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RESUMO

Ulceras por pressdo (UPP) sdo feridas encontradas principalmente em superficies dsseas
aonde o tecido sob pressdo sofre isquemia levando a lesdo celular. As causas desta lesdo
sdo muitas e seu processo de cicatrizacdo sofre influéncia de varios fatores, intrinsecos e
extrinsecos do individuo. O objetivo desta pesquisa foi analisar a expressao tecidual dos
fatores de crescimento, IL6, TNF, VEGF, TGF, que participam do processo de
cicatrizacdo tecidual sob os efeitos do laser de baixa poténcia InGaAIP. O trabalho foi
aprovado pelo Comité de Etica da UEPG e os individuos foram informados e esclarecidos
sobre os objetivos da pesquisa. O grupo estudado foi composto de 8 voluntérios com idade
entre 30 a 75 anos, internados na Santa Casa de Misericordia de Ponta Grossa (SCMPG),
que apresentassem UPP sacroiliaca, classificadas em grau Il, 111 ou IV segundo a NPUAP
(2009), ambos os sexos. As UPP foram fotografadas para classificacdo e analise
macroscopica da area da lesdo através do programa Image Pro Plus 6.0®. Foram obtidas
amostras do tecido peri-ulcerado através de biopsia antes e ap0s aplicacdes de laserterapia.
Estas bidpsias foram destinadas aos ensaios de qRT-PCR (Quantitative Real Time PCR).
Os resultados demonstram que na avaliagdo macroscopica da ferida houve melhora no
aspecto e tamanho da area da lesdo, com aumento do tecido de granulacdo. Para ensaios de
gRT-PCR os resultados apontam uma expressédo dos fatores de crescimento diferencial ndo
significativa entre o estado pré e pds laserterapia. Com estes resultados foi possivel
concluir que a laserterapia ajuda no processo de cicatrizagdo, mas que a expressao dos
fatores de crescimento sofrem influéncia de aspectos que interferem no processo de
cicatrizacdo como, idade, patologias de base, medicamentos, estado geral paciente,
nutricéo, estado da pele.

Palavras-chave: Ulcera por pressdo, laser InGaAlP, fatores crescimento.



ABSTRACT

Pressure sores (PS) are wounds found mainly on bone surfaces where the tissue under
pressure suffers ischemia which leads to cellular lesion. The causes of such lesion are
several and its healing process depends on several factors, intrinsic and extrinsic to the
individual. The objective of this study was to analyze the tissue expression of growth
factors, IL6, TNF, VEGF, TGF, which take part in the tissue healing process under the
effect of low-level laser InGaAIP. The study was approved by the Ethics Committee at
UEPG and the individuals informed and made aware of the aims of the study. The group
under study comprised 8 volunteers aged 30 to 75 years old, admitted at the Santa Casa de
Misericérdia de Ponta Grossa (SCMPG) hospital, who presented sacroiliac PS, ranked as
degree Il, 11 or 1V according to NPUAP (2009), both sexes. The PSs were photographed
for classification and gross analysis of the lesion area through the program Image Pro Plus
6.0®. Samples of periulcerated tissue were obtained through biopsy before and after laser
therapy. The biopsies were destined to the gRT-PCR (Quantitative Real Time PCR).
Results revealed that in the gross evaluation of the wound there was improvement of the
appearance and size of the lesion area, with increase in the granulation tissue. For the
gRT-PCR tests, results point out a non-significant expression of differential growth factors
between pre and post laser therapy condition. Based on these results it was possible to
conclude that the laser therapy helps the healing process, but the expression of growth
factors suffers influence of aspects that interfere in the healing process such as age,
underlying pathology, medication, patient’s general condition, nutrition, and skin
condition.

Key words: Pressure sore, laser InGaAlIP, healing, growth factors.
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1 INTRODUCAO GERAL

A pele é o0 maior 6rgdo do corpo humano, primeira barreira do organismo com o
meio externo e exerce funcGes que mantém a homeostase corporal. Na sua morfologia ela
é dividida em duas camadas, epiderme e derme que possuem funcgdes especificas. Quando

se perde a continuidade desta barreira temos uma lesdo chamada ferida.

A National Presure Ulcer Advisory Panel (NPUAP - Conselho Consultivo
Americano sobre Ulceras por Pressdo), uma organizacdo independente formada em 1987 e
dedicada a prevencdo, manejo, tratamento e pesquisa sobre Ulceras por pressao, a define
como uma regido sob pressdo, geralmente uma proeminéncia éssea, resultando em
isquemia, morte celular e necrose tecidual (STEFANELLO; HAMERSKI, 2006 apud
O’CONNOR; KIRSHBLUM, 2002). Uma ferida ¢ o resultado de inimeras injirias como
trauma, isquemia, cirurgicas, pressdes, como as Ulceras por pressdo. O risco para 0
desenvolvimento de Ulceras € resultante de uma combinacdo entre fatores intrinsecos ou
extrinsecos.

A cicatrizacdo de feridas é um processo complexo, interativo e integrativo, que
envolve atividade celular e quimiotatica, com liberacdo de mediadores quimicos
associados as respostas vasculares. E composta por uma sequéncia de eventos levam ao
fechamento da derme lesionada, sendo o reparo constituido pelas fases de inflamacéo,
reepitelizacdo, contracdo e remodelamento da matriz (KITCHEN, 2003). O processo de
cicatrizacdo pode sofrer influéncia de varios fatores sistémicos e extrinsecos.

