedimentos envolvendo o grupo CL12 foram realizados apds a

conclusao dos demais grupos.
3.3.1Indugao de Ulcera

Em todos os grupos, foi realizado indugédo de ferimento cutédneo (ulcera) na
regido posterior do membro inferior esquerdo (coxa) do animal. A regidao era
tricotomizada, marcada com objeto circular para delimitar a area e, seguidamente, a
pele era retirada com tesoura, seguindo o contorno da marcagéo (Figura 7). Esse
procedimento era realizado no décimo dia apds a cirurgia de OVF, no mesmo membro

onde o vaso foi ocluido.

FIGURA 7 — INDUCAO DE FERIMENTO NA PARTE POSTERIOR DO MEMBRO INFERIOR DO RATO

o
f | g Pl
il 1 A 4

w
)

FONTE: O autor (2018).
LEGENDA: A: marcacdo com objeto circular para delimitacdo de area. B: Ferimento realizado com
tesoura para retirada da pele, seguindo o contorno da marcagao na pele.

3.3.2Mensuracao da area da ulcera

O ferimento foi fotografado em 7 momentos diferentes: dias 0 (indugédo), 1, 3,
5, 8, 10 e 12. As fotografias foram feitas com escala métrica ao lado do ferimento e
em um suporte adaptado com iluminagédo para acoplar a camera (Fuijifilm, modelo
FinePix S2980) (Figura 8). Depois de transferidas para um computador, as fotografias
foram analisadas para calculo de area no software ImagedJ 1.46 (National Institutes of
Health) através de selecdo manual da area. Foram analisados os dados de area em
centimetros quadrados e em valores de porcentagem de cicatrizagcdo (razdo de

cicatrizagao).
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FIGURA 8 — MENSURAGAO DA AREA DO FERIMENTO
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FONTE: O autor (2018).
LEGENDA: A: suporte adaptado para acoplar a camera. B: fotografia de um ferimento com escala
métrica obtida com a camera no suporte. C: captura de tela do software ImageJ demonstrando a
selecdo da area da ferida a ser mensurada (tragado amarelo ao redor do ferimento).

3.3.3 Tratamento com Laser de Baixa Intensidade (LBI)

Um dia apds a indugao do ferimento, era iniciado o tratamento com Laser de
Baixa Intensidade (LBI) nos grupos L12 e L24. O tratamento consistiu em 10
aplicagdes de laser por 2 semanas, sendo 5 aplicagdes por semana. A aplicacdo do
LBI se dava ao redor das bordas do ferimento. Durante a primeira semana, a dose do
LBI era aplicada distribuida em 6 diferentes locais (pontos) ao redor do ferimento,
enquanto na segunda semana, a dose era distribuida em 3 pontos. Esse ajuste de
quantidade de pontos foi feito em vista do processo de cicatrizacdo e diminuicdo da
area da ferida.

O equipamento utilizado foi o Photon Lase Ill (DMC, Brasil) e os parametros de

dose utilizados estdo descritos na tabela 2.
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TABELA 2 — PARAMETROS DE APLICACAO DO LASER DE BAIXA INTENSIDADE (LBI)

Parametros Grupo L12 Grupo L24
Comprimento de onda 660 nm 660 nm
Modo de aplicagao continuo continuo
Poténcia 100 mW 100 mW
12 semana

Densidade de energia por ponto 0,2J 0,4J
Numero de pontos 6 6

Tempo de aplicagéo por ponto 2s 4s
Tempo total de aplicagao 12s 24 s
Dose por dia 1,2J 24J
Dose total (5 aplicagoes) 6J 12J

22 Semana

Densidade de energia por ponto 0,4J 0,8J
Numero de pontos 3 3

Tempo de aplicagao por ponto 4s 8s
Tempo total de aplicagao 12s 24s
Dose por dia 1,2J 24 J
Dose total (5 aplicacdes) 6J 12J

FONTE: O autor (2018).

3.3.4 Atividade de Metaloproteinases da Pele

Apods a eutanasia, um fragmento de pele da regidao onde havia sido feito o
ferimento foi coletada para zimografia, como demonstrado na figura 9, congelada
imediatamente com nitrogénio liquido e posteriormente armazenada em freezer -80°C
até o dia do ensaio. A atividade enzimatica de metaloproteinase 2 (MMP-2) foi
quantificada através da técnica de zimografia (LA ROCCA et al., 2004; SILVA et al.,
2014; TAJHYA; PATEL; BEETON, 2017; TOTH; SOHAIL; FRIDMAN, 2012) a partir
dos tecidos de pele coletados. Para isso, as amostras foram homogeneizadas em
tampao de homogeneizagdo (composto por 50mM Tris-HCI a pH 7,4; 3,1mM de
sacarose e 0,1% Triton X-100) com o auxilio de um sonicador, posteriormente foram
centrifugadas por 2 minutos a 10.000 rpm e passaram por quantificacao de proteinas
por método Bradford (BRADFORD, 1976) feito de acordo com a absorbéancia da
amostra apds interagdo com reagente composto por corante Coomassie Brilliant Blue
G-250, etanol e acido fosférico, para determinar a quantidade a ser depositada no

poco do gel. Por fim, 50 ug de proteina foram depositadas em cada pogo, com tampao
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de amostra Laemli, e separadas por eletroforese por aproximadamente duas horas, a

100 V e limitados a 35 ampere por gel.

FIGURA 9 - ESQUEMA DEMONSTRANDO A COLETA DA PELE APOS EUTANASIA DOS ANIMAIS

[

Biomecanica i _ Area Inicial da Ferida

— Zimografia (area final da ferida)

FONTE: O autor (2018).

LEGENDA: Um fragmento retangular (demonstrado em contorno azul) era inicialmente retirado, metade
desse material, demarcado pela linha pontilhada, foi armazenado para os ensaios biomecanicos de
ruptura e uma porgéo central da outra metade foi homogeneizada para os ensaios de zimografia.

As amostras foram depositadas em géis de poliacrilamida na concentragao de
8% de Acrilamida/Bisacrilamida 29:1 contendo 1mg/ml de gelatina, 1,5M Tris (pH 8,8),
1% APS, 0,1% TEMED, 1% SDS. O gel de empacotamento utilizado foi de
concentragao de 5%, contendo 1,5M Tris (pH 6,8), 1% APS, 0,1% TEMED, 1% SDS.
As proteinas foram separadas sob corrente continua de 100 volts em tampao com as
seguintes concentracdes: 192mM Glicina; 25mM Tris; 0,1% SDS.

Apoés eletroforese, os géis foram imersos em Solugao de Triton (2,5% Triton X-
100; 50mM Tris, pH 7,4; 5mM CacCl,), para remocéao do SDS, e colocados no agitador
por 1 hora com troca de solugdo a cada 20 minutos. Em seguida, os géis foram
imersos em Solugéo de Incubagao [50mM Tris (pH 7,4); 5mM CacCl,; 150mM NaCl],
para ativacdo das MMPs a uma temperatura de 37°C por 19 horas. Apds a incubacao,
foi realizada a coloragdo com Corante Coomassie Blue (0,5% Comassie blue em 30%
metanol e 10% Acido acético). Os géis foram submersos no corante por 30 minutos,

em agitacdo. Em seguida, foi realizada a descoloracdo (35% Metanol; 10% Acido
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Acético), durante 20 minutos e depois os géis foram colocados em agua destilada até
a digitalizagao.