Dentre as vérias terapias propostas para o tratamento de feridas, temos a terapia
com Laser de baixa poténcia, cuja utilizacdo possibilita a aceleracdo do processo de

cicatrizacao.
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Caracterizacdo Morfoldgica e Funcional da Pele

A pele funciona como uma barreira protetora, é eléstica, aspera e, sob condigdes
comuns, auto-regeneradora. Exercendo inumeras fungdes na protecdo dos tecidos contra
danos como invasdo de microorganismos, perda de agua, lesbes quimicas, fisicas e

biolégicas. Também participa das funcdes termorreguladoras do corpo, protege contra a
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radiacdo ultravioleta e apresenta receptores sensoriais que transmitem detalhes
relacionados com o meio (GUYTON, 1996; JACOB, 1990; RUBIN et al., 2006).

Morfologicamente é dividida em duas camadas principais, epiderme e derme,
ligadas entre si pela membrana basal. A epiderme, camada mais externa, é formada por
tecido epitelial pavimentoso queratinizado. Derme é a camada sob a epiderme sendo
formada por tecido conjuntivo. Abaixo da derme estd a hipoderme, constituida por tecido
adiposo (GUYTON, 1996).

A derme contém muitos tipos diferentes de células, incluindo fibroblastos e
fibrocitos, macrofagos, mastocitos e leucocitos, particularmente neutréfilos, eosinéfilos,
linfocitos e mondcitos (BLANES, 2004 apud ARNOLD, 1994).

A pele apresenta um papel importante na regulacdo imunolégica, possui linfécitos
e células apresentadoras de antigenos que se movimentam entre a pele e os linfonodos
regionais através dos vasos linfaticos e da corrente sanguinea. Os queratindcitos
epidérmicos produzem uma variedade de citocinas, como interleucinas e eicosanoides.
Estas medeiam a imunidade e a inflamacdo e sdo de grande importancia em um érgdo

continuamente exposto ao meio externo (RUBIN et al., 2006).
2.2 Feridas cutaneas

A pele forma uma barreira protetora para nosso organismo, quando esta barreira é
rompida temos uma ferida. A ferida € a consequéncia de uma ruptura na pele, na mucosa
ou qualquer estrutura do corpo ocasionado por um agente fisico, quimico ou bioldgico
(BLANCK, 2008).

As feridas podem ser classificadas, de acordo com o tempo de reparagéo tissular,
em agudas e cronicas. As feridas agudas, sdo originadas de cirurgias ou traumas e a
reparacao ocorre em tempo adequado, sem complicagdes. As feridas cronicas, sao aquelas
que ndo sdo reparadas em tempo esperado e apresentam complica¢Ges (BLANES, 2004
apud SANTQOS, 2000).

Outra classificacdo consiste na descricdo anatdmica da profundidade da ferida, é
usada para estadiar alguns tipos de feridas cronicas, como as Ulceras por pressdo (UPP) e
as queimaduras. Engloba ferida superficial, que afeta apenas estruturas da superficie ou
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profunda que afeta vasos sanguineos, musculos, nervos, fascias, tenddes, ligamentos ou
0ss0s (BLANCK, 2008; BLANES, 2004).

Ulcera por pressdo, ulceras de dectbito ou escaras sdo definidas como lesbes
cutaneas ou de partes moles, superficiais ou profundas, de etiologia isquémica,
secundarias ao aumento da pressao externa, presentes usualmente em proeminéncias
6sseas (FERREIRA; CALIL, 2001 apud SANTOS et al., 1995). As proeminéncias 6sseas
sdo cobertas por uma fina camada de tecido subcutdneo ou muscular tornando-se mais
suscetivel ao desenvolvimento de UPP. Areas mais acometidas escépulas, sacro, isquio,
trocanteres e calcaneo (KOTTKE, 1994; GOLDMAN, 2005).

Vaérios fatores atuam na formacdo da Ulcera por pressdo, tais como: pressdo da
proeminéncia 6ssea exercida perpendicularmente contra a superficie de apoio, forca de
cisalhamento que € exercida paralelamente a superficie cutanea, friccdo, umidade levando
a maceracao cutdnea, contaminacdo cutanea por urina e fezes, desnutricdo, condicao
socioecondmica do paciente, motivacdo psicoldgica do paciente, espasmos musculares e
outros fatores de risco (idade avancada, hipertermia, hipotensdo, imobilizacdo por fraturas
e estresse) (FERREIRA; CALIL, 2001 apud SANTOS et al., 1995).

A National Presure Ulcer Advisory Panel (NPUAP — Conselho Consultivo
Americano sobre Ulceras por Pressdo, 2009) criou critérios quantitativos para

classificacdo das Ulceras por pressao em graus de | a IV:
» Grau I: Eritema em pele integra.
» Grau Il: Perda de fina camada da pele envolvendo a epiderme e/ou derme.

» Grau llI: Perda significativa de pele envolvendo leséo ou necrose do tecido

celular subcutaneo que pode se estender até a fascia.

» Grau IV: Perda significativa de pele com extensa destrui¢cdo e necrose do
tecido celular subcutdneo ou lesdo muscular, éssea ou de estruturas de

suporte (tenddes e capsulas articulares).



Figura 1 - Grau | da UPP segundo a classificagdo NPUAP, 20009.
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Figura 2 - Grau Il da UPP segundo a classificagdo NPUAP, 2009.
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Figura 3 - Grau 111 da UPP segundo a classificagdo NPUAP, 2009.
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Figura 4 - Grau IV da UPP segundo a classificacdo NPUAP, 2009.
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Embora se desenvolvam a partir da presséo e forcas de cisalhamento na pele sobre

proeminéncias Osseas, resultando em isquemia e necrose tecidual, as razdes pelas quais as
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UPP cronicas tem dificil resolucdo ainda ndo sdo compreendidas. UPP's cronicas
frequentemente tem vascularizacdo pobre, o tecido fibroso ao redor da ferida e os
queratindcitos as margens da Ulcera sdo incapazes de proliferacdo e migracdo adequada.
Os fibroblastos séo escassos e parecem morfologicamente inativos. Assim, 0s sinais
reguladores normalmente encontrados na reparacao de feridas agudas ndo estdo presentes
nas UPP crénicas. Além disso, muitas feridas sdo contaminadas por bactérias o que pode

retardar a progressao do processo de reparacao tecidual normal (PIERCE et al., 1994).
2.3 Cicatrizacdo Tecidual

O rompimento da pele desencadeia o processo de regeneragdo/cicatrizacdo, através
de respostas bioldgicas bastante complexas que se manifestam através da proliferacdo

celular que se desenvolve no interior da leséo.

A cicatrizacdo de uma ferida envolve a reacdo de todo corpo ao trauma, assim
como modificacBes locais na prépria ferida. Durante a cicatrizagdo, 0 sangramento
acarreta a formacdo de um coagulo, a vasodilatacdo permite que células circulantes,
oxigénio e substancias nutritivas sejam levadas até a ferida. Restos celulares da ferida sdo

removidos pelos fagdcitos e brotos capilares aparecem (JACOB, 1990).

O regulamento bioquimico, celular e ambiental de reparo de feridas envolve uma
complexa interagdo entre cascatas de enzimas séricas, agindo localmente, fatores de
crescimento, plaquetas circulantes e mondcitos, macréfagos de tecidos, fibroblastos,
células endoteliais, células epidérmicas e o microambiente local (KNIGHTON et al.,
1986).

Os fibroblastos liberam colageno, multiplicam-se na ferida e se juntam com o
tecido endotelial e vasos sanguineos novos constituindo o tecido de granulagdo (JACOB,
1990).

Os recentes avancos da biologia na cicatrizacdo de feridas demonstra que o0s
macrofagos e plaquetas sdo as células predominantes de regulacdo no processo de
reparacdo. Plaquetas iniciam este reparo, liberando potentes fatores de crescimento de

acdo local. Macrofagos da ferida assumem o papel regulador das plaquetas 24 horas apds o
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ferimento e continuam a produzir fatores de crescimento semelhantes, agindo localmente
até que o reparo seja concluido (KNIGHTON et al., 1986).

Independente da etiologia da lesdo, a cicatrizacdo compreende varias fases
complexas interdependentes e simultdneas. Na analise morfologica é dividida em trés
fases onde ocorre um dinamismo com sobreposicdo entre elas: fase inflamatoria, de
proliferacdo e de remodelamento (BLANES, 2004; GUYTON, 1996).

Fase Inflamatéria

Ap0s acontecer a lesdo ocorrem alteracdes nas jungdes e/ou nas células endoteliais.
Inicia-se extravasamento sanguineo que preenche a area lesada com plasma e elementos
celulares, principalmente plaquetas. Os eventos iniciais do processo de reparo estdo, nos
primeiros momentos, voltados para o tamponamento desses vasos. Quase concomitante ao
estimulo lesivo, e devido a influéncia nervosa (descargas adrenérgicas) e agdo de
mediadores oriundos da desgranulacdo de mastdcitos, ocorre vasoconstricdo como
primeira resposta (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

Com extravasamento de plaquetas ocorre agregacdo, coagulacdo sanguinea,
formando um tampéo rico em fibrina, que restabelece a hemostasia, forma uma barreira
contra a invasdo de microrganismos, organiza matriz provisoria necessaria para a
migracdo celular e que serve também como reservatorio de citocinas e fatores de
crescimento que serdo liberados durante as fases seguintes do processo cicatricial (EMING
etal., 2007; WERNER; GROSE, 2003).

As plaquetas ativadas liberam fatores de crescimento na area lesada. como o
derivado de plaquetas (PDGF), o de crescimento transformante-p (TGF-B), o de
crescimento epidérmico (EGF), o de crescimento transformante-a (TGF-a) e o fator de
crescimento de células endoteliais (VEGF), além de glicoproteinas adesivas como a
fibronectina e trombospondina, que sdo importantes constituintes da matriz extracelular
provisoria (STREIT et al., 2000; ARNOLD; WEST, 1991).

Os mediadores liberados pelas plaquetas ativadas, como TGF-B, PDGF,
tromboxanos e PAF (ativador importante de plaquetas e indutor da sua agregacdo) se
difundem pela matriz proviséria formando um gradiente quimiotatico que orienta a
migracdo das células (tanto da circulagdo como das regides adjacentes) envolvidas com a
instalacdo da resposta inflamatoria (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).
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Os Neutrdéfilos sdo as células mais abundantes do sangue e sdo as primeiras a
alcancarem a regido inflamada. Um ndmero significativo deles é passivamente coletado
pelo trombo provisério durante o rompimento dos vasos. ApOs este extravasamento
passivo, 0s neutrofilos migram para a superficie da ferida para formar uma barreira contra
a invasdo de microorganismos e promover o recrutamento ativo de mais neutrdfilos a
partir dos vasos adjacentes nao lesados (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005 apud
FOXMAN et al., 1997; ENGELHARD et al., 1998). A funcéo dos neutréfilos é eliminar
bactérias, fragmentos celulares e corpos estranhos pela fagocitose. Essas células
inflamatorias produzem fatores de crescimento, que preparam a ferida para a fase
proliferativa, quando fibroblastos e células endoteliais também serdo recrutados (SINGER;
CLARK, 1999).