Para analise densitométrica, os géis foram digitalizados e a determinacao da
atividade enzimatica das MMPs foi determinada pela intensidade das bandas claras
contra um fundo azul (nivel de degradacao) e identificada de acordo com a massa
molecular conforme descrito anteriormente (SILVA et al., 2014; SNOEK-VAN
BEURDEN; VON DEN HOFF, 2005; WYSOCKI; STAIANO-COICO; GRINNELL, 1993)
no software ImagedJ 1.46 (NIH). Os dados sao obtidos em unidades arbitrarias
baseado na quantidade de pixels da imagem. A intensidade das bandas dos grupos
IV, CL, L12 e L24 foram normalizadas de acordo com uma banda referente a um pool/
de amostras de 5 animais do grupo controle (grupo C) para demonstracdo em

porcentagem de acordo com o seguinte calculo:

expressao de MMP?2
%MMP2 =100 X (

expressao de MMP2pool

3.3.5Analise da Composicao de Colageno por Histologia

Um fragmento da pele da regido onde foi feito o ferimento também foi coletado
para analise histoldégica da quantidade de colageno na derme. As amostras foram
fixadas em formalina 10%, desidratas, emblocadas, cortadas (7 yum) e montadas em
ldminas histologicas posteriormente coradas com Hematoxilina-eosina e Picro Sirius
red (PSR) por protocolos convencionais. O registro fotografico das laminas foi feito em
microscopio de luz polarizada (marca Nikon, modelo Eclipse E 200), com camera
digital (Biocam). Posteriormente, as amostras foram analisadas quanto ao conteudo
de colageno e a espessura das fibras, de acordo com método previamente descrito
(AIKAWA et al., 2006; RICH; WHITTAKER, 2005; SILVA et al., 2017).

As fibras de colageno, quando coradas com PSR e analisadas sob luz
polarizada, apresentam coloragao distinta de acordo com sua espessura e o tipo de
colageno, variando da cor verde (colageno tipo Ill, mais delgado), para o amarelo,
laranja e para o vermelho (colageno tipo |, mais espesso, respectivamente) (HISS et
al., 1988; JUNQUEIRA; COSSERMELLI; BRENTANI, 1978; JUNQUEIRA; MONTES;
SANCHEZ, 1982). As imagens das laminas foram analisadas no I/mageJ 1.46
(National Institutes of Health), por meio das cores dos pixels, onde foi gerado um
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histograma de 256 cores possiveis (figura 10), separadas de acordo com os seguintes
intervalos: vermelho de 2-9 e 230-256, laranja de 10-38, amarelo de 39-51 e verde de
51-128 (RICH; WHITTAKER, 2005). Quando uma cor especifica era destacada dentro
do histograma de cores, a area formada por todos os pixels daquele determinado
intervalo era selecionada e quantificada, para depois ser transformada em
porcentagem em relacédo a quantidade total de pixels de todos os intervalos somados.

FIGURA 10 — ANALISE DE LAMINA DE PELE CORADA COM PICRO SIRIUS RED CAPTADA EM

MICROSCOPIO DE LUZ POLARIZADA
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help Hue

IH oo 44N A|x| oA s s]|a]”] | |»

2048x1536 pixels, RGB; 12MB

L Tl i

+ty
i

Stk

¥ Pass

il rlo
4| I

Saturation

[V Pass

<] ro
< EES

Brightness

¥ Pass

3 4] | »|1z2

‘K IBES

Thresholding method: IDefauIt vI
Threshold color: iRed vI
Color space: IHSB vi

¥ Dark background

Qriginal | Filtered | Select Samplel

Stack Macro Help

FONTE: O autor (2018).

LEGENDA: Podemos observar no canto superior direito o histograma de cor (Hue) gerado pelo ImageJ
(comando: Image>Adjust>Color Threshold) que permite selecionar o espectro de cores a serem
quantificadas.

3.3.6 Analise Biomecanica da Pele

A pele cicatrizada do ferimento foi analisada em teste de tracdo até a ruptura
com equipamento adaptado (figura 11), como descrito anteriormente (SILVA et al.,
2013c). O sistema era formado por um motor de passo controlado automaticamente
para gerar deslocamento, uma escala micrométrica para medir o deslocamento,
aparato de fixacdo do material biolégico, uma célula de carga e um terminal de entrada

(alimentacdo) e saida (medida de tens&o) da célula de carga. As extremidades da
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amostra eram envoltas em pequenos pedagos de lixa, posicionadas no aparato de
fixagado do material biolégico, formado por dois blocos moveis e fixadas com parafusos
em cada bloco para evitar o deslizamento da pele durante o deslocamento. Antes do
inicio da tragao até a ruptura, era aplicado um protocolo de pré-condicionamento do
material, que consistia em 10 ciclos de afastamento e aproximacéo de 30 um entre os
blocos, seguido por um periodo de relaxamento de 15 segundos, de acordo com o

recomendado para esse tipo de analise (KO et al., 2005).

FIGURA 11 — AMOSTRA DE PELE PASSANDO POR TESTE DE TRACAO ATE A RUPTURA
Ay > g =

l
FONTE: O autor (2018).
LEGENDA: Os blocos pretos se afastam um do outro 30 um por vez, de acordo com a rotagao do eixo

acoplado ao motor de passo a direita, e a tensdo era mensurada por meio de um transdutor (a
esquerda) até o momento da ruptura tecidual.

Durante a tracao, os blocos se deslocavam a cada 30 um e os dados de tensao
eram passados para um computador em milivolts, por meio de um transdutor
localizado na extremidade de um dos blocos. A coleta era interrompida quando a pele
apresentava ruptura tecidual. Os dados obtidos foram transformados de milivolts em
newtons por meio de uma equacao gerada pela calibragao do aparelho, que forneceu
o componente linear (em milivolts) em fungdo do componente angular (forca em
newton). A partir das curvas de tensao obtidas por cada grupo, foi calculado o médulo
de Young (Pascal), que calcula o grau de rigidez (stiffness) de um material quando
submetido a uma tracdo externa, dado pela razdo entre a tensdo aplicada e a
deformacgao ou distensdo do material — primeira derivada (JUNG; FISHER; WOO,
2009).
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3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados foram analisados nos aplicativos Graphpad Prism e SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences) da seguinte maneira. Microcirculagao
cutanea por LDF e raz&o de cicatrizagdo da area da ferida foram feitas analise de
variancia (ANOVA) de duas vias de medidas repetidas com teste post hoc de
Bonferroni e Tukey, respectivamente. A atividade de metaloproteinase-2 foi avaliada
por ANOVA de uma via com post hoc de Tukey. E os dados de quantificagdo de
colageno e do teste de ruptura foram avaliados por teste nao-paramétrico de Kruskal-

Wallis. O valor de significancia adotado foi de p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 FLUXO DOS VASOS DE MEMBRO INFERIOR

Foi realizado exame de ecodoppler em 14 animais, dos quais 7 passaram por
cirurgia de oclusédo de veia femoral e 7 ndo passaram por cirurgia e serviram de
controle. A avaliagdo de fluxo dos vasos dos membros inferiores foi feita
bilateralmente e, como demonstrado na figura 12, foram captadas imagens em trés
locais diferentes do membro inferior, com avaliacao de fluxo de veias e artérias safena

(porgao distal e proximal), epigastrica superficial e femoral.

FIGURA 12 — IMAGENS DE ULTRASSONOGRAFIA COM ECODOPPLER CORRESPONDENTES
AOS DIFERENTES SEGMENTOS ANALISADOS EM ANIMAL CONTROLE

FONTE: O autor (2018).

LEGENDA: Na imagem 1, esta destacado o fluxo da porgao distal da veia e artéria safena. Na imagem
2, podemos observar o fluxo da por¢ao proximal da veia e artéria safena (segmento em vermelho e
azul, inferior) e da veia epigastrica superficial (segmento vermelho, superior). Na imagem 3, podemos
observar o fluxo da veia femoral.
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Em relagédo as imagens de ecodoppler, na figura 13 observamos imagens de
fluxo venoso e arterial de diferentes vasos de membro inferior de animal do grupo
controle. Na figura 14, que contem imagens de um animal que passou por cirurgia de
OVF, observamos fluxo venoso de veia safena distal e proximal e fluxo venoso da veia
epigastrica superficial, porém nao foi observado fluxo de veia femoral, onde foi feita a
oclusao, até o 15° dia apds a cirurgia de OVF. No entanto, foi observado fluxo na
artéria femoral do animal, demonstrando que o procedimento foi eficaz na oclusao de

fluxo venoso femoral, e permitiu o fluxo arterial do mesmo vaso em questao.

4.2 MICROCIRCULACAO DA PELE DE MEMBRO INFERIOR

A microcirculagéo da pele pode ser definida como o fluxo sanguineo dentro de
arteriolas, capilares e vénulas com menos de 300 ym de didmetro (WOLLINA; ABDEL-
NASER; MANI, 2006). Nesse estudo, a circulacdo foi analisada por meio de
fluxometria por laser doppler (LDF) com ensaios de hiperemia reativa (HR, figura 15)
e hiperemia por aquecimento (HA, figura 16) de 14 animais, sendo 7 do grupo controle

(grupo C) e 7 que passaram por cirurgia de OVF (grupo V).

FIGURA 15 — ANALISE DE FLUXO DE MICROCIRCULACAO DE PELE POR LASER DOPPLER
(LDF) POR ESTIMULO DE HIPEREMIA REATIVA (HR) EM ANIMAL CONTROLE
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FONTE: O autor (2018).

LEGENDA: O primeiro pico observado representa 0 momento que a pressdo comega a ser exercida na
regido analisada, seguido de diminuicdo de fluxo sanguineo local. O segundo pico representa o
momento que a pressao € liberada, seguido de um aumento abrupto do fluxo da microcirculagéo, que
tende a voltar a valores proximos dos basais apds alguns instantes.
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FIGURA 16 — ANALISE DE FLUXO DE MICROCIRCULACAO DE PELE POR LASER DOPPLER
(LDF) POR ESTIMULO DE HIPEREMIA POR AQUECIMENTO (HA) EM ANIMAL
CONTROLE
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FONTE: O autor (2018).

LEGENDA: Acima, observamos o valor de temperatura em Celsius dado pela ponta do transdutor, que
atinge 41°C e permanece por 5 minutos. Abaixo, observamos o comportamento da perfusdo ao longo
desse aquecimento, aumentando em funcdo do tempo de aquecimento da regiao analisada.

Na analise da HR (figura 17), a média de pico de fluxo normalizado foi mais alta
no grupo controle do que no grupo com OVF no décimo dia apés a cirurgia (p=0,03;
f=3,3). Nao houve diferenga estatistica quanto ao tempo médio para atingir o pico de

fluxo entre os dois grupos (p=0,3; f=1,3).

FIGURA 17 — DADOS DE HIPEREMIA REATIVA (HR) OBTIDOS PELA FLUXOMETRIA POR
LASER DOPPLER (LDF)
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FONTE: O autor (2018).
LEGENDA: Grupo C: controle; Grupo V: animais com oclusdo de veia femoral.
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Na analise da HA (figura 18), ndo foi observado diferengas estatisticas entre os
grupos quanto a porcentagem de hiperemia causada pelo calor em relagdo aos
valores basais (p=0,5; f=0,8), como também no tempo para atingir o pico de fluxo
(p=0,9; f=0,2), apesar de uma tendéncia do grupo com OVF apresentar valores

numeéricos mais baixos.

FIGURA 18 — DADOS DE HIPEREMIA POR AQUECIMENTO (HA) OBTIDOS PELA FLUXOMETRIA
POR LASER DOPPLER (LDF)
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FONTE: O autor (2018).
LEGENDA: Grupo C: controle; Grupo V: animais com oclusao de veia femoral.

4.3 AREA DA ULCERA

Foram analisadas areas de ferimentos em 52 animais. Na tabela 3, estédo
representadas as médias e desvios padrao das areas em centimetro quadrados. Nao

houve diferenga estatistica entre os grupos em um mesmo dia.

TABELA 3 — AREA DA ULCERA EM CENTIMETROS QUADRADOS

Grupo Area da tlcera (cm?)
Dia 0 Dia 1 Dia 3 Dia 5 Dia 8 Dia 10 Dia 12

IV (n=12) 2,73x0,2 1,90+0,3 0,99+0,2 0,77+0,1 0,26+0,09 0,06+0,04 0,01+0,02
L12 (n=12) 2,88+0,6 1,78+0,5 1,10+0,38 0,82+0,3 0,29+0,1 0,08+0,04 0,02+0,03
L24 (n=12) 2,73+0,3 1,90+0,2 1,11+x0,2 0,84+0,2 0,26%0,1 0,06+£0,02 0,01+0,1
CL12 (n=8) 2,90+0,1 1,90+0,4 0,96+0,2 0,88+0,1 0,36+0,07 0,09+0,03 0,02+0,4
C (n=8) 3,06+0,7 1,52+0,3 0,98+0,2 0,71+0,2 0,25+0,2 0,06+0,03 0,01+0,01

FONTE: O autor (2018).
LEGENDA: Os dados estao representados em médiatdesvio padrao. IV, insuficiéncia venosa; L12,
laser 12J; L24, laser 24J; CL12, controle laser 12J; C, controle. J=joules.
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Quando corrigidos para porcentagem (razdo de cicatrizagdo), foi observado
diferenca dos grupos IVC e L24 com o grupo controle ulcera (sem cirurgia de OVF) no
primeiro dia apds a indugao do ferimento (p<0,001; f=3,9; figura 19). Como observado,
a aplicagcao do Laser de baixa poténcia n&o alterou a razao de cicatrizacao de ulceras

nos pontos avaliados ao longo do tratamento.