Durante o processo de formacdo do trombo definitivo, ocorre a protedlise da rede
de fibrina. Os produtos de sua degradagdo séo fortes agentes quimiotaticos para leucocitos
(BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005 apud HUYBRECHTS-GODIN et al., 1979). As
células que migram em resposta ao gradiente quimico (neutréfilos, mondcitos e
fibroblastos), também, sdo produtoras de substancias quimiotaticas com papel destacado
para 0s eicosanoides e, principalmente, para as quimiocinas. Por acdo dos eicosanoides
(leucotrienos, tromboxanos e prostaglandinas), citocinas (principalmente IL-1 e TNFa)
produzidas por macréfagos, mastécitos, células estromais e outros mediadores, as células
endoteliais dos vasos ndo lesados sdo induzidas a expressarem em sua membrana proteinas
de adesdo para leucdcitos (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005 apud GERSZTEN et al.,
1999).

Os macrofagos migram para o local do segundo ao quinto dia, eles sdo derivados
de mondcitos que, ao contrario do papel desempenhado pelos neutréfilos, € o elemento
mais critico na inducgéo do processo de reparo. Os macrofagos produzem varios fatores de
crescimento, tais como o PDGF, o TGF-, o fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e
o VEGF, que se destacam como as principais citocinas necessarias para estimular a
formacéo do tecido de granulacdo (SINGER; CLARK, 1999).

Os fatores de crescimento derivados de mondcitos-macrofagos sdo certamente
necessarios para a iniciacao e propagacado de formacéo de tecido novo em feridas. Animais

com deplecdo de macréfagos tém defeito de reparacdo de feridas. Assim, os macrofagos
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parecem ter um papel central na transicdo entre a inflamagdo e reparacdo tecidual
(SINGER; CLARK, 1999).

Fase Proliferativa

A proliferacdo é a fase responsavel pelo fechamento da lesdo, compreende:
reepitelizacdo que inicia horas ap6s a lesdo com a movimentacdo das células epiteliais
oriundas tanto da margem como de apéndices epidérmicos localizados no centro da lesdo;
fibroplasia e angiogénese, que compdem o chamado tecido de granulagdo responsavel pela
ocupacdo do tecido lesionado cerca de quatro dias apos a lesdo. Os fibroblastos produzem
a nova matriz extracelular necessaria ao crescimento celular, enquanto os novos vasos
sanguineos carreiam oxigénio e nutrientes necessarios ao metabolismo celular local
(SINGER; CLARK, 1999).

A fase de proliferagdo epitelial, no caso da pele, inicia-se por estimulagéo
mitogénica e quimiotatica dos queratindcitos pelo TGF-o. e EGF. Tdo importante quanto a
epitelizacdo, que comeca nessa fase do processo de reparo, e a formacdo do chamado
tecido de granulacdo, nome atribuido sobretudo pela caracteristica granular devida a
presenca de novos capilares neoformados essenciais ao processo de reparo
(MENDONCA; NETTO, 2009 apud FRADE, 2003).

A producdo de novos vasos sanguineos a partir de vasos preexistentes é
acompanhada, na maioria das vezes, por aumento da permeabilidade vascular
(MENDONCA; NETTO, 2009 apud DVORAK, 2002; BATES, 2002).

Vaérias citocinas produzidas durante o processo de cicatrizacdo interferem
diretamente na permeabilidade vascular. O VEGFo tem a capacidade de aumentar a
permeabilidade dos microvasos e 0 extravasamento de macromoléculas, incluindo
fibrinogénio e outras proteinas da coagulacdo. O extravasamento dessas proteinas resultam
na deposicdo extravascular de fibrina, favorecendo tanto o processo cicatricial quanto o
desenvolvimento tumoral (MENDONCA; NETTO, 2009 apud DVORAK, 2002).
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FIGURA 5- Representacdo esquematica da especificidade celular imunol6gica correlacionada
temporalmente com as fases da cicatrizacdo. Fonte: Adaptado de Mendonca, Netto, 2009.
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Durante o processo cicatricial, a formacdo de novos vasos sanguineos torna-se
necessaria para a formacdo do novo tecido de granulacdo, correspondendo as células dos
vasos sanguineos a cerca de 60% do tecido de reparo (ARNOLD; WEST, 1991). A
angiogénese ocorre na matriz extracelular do leito da ferida com a migracao e estimulagao
mitogénica das células endoteliais (MENDONCA; NETTO, 2009). Esta angiogénese é
induzida pelos fatores de crescimento FGF, VEGF e TGF-p.

A proliferacdo das células endoteliais adjacentes e dentro da ferida leva a
deposicéo, de forma transitoria, de grandes quantidades de fibronectina na parede do vaso
(MENDONCA; NETTO, 2009 apud CLARK, 1996). Assim, a angiogénese requer a
expressdao de receptores para fibronectina pelas células endoteliais, organizando a
fibronectina como um canal, de modo a permitir o0 movimento das células endoteliais
(MENDONCA; NETTO, 2009 apud BROOKS, 1994).