FIGURA 19 - RAZAO DE CICATRIZAGAO DAS ULCERAS NOS DIFERENTES GRUPOS
ANALISADO NOS DIAS 1, 3, 5, 8, 10 E 12 APOS A INDUCAO DO FERIMENTO

Razao de Cicatrizacao (%)

1004 mm Controle Ulcera (n=8)
Bm Laser 12J (n=8)
Bl Laser 24J (n=8)
mm Controle IV (n=8)
= 50 .,
0-

Dia1 Dia3 Dia5 Dia8 Dia10 Dia12

FONTE: O autor (2018).
LEGENDA: *diferenca em relagdo ao grupo controle ulcera (p<0,001). J: joule.

Na figura 20, observamos a comparagao entre o grupo controle e o grupo CL12

demonstrando que nao houve diferenga estatistica entre eles.

FIGURA 20 — RAZAO DE CICATRIZACAO DAS ULCERAS ENTRE O GRUPO CONTROLE E O
GRUPO CL12
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FONTE: O autor (2018).
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4.4 ATIVIDADE DE METALOPROTEINASE 2 DA PELE

Os resultados de atividade de MMP-2 foram obtidos a partir de amostras de
pele da regido posterior da coxa de 21 animais dos grupos IV (n=5), CL12 (n=5), L12
(n=5) e L24 (n=6), que foram normalizados a partir de um pool de amostras de 9
animais do grupo controle. Os resultados demonstraram que os animais do grupo L24
apresentaram um aumento significativo da expressdo de MMP-2 quando comparado
aos grupos IV e CL12 (p=0,01; f=4,7) e aumento da expressdo da pré-enzima
(proMMP-2) comparado aos grupos IV e L12 (p=0,01; f=4,5; figura 21). Os dados com

média e desvio-padrao estao no Apéndice A.

FIGURA 21 — ATIVIDADES DE METALOPROTEINASE-2 (MMP-2) E DE SUA PRO-ENZIMA
(PROMMP-2) NORMALIZADA PELO GRUPO CONTROLE
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FONTE: O autor (2018).
LEGENDA: *diferenca significativa em comparagédo ao grupo L24 (p=0,01). IV: controle insuficiéncia
venosa; CL12: controle laser; L12: laser 12 joules; L24: laser 24 joules.

4.5 ANALISE DA COMPOSIGCAO DE COLAGENO POR HISTOLOGIA

Foram captadas imagens de laminas de pele de 25 ratos em microscopio de
luz ndo-polarizada e polarizada (figura 22). A proporcao de colageno tipo | e tipo lll
nao apresentou diferengca entre os grupos (tabela 4), bem como a analise da

distribuicdo das fibras de colageno por cor (figura 23).

TABELA 4 — PORCENTAGEM DE COLAGENO TIPO | E TIPO Il NA DERME EM RELACAO AO
COLAGENO TOTAL

C (n=5) IV (n=4) L12(n=5) L24(n=5) CL12(n=6) p

Colageno tipo | 88,8%+0,7 86,9%%2,6 80,6%%54 84,4%+6,8 82,0%+4,9 0,56
Colageno tipo Il 11,2%%0,7 13,1%%*2,6 19,4%+54 15,6%+6,8 18,0%+4,9 0,56

FONTE: O autor (2018).
LEGENDA: Os dados estdo em médiaterro padrdo da média. C: controle; IV: insuficiéncia venosa; L12:
laser 12 joules; L24: laser 24 joules; CL12: controle laser 12 joules.
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FIGURA 22 — LAMINAS DE PELE CICATRIZADA DE RATOS CORADAS COM PICRO SIRIUS RED
COM AUMENTO DE 10X

Luz Ndo-Polarizada Luz Polarizada

LEGENDA: Imagens digitalizadas com microscopio de luz ndo-polarizada a esquerda e imagens com
luz polarizada a direita. C: controle; I1V: insuficiéncia venosa; L12: laser 12 joules; L24: laser 24 joules;
CL12: controle laser 12 joules.
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FIGURA 23 — DISTRIBUICAO DE COLAGENO POR CORES DE LAMINAS CORADAS COM PICRO
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FONTE: O autor (2018).

LEGENDA: L12: laser 12 joules (n=5); L24: laser 24 joules (n=5); IV: insuficiéncia venosa (n=4); CL12:
controle laser 12 joules (n=6); C: controle (n=5).

4.6 TESTE DE RUPTURA DA PELE

Os dados biomecanicos da pele foram obtidos a partir de amostras de 23 ratos
dos 5 grupos estudados na segunda etapa do estudo. O médulo de Young foi
calculado para determinar a rigidez do material a partir da porgéo linear da curva de
tens&o-distensdo. Os valores nao diferiram entre os grupos (figura 24).

FIGURA 24 — DADOS DE RUPTURA (%) E DO MODULO DE YOUNG (UNIDADE ABSOLUTA)
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FONTE: O autor (2018).

LEGENDA: C: controle; IV: insuficiéncia venosa; L12: laser 12 joules; L24: laser 24 joules;
CL12: controle laser 12 joules.
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5 DISCUSSAO

5.1 O MODELO DE CIRURGIA DE OCLUSAO DA VEIA FEMORAL E SUAS
REPERCUSSOES CIRCULATORIAS

Existem modelos animais bem estabelecidos para o desenvolvimento de
doencgas vasculares, principalmente modelos de insuficiéncia arterial (PIPINOS et al.,
2008). No que concerne a insuficiéncia venosa, ha uma variedade de modelos com
técnicas de fistula arteriovenosa, que leva a diminuicdo e desaparecimento dos
folhetos das valvulas venosas, porém gera uma mortalidade animal consideravel por
insuficiéncia cardiaca (PASCARELLA; SCHMID-SCHONBEIN; BERGAN, 2005; VAN
BEMMELEN et al., 1986); lesao por oclusao e reperfusao, que permite o estudo da
adesao e diapedese leucocitaria, no entanto sem a manutencdo de uma hipertensao
venosa constante, o que seria caracteristico da IVC (NUNAN; HARDING; MARTIN,
2014); e obstrugao por ligadura com fio de sutura em diferentes veias bilateralmente
e na veia cava inferior, o que exige um procedimento cirirgico mais invasivo e
complexo (LALKA; UNTHANK; NIXON, 1998).

No presente estudo, foi proposto um modelo de obstrucdo de veia femoral
unilateral por ligagdo com fio de seda, no nivel acima da veia epigastrica superficial, e
a investigacdo das repercussbées hemodindmicas e microcirculatorias desse
procedimento cirurgico. A analise qualitativa, feita através de ultrassonografia com
ecodoppler, da presenga/auséncia de fluxo demonstrou que a oclusao feita por
ligadura com fio de seda impediu o retorno venoso por meio da veia femoral durante
todo o periodo de avaliagao, ou seja, até o décimo quinto dia de pds-cirurgico. Isso
evidencia que a cirurgia de ocluséo proposta foi eficaz no bloqueio do retorno venoso
pela veia femoral. Apesar do ecodoppler fornecer dados de velocidade do fluxo
sanguineo e o aparelho utilizado ser especifico para estudo em animais de pequeno
porte, esses valores nao foram calculados para comparagao nesse estudo, pois essa
variavel de velocidade de fluxo era fortemente influenciada por fatores externos ao
procedimento cirdrgico, como o posicionamento do transdutor do ultrassom e a
pressao exercida sobre a area do exame, impedindo uma reprodutibilidade fidedigna
que permitisse a comparacgao entre os diferentes grupos.

Um quadro de obstrugdo venosa, como a gerada pelo procedimento cirurgico

desse estudo, gera hipertensao venosa, que por sua vez, quando sustentada por
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varios dias, esta associada a inflamacdo dos vasos da microcirculacéo,
remodelamento dos vasos e apoptose (ALSAIGH et al., 2011; POCOCK et al., 2014).
Essas mudancas patoldgicas da microcirculagado aumentam em fungéo da severidade
clinica da IVC e incluem diminuigdo do numero e mudanga da morfologia de capilares,
aumento da permeabilidade dos capilares para substancias de baixo peso molecular
e diminuicdo do volume de reserva vascular (JUNGER et al., 2000).

Diante disso, também nos propusemos a investigar a microcirculagao de pele
no membro onde foi realizada a oclusdo por meio da fluxometria por laser doppler
(LDF), e observamos na analise de hiperemia reativa por pressao (HR), que houve
diferenca significativa no pico de fluxo de microcirculacdo apenas no décimo dia apos
a cirurgia entre o grupo controle e o grupo com OVF e nao houve diferenca entre os
grupos no tempo necessario para atingir o pico de fluxo. Pode-se inferir que a
diminuicao do pico de fluxo possa ser devido ao déficit de retorno venoso, que,
consequentemente, interfere no aporte sanguineo da pele ao dificultar a
microcirculagdo. Na analise da hiperemia por aquecimento (HA), observamos uma
tendéncia do grupo com OVF apresentar uma porcentagem de resposta vascular mais
baixa que o grupo controle em relagao ao fluxo basal e uma tendéncia de atingir o pico
de fluxo mais rapidamente que o grupo controle no 5° e 10° dias apds a cirurgia, porém
sem diferenca estatistica. Essa tendéncia do grupo com OVF apresentar um menor
tempo para atingir o pico de fluxo pode ser devido aos valores do pico serem mais
baixos nesse grupo do que no controle, tendo em vista que os dias de pico de fluxo
mais alto do grupo controle (5° e 10° dia) coincidem com maior tempo para atingir esse
pico. Uma analise com mais animais e com intervalo menor entre os dias de avaliagéao
poderiam aumentar o poder estatistico e esclarecer esta possivel lentiddo no aumento
do fluxo pés hiperemia.

O sinal de microcirculacédo captado pelo transdutor de LDF é influenciado pela
atividade do sistema nervoso autbnomo, pelo ciclo cardiaco, respiragcao e
metabolismo local (LAL; UNNI, 2015) e a analise feita no presente estudo ndo permite
diferenciar a influéncia isolada de cada mecanismo de controle. No entanto, a técnica
€ capaz de observar diferencas na microcirculacdo de ratos que passaram por
procedimento de oclusdo vascular comparado a ratos controle, porém nao fornece
dados especificos quanto ao tipo de oclusdo, se arterial ou venosa (GALLA;
HELLEKES; FELLER, 1999). Em nosso estudo, a avaliagcdo do pds-cirurgico era

realizada no mesmo dia da cirurgia, aproximadamente 3 horas apos a oclusdo, isso
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exigia duas sedacbes com isofluorano no mesmo dia, além da necessidade de
anestesia nos demais dias na avaliagao de fluxo com a LDF. Como a anestesia leva
a uma supressdao momentanea da fungao cardiovascular e da fungdo metabdlica, a
analise do fluxo nessas condigdes se apresenta como uma limitacado por se tornar um
viés em nossa analise.

A relevancia do modelo animal proposto nessa pesquisa reside no fato de unir
a condicao de IVC, provocada por cirurgia de oclusédo de veia femoral, a indugéo de
uma ulcera na regiao posterior ipsilateral ao procedimento cirurgico, buscando
mimetizar a situagao clinica de ulcera venosa em pacientes com IVC. Além disso, a
mortalidade animal no periodo pds-cirurgico foi igual a 0, evidenciando que esse € um
modelo seguro e viavel de analise.

Na segunda etapa do estudo, também buscamos investigar o laser de baixa
intensidade como ferramenta de tratamento na aceleragdo da cicatrizagdo desses
ferimentos, como sera discutido posteriormente. Os resultados do presente estudo
demonstraram que a técnica utilizada € capaz de causar oclusdo permanente da veia
femoral (durante o periodo avaliado) e a consequente disfungdo vascular esta

associada a diminuigao do pico de fluxo na microcirculagao ao redor do décimo dia.

5.2 ESTUDO DE AREA NA CICATRIZACAO DE ULCERAS TRATADAS COM
LASER DE BAIXA INTENSIDADE

Os resultados desse estudo nao forneceram evidéncias de que o laser de baixa
intensidade, nos parametros utilizados neste estudo, seja uma terapia capaz de
acelerar a cicatrizagao de ferimentos em ratos com oclusao da veia femoral, simulando
uma ulcera venosa, pois nao houveram diferencgas significativas de area de ferimentos
nos diferentes grupos em decorréncia da irradiagdo. Estatisticamente, observamos
diferenca do grupo IVC e L24 com o controle nas primeiras 24 horas apés a indugao
do ferimento, do dia 0 para o dia 1, porém ndo houve aplicacdo de laser nesse
intervalo, bem como nenhuma manipulagao foi realizada no ferimento, com excecéao
da foto logo apos a indugdo da ulcera ainda com o animal anestesiado. Portanto, as
diferencas encontradas entre grupos nesse periodo podem ser explicadas pela

pequena variagcdo do tamanho inicial das ulceras devido ao corte da regido com
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tesoura e pela consequéncia da disfuncdo venosa e alteragdo microcirculatéria nestes
grupos. Posteriormente, testamos a utilizacdo do laser, nos mesmos parametros
utilizados em ratos com a disfungcao venosa, em ferimentos de animais sem oclusao
venosa (grupo CL12) e também n&o encontramos evidéncia de efeito cicatricial.