Ao final desta etapa, o leito da ferida esta totalmente preenchido pelo tecido de
granulacdo, a circulagdo é restabelecida pela neovascularizagdo e a rede linfatica estd
passando por regeneracdo. Lentamente o tecido de granulacdo é enriquecido com mais

fibras coladgenas o que comeca a dar a regido lesada a aparéncia de cicatriz devido ao
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acumulo de massa fibrosa (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005 apud GUIDUGLI-NETO,
1987).

Fase de Remodelamento

Nessa fase do processo de cicatrizagcdo ocorre uma tentativa de recuperacdo da
estrutura tecidual normal. Esta fase € marcada por maturacdo dos elementos e alteracdes
na matriz extracelular, ocorrendo o depdsito de proteoglicanas e colageno (MENDONCA,;
NETTO, 2009).

A maturacdo da ferida tem inicio durante a 3% semana e caracteriza-se por um
aumento da resisténcia, sem aumento na quantidade de colageno. Ha um equilibrio de
producdo e destruicdo das fibras de colageno neste periodo, por acdo da colagenase. O
aumento da resisténcia deve-se a remodelagem das fibras de colageno, com aumento das
ligacOes transversas e melhor alinhamento do colageno, ao longo das linhas de tensdo. A
fase de maturacdo dura toda a vida da ferida, embora o aumento da forca ténsil se
estabilize, ap6s um ano, em 70 a 80% da pele intacta. (RUBIN et al., 2006; TAZIMA,;
VICENTE; MORIYA, 2008).

Com o decorrer do processo de maturagdo e remodelagem, a maioria dos vasos,
fibroblastos e células inflamatorias desaparece do local da ferida mediante processos de
emigracao, apoptose ou outros mecanismos desconhecidos de morte celular (ARNOLD;
WEST, 1991). As principais citocinas envolvidas nessa fase s&o: fator de necrose tumoral
(TNF-a), interleucina (IL-1), PDGF e TGF-B produzidas pelos fibroblastos, além das
produzidas pelas células epiteliais como EGF e TGF-  (MENDONCA; NETTO, 2009
apud KARUKONDA, 2000).

E consenso, atualmente, que a resolucdo completa de uma ferida, somente pode ser
considerada ap6s concluida a maturacdo e remodelagem da matriz extracelular. Este
processo ocorre lentamente levando muitos meses ou as vezes anos (BALBINO;
PEREIRA; CURI, 2005).

Os eosindfilos aparecem nas ultimas fases da reparacdo e podem estar relacionados
a producdo de fatores de crescimento (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005 apud TODD et
al., 1991). Quando a ferida completou o seu fechamento e os microorganismos foram
eliminados, os linfocitos constituem o subsistema leucocitario mais abundante em feridas
humanas (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005 apud ENGELHARD et al., 1998). Os
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linfécitos ndo somente sdo efetores imunes, mas também, produtores de fatores de
crescimento . De forma notavel, nesta etapa, eles sdo atraidos para a regido da ferida em
igual nUmero que os mondacitos e, a partir do décimo quarto dia, s&o os leucdcitos que
predominam na regido (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005 apud BLOTNIK et al., 1994).

QUADRO 1- Relacéo entre a etapa da cicatrizacdo e fatores de crescimento envolvidos.

ETAPA DA FATORES DE CRESICMENTO ENVOLVIDOS
CICATRIZACAO

Infiltracdo de neutréfilos TGF-B, MCP-1, MIP2/GRO-q, IL-6, IL-8, IP-10 e IL-10

Infiltragdo de macrofagos TGF- B, MCP-1, MIP1-a e IL-10

Fibroplasia e deposicdo de | TGF- B, ativina, MCP-1, PDGF, CTGF, CYR61, GM-

matriz extracelular CSF, FGF2, IGFs, IGF-1, NGF

Angiogénese MCP-1, IL-8, CTGF, CYR61, GM-CFS, FGF2,
VEGF-A, PLGF, HGF, Angiopoetinas, GRO-a e IP-10

Cicatrizagéo IGF-1, TGF-B, Ativina, CTGF, IL-6, IL-10

Reepitelizacao FGF2, FGF7, FGF10, EGF, TGF-a, HB-EGF, NDF,
IGFs, NGF, Ativina, MCP-1, IL-6, GM-CSF, Leptina,
GRO-o, e da reducédo de TGF-B, BMP-6, IP-10

Fonte: Adaptado de BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005.

Fatores que interferem na cicatrizacao

Muitos fatores interferem na cicatrizacdo de feridas como, nutricdo inadequada,
tecido necrético, corpos estranhos, bactérias, interferéncia no suprimento sanguineo,
blogueio dos vasos linfaticos, doencas sistémicas (ex: diabetes mellitus) e fatores
psicoldgicos (JACOB, 1990).

A boa irrigacdo das bordas da ferida é essencial para a cicatrizagdo, pois permite
aporte adequado de nutrientes e oxigénio. Entretanto, a boa vascularizacdo depende das
condicdes gerais e co morbidades do paciente. Uma ferida sem contaminagdo tambem
cicatriza melhor e mais rapido (TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008).

Os fatores gerais estéo relacionados as condicdes clinicas do paciente:
* Infeccéo: causa mais comum de atraso na cicatrizag&o;
» Idade: quanto mais idoso o paciente menos flexiveis sdo os tecidos. H4 uma

diminuicao progressiva de colageno;
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» Hiperatividade do paciente: dificulta a aproximacdo das bordas da ferida, repouso
favorece a cicatrizacao;

» Oxigenacao e perfusdo dos tecidos: doencas que alteram o fluxo sanguineo normal
podem afetar a distribuicdo dos nutrientes das células, assim como a dos
componentes do sistema imune do corpo. Essas condi¢des afetam a capacidade do
organismo de transportar células de defesa e antibidticos, o que dificulta o processo
de cicatrizacdo.

» Tabagismo: reduz a hemoglobina funcional e leva a disfuncdo pulmonar, o que
reduz o aporte de oxigénio para as células e dificulta a cura da ferida.

* Nutricdo: deficiéncia nutricional pode dificultar a cicatrizacdo, pois deprime o
sistema imune e diminui a qualidade e a sintese de tecido de reparacdo. As
caréncias de proteinas e de vitamina C afetam a sintese de coladgeno. A vitamina A
contrabalanca os efeitos dos corticdides que inibem a contracdo da ferida e a
proliferacdo de fibroblastos, vitamina B aumenta o numero de fibroblastos,
vitamina D facilita a absorcéo de calcio e a E é um co fator na sintese do colageno,
melhora a resisténcia da cicatriz e destrdi radicais livres. O zinco est4 envolvido no
crescimento celular e na sintese protéica, sendo indispensavel para a reparacdo dos
tecidos.

» Diabetes: diabetes melito prejudica a cicatrizacdo de ferida em todos os estagios do
processo

» Medicamentos: Os corticosterdides, os quimioterapicos e os radioterapicos podem
reduzir a cicatrizacdo de feridas, pois interferem na resposta imunoldgica normal a
lesdo. Eles interferem na sintese protéica ou divisdo celular agindo diretamente na
producdo de colageno. Além do mais, aumentam a atividade da colagenase,
tornando a cicatriz mais fragil.

» Estado Imunolégico: nas doengas imunossupressoras, a fase inflamatoria esta
comprometida pela reducdo de leucdcitos, com consequente retardo da fagocitose e
da lise de restos celulares. Pela auséncia de mondcitos a formacao de fibroblastos é
deficitaria.

Além destes fatores, longos periodos de internagdo hospitalar e tempo cirdrgico
elevado sdo também aspectos complicadores importantes para 0 processo de cicatrizagdo
(TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008; BLANCK, 2008).
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Ulceras diabéticas sdo um excelente exemplo de como alteracdes fisiologicas e
bioquimicas podem levar a cicatrizacdo deficiente. Eles geralmente ocorrem em pacientes
gue sdo incapazes de sentir e aliviar a pressao cutanea por causa da neuropatia. Isquemia
secundaria a doenga vascular impede a cura, reduzindo o fornecimento de oxigénio e
outros nutrientes. Pacientes diabéticos também s&o propensos a infecgdes por causa do
comprometimento da funcdo granulocitica e quimiotatica (SINGER; CLARK, 1999 apud
NOLAN et al., 1978). Outras anormalidades associada com Ulceras diabéticas incluem
inflamacdo prolongada, neovascularizacao prejudicada, diminuigdo da sintese de colageno,
aumento dos niveis de proteinases e funcdo defeituosa dos macréfagos (SINGER;
CLARK, 1999 apud FAHEY et al., 1991; LOOTS, 1998).

2.4 Laser Terapéutico

No processo de cicatrizacdo tecidual, as falhas de reparagdo mais importantes sao
as que ocorrem nos estagios iniciais, levando a acentuacdo de edema, reduzida
proliferacdo vascular e diminuicdo dos elementos celulares, tais como: leucdcitos,
macrofagos e fibroblastos. Consequentemente, ocorrendo baixa sintese de colageno e
aumento do risco de infeccdo. Tendo em vista estes agravamentos, estudos norteiam-se na
busca de novos métodos terapéuticos que possam solucionar, ou ainda, minimizar, as

falhas no processo de reparacéo tecidual.

Para o tratamento de feridas existem diversas técnicas e medidas que visam
acelerar o processo cicatricial. Dentre os tratamentos temos a laserterapia que é utilizada
para acelerar a recuperagédo da funcionalidade do tecido.

Devido a eficacia de procedimentos com laser no processo de cura, eles sdo
recomendados para a recuperacdo do tecido por induzir a vasodilatacdo, sintese de
colageno e aumento na oxigenacao dos tecidos (GONCALVES et al., 2010 apud IHSAN,
2005). De acordo com Enwemeka et al. (2004) (GONCALVES et al., 2010), todas as
fases do processo de cura sdo positivamente afetados pelo tratamento a laser, com
comprimento de onda e densidade de energia sendo fatores cruciais para 0 sucesso do
tratamento (GONCALVES et al., 2010 apud ZHANG, 2003).

Dentre os vérios efeitos do laser na célula, destaca-se sua acdo sobre a cadeia
transportadora de elétrons. Para Passarela (1984) (GONCALVES et al., 2010), os efeitos
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estimulatorios da laserterapia estd sob o0s fotorreceptores, que sdo importantes
componentes da cascata de eventos que ocorrem na cadeia respiratdria das mitocéndrias,
estimulando a transferéncia de elétrons, gerando mais Adenosina Trifosfato (ATP) e,
assim, influenciando o metabolismo celular. A magnitude do efeito biomodulador depende
do estado fisioldgico em que as células s@o encontradas no momento da irradiacdo, o que
explica o motivo pelos quais os efeitos ndo seguem uma padronizacdo (GONCALVES et
al., 2010 apud KARU, 2003; CHUKUKA, 2001). A biomodulacéo laser pode influenciar
as funcdes celulares, como estimulacdo ou inibicdo de atividades bioquimicas, fisioldgicas
e proliferativas (GONCALVES et al., 2010 apud DEBIE, 1998; BECKERMAN, 1992).