A Ulcera foi induzida com uma tesoura cirurgica cortando a pele de acordo com
a marcagao e a média de tamanho incial ficou entre 2,7 e 3,0 cm?, sendo esse um
tamanho consideravelmente maior do que em outros estudos que investigaram
cicatrizagao de ferimento em ratos, normalmente feito entre 6 milimetros de didmetro
e 2 cm? de area (ALTOMARE et al., 2009; DANNO et al., 2001; DORSETT-MARTIN,
2004; SILVA et al., 2013a; TUK et al., 2014). Esse tamanho inicial maior pode garantir
uma diferenciagao mais explicita entre o processo de contracéo e o de reepitelizacao,
etapas comuns e concomitantes a cicatrizacdo de ferimentos cutadneos. A diminui¢cao
nas primeiras 24 horas, mesmo sem a aplicagao de nenhum recurso terapéutico, pode
ser atribuida a contragao tecidual, que € bem mais proeminente no rato do que no ser
humano (DAVIDSON; YU; OPALENIK, 2013). No entanto, ha relatos de que a
contracdo da ferida em roedores s6 ocorre apds a re-epitelizacdo, portanto, a
contragao per se nao invalida a utilizagdo desse modelo na cicatrizagao de ferimentos
(CHEN et al., 2015). Além disso, a contragao em feridas circulares, modelo utilizado
nesse estudo, € menos proeminente do que em feridas retangulares (DORSETT-
MARTIN, 2004), sendo ent&o o formato circular uma maneira de atenuar a contragéo
da pele durante a cicatrizag&o.

Outro fator relevante na investigagdo do comportamento cicatricial desses
ferimentos em ratos € a localizacdo da lesdo, que também diferiu de maioria dos
demais trabalhos disponiveis na literatura, os quais induzem o ferimento no dorso do
animal (DORSETT-MARTIN, 2004; KORELO et al., 2016; NUNAN; HARDING;
MARTIN, 2014; SILVA et al., 2013a; TUK et al., 2014). No nosso estudo, o ferimento
foi induzido na porcao posterior da pata inferior esquerda, onde o epitélio se
demonstra mais delgado do que no dorso do animal. Além disso, a intengao era
simular uma ulcera venosa de membro inferior e neste local era possivel realizar uma
ferida com as dimensbes pretendidas e que possibilitasse com facilidade a realizacao
de planimetria e aplicacéo de irradiacao laser. Isso pode explicar parcialmente o fato
de, mesmo com um tamanho inicial de ferida de aproximadamente 3 cm? os

ferimentos dos animais de todos os grupos, independentes da condig¢ao circulatéria e
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do tratamento aplicado, chegarem a quase 100% de cicatrizagdo no décimo segundo
dia apds a sua indugao.

Os métodos de mensuracdao de feridas com fotografia sdo discutidos na
literatura sobre os possiveis vieses quanto a iluminacéao, distancia da lente da camera
em relagcdo ao ferimento e a determinacdo manual da area (DEANA et al., 2013;
PAPAZOGLOU et al., 2010). Nesse estudo, a obtencao das imagens de ulcera foi feita
com camera fotografica digital em condigbes constantes de iluminagdo com luzes de
led acopladas ao suporte da cdmera. Os animais foram fotografados com anestesia
apenas no dia 0, nos demais dias eles eram brevemente imobilizados por um
investigador enquanto outro manipulava a camera para a foto. A camera foi fixada
sempre na mesma posi¢cao e altura, além disso, uma mesma escala métrica era
posicionada ao lado do ferimento, no mesmo nivel, para calibragdo logo antes da
analise de cada imagem, para evitar variagdes de mensuragao devido a distancia
entre o ferimento e a lente, principalmente nos momentos em que o animal se
encontrava imobilizado sem anestesia. Portanto, a analise de area por meio de
fotografias se demonstra um método reprodutivel diante da possibilidade de controle
dessas variaveis.

A definicdo da dose de laser utilizada para o tratamento de feridas
provavelmente esta relacionada a auséncia de evidéncia de que esse recurso seja
eficaz na aceleracido da cicatrizagcdo, pois nao ha consenso quanto a um intervalo
terapéutico especifico de parametros, como sera discutido a seguir ao final do proximo

tépico.

5.3 O PAPEL DA METALOPROTEINASE 2 NA CICATRIZAGAO DE ULCERAS
TRATADAS COM LASER DE BAIXA INTENSIDADE

Nesse estudo, a analise da atividade de MMP-2 no tecido cicatricial foi feita em
comparativo com um pool de amostras do grupo controle e observamos que o0 grupo
L24 apresentou maior atividade total de MMP-2 comparado aos demais grupos.
Alguns estudos reportaram niveis aumentados de MMP-2 tecidual na IVC (POCOCK
et al., 2014), entretanto o papel especifico da MMP-2 na cicatrizagao de feridas ainda
nao esta bem claro (MARTINS; CALEY; O'TOOLE, 2013), mas vem sendo observado
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que essa enzima participa de um processo de transicdo da matriz extracelular, de uma
situagdo de remodelamento para degradacdo (MURPHY; NAGASE, 2008) e é
sintetizada por queratinécitos e fibroblastos (SAWICKI et al., 2005). Um estudo in vitro
demonstrou que apods a aplicagdo de um composto de pd de pérola, usado como
agente cicatricial, inibiu a atividade de MMP-2 ao passo que estimulou a sintese de
seu inibidor, a TIMP-1 (JIAN-PING et al., 2010), sugerindo que a MMP-2 pode
desempenhar um papel no retardo da cicatrizagao de ulceras cronicas.

Em um estudo investigando ferimentos com ratos diabéticos, foi observado uma
maior expressao génica de MMP-2 nas ulceras de ratos diabéticos comparado com o
grupo controle, bem como uma diminuigdo dessa expressdo de MMP-2 quando os
ratos eram tratados com laser de baixa intensidade (dosimetria: 660nm, 50mW,
4J/cm?, 80s) comparado com os ratos diabéticos ndo-tratados (SILVA et al., 2013b).
Em contrapartida, em estudo com células humanas, com irradiagao infravermelha em
doses significativamente mais altas (de 36 a 108J/cm?, por 20 a 60min), foi reportado
aumento da expresséo e da atividade de MMP-2 (DANNO et al., 2001).