Albert Einstein, em 1916, descreveu pela primeira vez o fenémeno fisico da
emissao estimulada de radiacdo. A palavra LASER ¢ a abreviatura de "light amplification
by stimulated emission of radiation”, ou seja, amplificacdo da luz por emisséo estimulada
de radiacdo. E uma forma de radiagio ndo ionizante, altamente concentrada. O resultado
depende do tecido irradiado e do tipo de laser utilizado (NASCIMENTO, 2001; VIEIRA,
2006 apud ORTIZ et al., 2001a).

A diferenca entre os varios tipos de lasers é dada pelo comprimento de onda.
Quanto menor o comprimento da onda, maior sua acéo e poder de penetracdo. Os lasers
podem ser continuos ou pulsateis. Sua poténcia é expressa em watts (W), variando de
watts e megawatts e a energia medida em joules por centimetro quadrado (J/cm?2), sendo

igual a poténcia multiplicado pelo tempo de aplicacdo (ROCHA, 2004).

Os lasers sdo classificados em laser cirargico (alta poténcia) e laser ndo cirurgico
(baixa poténcia) que tem sido amplamente utilizada, incluindo tratamento visando alivio
da dor, tratamento de feridas cutaneas e venosas, visando rapidez e eficiéncia no processo
de cicatrizacdo. O laser de baixa poténcia reduz edema, controla o processo inflamatdrio,
aumenta a fagocitose, da sintese de colageno e da epitelizagdo (VIEIRA, 2006 apud
ORTIZ et al., 2001b).

A laserterapia de baixa intensidade (LBP) é um termo genérico que define a
aplicacdo terapéutica de lasers e diodos superluminosos monocromaticos com poténcia
relativamente baixa (<500 mW) para o tratamento de doencas e lesdes utilizando dosagens
(<35 J/lcm?) consideradas baixas demais para efetuar qualquer aquecimento detectavel nos
tecidos irradiados (STEFANELLO; HAMERSKI, 2006).
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Inimeros estudos tém sido realizados, em diversas células que fazem parte do
processo cicatricial, na tentativa de elucidar os mecanismos bildgicos, pela qual a radiacéo
laser pode estimular o processo regenerativo, com diferentes doses e diferentes tipos de
lasers (VIEIRA, 2006 apud LILGE et al., 2000; COTTA, 1987).

No final da década de 70, surgiram os lasers terapéuticos arseneto de galio (AsGa)
e arseneto de galio aluminio (AsGaAl), na faixa infravermelha, com emissdo de luz
visivel, variando a onda de 660 a 904 nm (VIEIRA, 2006 apud ORTIZ et al., 2001b).

O laser esta sendo utilizado em varias areas como medicina, odontologia,
fisioterapia. Na fisioterapia seu efeito é comprovado como analgésico, antiinflamatorio e
cicatrizante. Encontram-se relatos de seu uso em cicatrizacdo de feridas ha mais de 30
anos, embora muitos dos resultados descritos apresentem inconsisténcia, devido falhas na
descricdo da metodologia empregada e auséncia de embasamento cientifico
(NASCIMENTO, 2001).

A radiacdo laser apresenta efeitos priméarios (bioquimico, bioelétrico e
bioenergético), que atuam a nivel celular promovendo aumento do metabolismo, podendo
aumentar a proliferacdo, maturacdo e locomocdo de fibroblastos e linfécitos, intensificar a
reabsorcdo de fibrina, aumentar a quantidade de tecido de granulagdo e diminuir a
liberacdo de mediadores inflamatdrios, acelerando assim o processo de cicatrizagao.
(SILVA, 2010 apud RODRIGUES, 2006; FELICE; PINHEIRO; MENCHIK, 2009).

A partir de estudos clinicos e laboratoriais conclui-se que a laserterapia nédo
somente acelera determinados processos, mas também retarda outros, dependendo da dose
aplicada. Alguns autores recomendam que esta dose nédo ultrapasse 10J/cm2. A inibicao de
certas atividades acontece quando a célula recebe uma dose muito alta e entra em fadiga
(NASCIMENTO, 2001 apud BASFORD, 1995; RIGAU, 1996).

Como a biomodulacdo é baseada no efeito local, com o transporte de varias
substéncias por meio da membrana celular e tecidos, a densidade de poténcia mostra ndo
ser muito baixa, se a dose de tratamento € alta. Baixa poténcia ndo pode ser compensada
por aumento no tempo de exposicdo; porque a dosagem pode facilmente tornar-se muito

alta quando o laser é diretamente encostado na pele, membrana ou mucosa. Quando
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aplicacdo da laserterapia é pontual temos uma garantia que o tempo de tratamento ndo é
muito longo (NASCIMENTO, 2001 apud TUNER; HODE, 1999).

3.1 JUSTIFICATIVA

Ulceras de pressdo sdo lesbes decorrentes de isquemia tecidual local provocadas
pela alteracdo do reflexo de dor em pacientes com lesdo medular, pacientes debilitados,

idosos ou cronicamente doentes (COSTA et al., 2005).