De acordo com os resultados encontrados no nosso estudo, a ideia de que a
dose do laser pode determinar o perfil de atividade enzimatica é reforgcada, além de
carater nao-linear da interagdo da radiacdo com os tecidos biologicos, onde a agao
benéfica do laser parece ser maior em comprimentos de onda intermediarios e
delétrios nos extremos (SUZUKI; TAKAKUDA, 2016). A relevancia desse dado se da
diante de uma problematica fundamental que acompanha os estudos com laser: a
dosimetria. O comprimento de onda que apresenta efeitos de fotobiomodulacao fica
entre 600 e 860 nm, com 4 intervalos com picos de absor¢ao de luz pela citocromo ¢
oxidase (613,5-625,5nm; 667,7-683,7nm; 750,7-772,3nm e 812,5-846,0nm) (KARU,;
KOLYAKQV, 2005). Contudo, a determinagao dos demais parametros da dose ainda
€ um ponto de grande discussao, pois ndo ha uma determinagao muito clara de um
intervalo terapéutico especifico, com poténcias variando de 2 a 500mW e densidade
de energia de 1 a 60J/cm? em estudos com aplicagcado sobre ferimentos cutaneos em
ratos (DE LIMA et al., 2016; DO NASCIMENTO et al., 2004). Além dessas variagoes
de dose, a propria descrigao detalhada dos parametros € um ponto critico nos estudos,
pois comumente ha auséncia de detalhes suficientes para a replicacado do método,
associado ha uma falta de consenso dos fabricantes dos aparelhos na maneira que
eles mensuram e apresentam as especificagdes da radiagdo (JENKINS; CARROLL,
2011).
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Além de uma necessidade de melhores esclarecimentos quanto a dose com
efeitos biomoduladores terapéuticos, estudos que tratem a terapia com laser de baixa
intensidade como um recurso coadjuvante, e ndo necessariamente o recurso principal
na cicatrizagcdo, podem ser uma alternativa capaz de demonstrar uma possivel
efetividade desse recurso, como a administragdo associada de fatores de crescimento
(PEPLOW; BAXTER, 2012) ou terapia combinada com outros recursos
fotoeletroterapéuticos (KORELO et al., 2016).

O presente estudo contribui demonstrando que, além de nao haver efeito
cicatricial positivo da dose mais alta de laser utilizada, 24J, esta dose induziu maior
atividade de MMP-2. A atividade de MMP-2 pode estar aumentada no remodelamento
tecidual, porém aumento sustentado da atividade de gelatinases ocorre em ulceras
crbnicas de dificil cicatrizacdo. O aumento da atividade de MMP-2 induzido pela maior
dose do laser poderia contribuir negativamente para a manutengao e a integridade

das propriedades teciduais normais.

5.4 O REMODELAMENTO DO TECIDO CONJUNTIVO NA CICATRIZACAO DE
ULCERAS TRATADAS COM LASER DE BAIXA INTENSIDADE

A cicatrizagcao de ferimentos pode ser dividida em 4 etapas, iniciando pela
hemostasia, seguida das fases inflamatéria, proliferativa e de remodelamento, com
cada fase apresentando diversos eventos celulares e bioquimicos como quimiotaxia,
divisao celular, neovascularizacao e deposigao de fibras colagenas, sendo este ultimo
evento predominante na fase de remodelamento e de extrema importancia para a
integridade do tecido regenerado (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005; ENOCH,;
LEAPER, 2008). Em nosso estudo, foi realizada a quantificacdo de colageno na pele
cicatrizada no 13° dia apds a indugao da ulcera dos ratos de todos os grupos
investigados na segunda etapa. Essa quantificacdo se deu quanto ao tipo (colageno
tipo | e tipo Ill) e quanto a espessura das fibras, que se apresentam com pixels em
coloragbes distintas quando coradas com Picro Sirius Red e analisadas sob
microscopio de luz polarizada.

Os resultados obtidos ndo demonstraram diferencas estatisticas significativas
entre os grupos. Isso pode ser explicado devido ao tempo entre a indugéo da ulcera e

a coleta das amostras de pele para serem fixadas, que foi de aproximadamente duas
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semanas, ou seja, na fase final de cicatrizagdo para os ratos. No ser humano, a fase
proliferativa de cicatrizacdo pode iniciar a partir do terceiro dia e durar de duas a quatro
semanas apos a lesao inicial (ENOCH; LEAPER, 2008). No rato, essa sequéncia
temporal de cicatrizacdo nao € bem determinada, porém provavelmente é mais curta,
considerando o intenso metabolismo dos roedores. Portanto, duas semanas pode ter
sido um tempo demasiado longo para a investigacao de possiveis diferencas entre os
grupos e analises precoces poderiam demonstrar efeitos transitérios sobre alteragdes
no remodelamento tecidual. Contudo, ao final das duas semanas, pode-se observar
que o uso do laser ndo alterou a razao de expressao de colagenos na derme.

Em um estudo que analisou laminas histologicas, coradas com hematoxilina e
eosina, de ferimentos de ratos irradiados com laser de baixa intensidade, as amostras
foram coletadas no oitavo dia apds a lesdo (DO NASCIMENTO et al., 2004). Trés
poténcias diferentes (2, 15 e 25 mW) com dois comprimentos de onda (670 e 685 nm)
foram testadas, resultando em uma mesma dose final total de 10 J/cm? por sesséo, e
foi verificado uma relagao inversamente proporcional entre o comprimento de onda e
a poténcia com cicatrizagdo, onde o tratamento apresentou resultados positivos
quando aplicados com a poténcia mais alta e comprimento de onda mais baixo, ou
com comprimento de onda mais alto e a menor poténcia. Em outro estudo, onde as
amostras de pele de ratos foram coletadas 10 dias apdés a indugdo da ulcera
(BRASSOLATTI et al., 2016), o LBI foi aplicado com poténcias de 50 e 100 mW em
queimaduras de rato, resultando em doses finais diferentes (12,5 e 25 J/cm?), e como
resultado observaram que a dose com 12,5 J/cm? apresentou amostras de pele com
menor quantidade de colageno quando comparadas tanto ao grupo controle quanto
ao grupo com dose de 25 J/cm?, sendo indicativo de que uma poténcia mais baixa
gerou uma cicatrizagdo mais lenta, inclusive quando comparado a animais que nao
passaram por nenhum protocolo de irradiagdo. Um terceiro estudo (GONCALVES et
al., 2013), também com aplicagédo de LBl em ulceras em ratos (doses de 30 e 90
J/cm?), induziu trés ferimentos em cada animal e, a cada 7 dias, um fragmento de pele
era coletado para analise histolégica, até o 21° dia. Foi reportado predominancia de
colageno tipo Il em todos os grupos (controle, 30 e 90 J/cm?) no 7° e 14° dia e
predominéancia de colageno tipo | apenas no grupo com maior dose (90 J/cm?) no 21°
dia; e quando observado outras variaveis como densidade vascular, angiogénese e
quantidade de fibroblastos, o grupo com maior dose também apresentou um quadro

mais favoravel a cicatrizacéo, contradizendo estudos que afirmam que uma dose mais
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alta possivelmente apresentaria um efeito inibidor na cicatrizagdo (MESTER;
MESTER; MESTER, 1985; REDDY, 2004).

Além da determinagao dos parametros que formam a dose ser um ponto critico
no desenho dos estudos, como mencionado anteriormente, futuras analises
histologicas devem levar em consideragao a realizagao da coleta e fixagdo da pele em
diversos momentos ao longo do processo de cicatrizagao, preferencialmente a cada
12 ou 24 horas, no intuito de ter um seguimento mais detalhado e, por sua vez, uma
caracterizagdo mais adequada da distribuicdo dos tipos de colageno e da espessura
dessas fibras em resposta a irradiacdo com laser de baixa intensidade em uma linha

temporal definida.

5.5 A CICATRIZAGAO DE ULCERAS SOB UMA OPTICA BIOMECANICA DA PELE
REGENERADA

Em estudos de cicatrizacdo de ferimentos, marcadores diferentes podem ser
usados para mensurar a evolucado do tecido, desde a morfometria das bordas para
verificar diminuicdo do leito até marcadores moleculares, como enzimas, citocinas e
espécies reativas de oxigénio (PATEL; MAHESHWARI; CHANDRA, 2016). Tao
relevante quanto garantir a investigagdo da continuidade tecidual em uma regiao
cicatrizada, é a investigagao da resisténcia do tecido regenerado a aplicagéo de forgas
externas, no intuito de avaliar a integridade do tecido e fazer inferéncias quanto a
possibilidade de recidiva do ferimento, especialmente importante nas ulceras venosas
que tam alta incidéncia de recidivas.

Testes biomecanicos de ruptura de pele de roedores apds inducao de feridas
sao aplicados com protocolos bem estabelecidos e em diversas situagdes
fisiopatolégicas e diferentes tratamentos, como em animais diabéticos, em feridas
incisionais e excisionais, em tratamentos com oxigenioterapia hiperbarica e
administracdo de moléculas com acado cicatrizante (CASSETTARI et al., 2013;
DANCAKOVA et al., 2014; TUK et al., 2014). A partir de curvas de tensdo por
deslocamento, podemos chegar a variaveis como tenséo de ruptura tecidual, rigidez
e energia absorvida (JUNG; FISHER; WOO, 2009).

Testes feitos na pele de ratos saudaveis demonstraram que 21 dias apds a

inducéo do ferimento, a forga de ruptura chegou a 50% da for¢ga de uma pele normal



61

enquanto a rigidez chegou a 97% comparada a pele controle (CHAO et al., 2013). A
disponibilidade de estudos investigando a biomecanica da pele de ratos que tiveram
ferimentos tratados com laser de baixa intensidade é pequena, logo a comparagao
entre as doses de laser aplicadas e os resultados encontrados fica limitada. Em um
estudo em ferimentos no dorso de ratos (YASUKAWA et al., 2007), foi observado que
a forca de ruptura da pele cicatrizada do grupo que nao recebeu radiagao foi mais
baixa, comparada com outros grupos que tiveram aplicagado de laser. Outro estudo
mais recente, que aplicou trés radiagdes diferentes de laser (1, 5 e 10 J/cm?) com
comprimento de onda de 660 nm, observou aumento da for¢a de ruptura e rigidez da
pele de ratos comparado aos controles, com excegado da dose mais alta (10 J/cm?)
(SUZUKI; TAKAKUDA, 2016). Porém no primeiro estudo, a ferida foi incisional, e ndo
excisional como em nosso estudo, e a poténcia do laser foi de apenas 17 mW,
enquanto no segundo estudo foi realizada aplicagéo unica de laser, logo apés o
procedimento de indugao do ferimento, portanto a fase de cicatrizagao nesse contexto
difere muito da analise de um tecido o qual o ferimento tenha sido induzido ha mais
de 12 dias.

Assim como observado anteriormente em analises histologicas (DO
NASCIMENTO et al., 2004), os efeitos relacionados a poténcia (em mW) ndo parecem
ter uma correlagao positiva linear da resposta tecidual biomecanica. Em um estudo
com aplicacédo de LBl em ratos com ferimentos no dorso, quatro doses foram
utilizadas: comprimento de onda de 635 nm com poténcias de 4 mW e 15 mW e
comprimento de onda de 670 nm também com poténcias de 4 e 15 mW (VASILENKO
et al., 2010). Os maiores valores de tenséo de ruptura foram encontrados nas doses
635nm-15mW e 670nm-4mW.

A deposicao de colageno durante a cicatrizagao € um processo fundamental no
aumento da forga de ruptura e na rigidez da pele (LAU et al., 2015). Nossos resultados
nao demonstraram diferencga entre os grupos nessas caracteristicas biomecanicas, o
que poderia ser esperado tendo em vista que a distribuicdo da composi¢cao de
colageno, quanto ao tipo e espessura das fibras, também nao apresentou diferencas
estatisticas entre os grupos, como mencionado anteriormente. Contudo, o numero
amostral e o armazenamento de amostras por congelamento até a realizagdo dos
testes biomecanicos sao limitagcbes que possivelmente influenciaram no poder

estatistico dessa analise de rigidez de tecido cutaneo.
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6 CONCLUSOES

O modelo proposto demonstrou que a oclusdo venosa foi permamente
durante todo o periodo avaliado, bloqueando o retorno venoso da veia femoral e,
consequentemente, repercutindo no comportamento da microcirculagéo, reduzindo o
pico de fluxo perto do décimo dia apds o procedimento cirurgico.

No que concerne ao tratamento de ulceras cutdneas nos membros com
oclusdo venosa, o laser de baixa intensidade, nos parametros utilizados nesse estudo,
nao influenciou a taxa de cicatrizagdo, assim como a expressao e distribuicdo de

colageno.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

A unido de um modelo de insuficiéncia venosa associado a analise do
tratamento de ulceras em um membro com déficit venoso representa uma nova
abordagem pré-clinica na investigacdo do comportamento cicatricial de ulceras com
base em disturbios vasculares. Futuros trabalhos que possam avaliar a regulagao de
expressao génica em células especificas atuantes no processo cicatricial, bem como
analisar os tecidos numa perspectiva biomecanica e histomorfométrica em diferentes
fases da cicatrizacao, irao fornecer informacdes relevantes quanto a efetividade e aos
parametros de utilizagdo de radiagao especifica para regeneragado e remodelamento

tecidual da pele.
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APENDICE A - ATIVIDADE DE METALOPROTEINASE-2 EM COMPARAGAO
AO GRUPO CONTROLE

TABELA 5 — ATIVIDADE DE METALOPROTEINASE-2 EM COMPARAGCAO COM O GRUPO
CONTROLE

IV (n=5) L12 (n=5)  L24 (n=6)  CL12 (n=5b)
MMP-2  -16,5%%10,7* -11,7%%152 33,4%8,5 -17,3%4,9*
ProMMP-2  -26,0%%9,1* -30,3%%21,9* 35,2%8,6 -8,3%16,6

FONTE: O autor (2018).
LEGENDA: *diferenca significativa em relagéo ao grupo L24.
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Dear Dr. Wolska:

The protocol indicated below was reviewed at a convened ACC meeting in accordance with the
Animal Care Policies of the University of Illinois at Chicago on 6/20/2017. The protocol was
not initiated until final clarifications were reviewed and approved on 7/12/12017. The
protocol is approved for a period of 3 years with annual continuation.

Title of Application: Arterial and Venous Insufficiency in Lower Limb of Rats
ACC Number: 17-101

Initial Approval Period: 7/12/2017 to 6/20/2018

Current Funding: Currently protocol NOT matched to specific funding
will need to be submitted prior to Just in time or acceptance of awar.

external funding source. All animal work proposed in the fundin
by an approved protocol.

This institution has Animal Welfare Assur
Laboratory Animal Welfare (
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funding proposal are mateh