A pressdo continua, forcas de cisalhamento e friccdo sobre a pele levam a isquemia
local que associada a deficiéncia de nutrientes leva a necrose tecidual. Podem se
desenvolver sobre proeminéncias dsseas (sacro, isquio, trocanter, calcaneo, regiao

occipital, o dorso do pé, o maléolo e a patela) (COSTA et al., 2005).

Pacientes com estas lesdes podem ser tratados com técnicas farmacoldgicas,
mecanicas, exercicios fisioterapeuticos. Entre os recursos mais utilizados, a laserterapia
de baixa intensidade (LBP) tem auxiliado na cicatrizacdo destas feridas por meio dos seus
efeitos biomoduladores (CORAZZA, 2005).

Foi observado que a fotoestimulacdo influencia a funcdo dos macréfagos na produgédo
de fatores de crescimento, os quais aumentam a proliferacdo celular (BUSNARDO et al.,
2010), estimula a neoformagdo de vasos sanguineos “in vitro” e “ in vivo”, e isto tem
elevada influéncia no processo de cicatrizacdo de feridas, atuando na remocao de
dendritos, restabelecendo o suprimento de oxigénio e nutrientes e aumenta a taxa
metabdlica (CORAZZA, 2005).

A prevaléncia de Ulceras de pressdo no ambiente hospitalar é extremamente alta. O
impacto econdmico do tratamento de Ulceras de pressdo € grande (KUHN, 2007). O
reparo tecidual mediado pelo LBP tem sido bastante estudado, porém com resultados
controversos e pouco reprodutiveis, devido a falta de detalhes sobre os parametros fisicos
nos experimentos. Muitos autores concordam que ha necessidade de protocolos
padronizados e melhor investigacdo controlada de alteragdes nos niveis celulares (SILVA,
2010 apud BORTOT, 2005).

Assim, uma avaliacdo dos diferentes fatores de crescimento associados a
progressao tecidual em lesdes ulceradas de pacientes acamados tratados com LBP faz-se

necessario para a verificagdo dos efeitos da laserterapia neste tipo de feridas.
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3.2 OBJETIVOS
Gerais

Analisar efeitos do Laser de Baixa Poténcia InGaAlP (indio-galio-aluminio-
Fosforo) em diferentes fatores de crescimento (IL6, TNF, VEGF, TGF) que participam do

processo de cicatrizacédo tecidual.
Especificos

1- Classificar macroscopicamente a Ulceras por pressdao segundo a National
Pressure Ulcer Advisory Panel (NPUAP, 2009);

2- Quantificar a expressdo génica dos fatores de crescimento em bidpsias do tecido

peri-ulcerado antes e apds laserterapia;

3- Relacionar os dados de expressdo génica com o estado clinico do paciente

durante o tempo da pesquisa;
4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Amostragem

Foram selecionados individuos internados na Santa Casa de Misericordia de Ponta
Grossa (SCMPG), que apresentassem UPP sacrococcigea e calcaneo, classificadas em
grau I, 111 ou IV segundo a NPUAP (2009), ambos o0s sexos, com idade entre 30 e 75
anos. Os individuos ou familiares/responsaveis deveriam aceitar participar da pesquisa e

assinar o Termo de Consentimento Livre e esclarecido (T.C.L.E).

Estes pardmetros seguiram o protocolo aprovado pela Comissdo de Etica em
Pesquisa em Seres Humano da Universidade Estadual de Ponta Grossa (COEP-UEPG,
protocolo nimero 07897/11, parecer 48/2011).

4.2 Coleta Amostras

A coleta do material foi realizada por médicos residentes da cirurgia geral da Santa
Casa de Misericordia de Ponta Grossa. Foram retiradas amostras do tecido peri-ulcerado
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(ao redor da ferida - tecido de granulacdo) de trés individuos pré e pds aplicacdo de

laserterapia.

O método mecanico com uso de lamina ou bisturi € o mais eficaz para remocéo
rapida e eficaz de tecido necrotico endurecido em Ulceras extensas, particularmente
quando existem sinais de infeccdo (celulite ou sépsis) (ROCHA; MIRANDA,
ANDRADE, 2006).

As amostras colhidas, logo ap6s a bidpsia, foram fragmentadas em pequenas
porcdes, para permitir a fixacdo rapida e uniforme do tecido e armazenadas em
RNAlater® para realizacdo do qRT-PCR.

4.3 Avaliacdo Macroscopica da ferida

Para classificacdo da ferida em graus (NPUAP, 2009) e quantificacdo da area pré e

pos aplicacdo da laserterapia foi utilizada fotografia e o programa Image Pro Plus 6.0®.
4.4 Tratamento feridas com Laser

Para aplicacdo da laserterapia o individuo era posicionado no leito afim de que a
Ulcera de decubito ficasse totalmente livre para aplicacdo da laserterapia na area peri-
ulcerada. As feridas foram irradiadas uma vez ao dia, com intervalo de 24 horas a cada
aplicagéo, totalizando 12 aplicagdes.

O aparelho de laser utilizado foi da marca Thera Lase® DMC, laser vermelho com
emissao visivel, meio ativo InGaAIP (Aluminio-galio-indio e fésforo), com poténcia util
do emissor de 100 mW, comprimento de onda de 660 nm, com densidade de energia de
2J/cm2. Aplicacéo foi pontual ao redor da lesdo, 1cm da borda da ferida e um ponto a cada

2 centimetros.
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Figura 6- Demonstracdo da Metodologia utilizada para aplica¢do da laserterapia em individuo com UPP
lombosacra

4.5 Avaliacdo microscopica das amostras
4.5.1 qRT-PCR (Protocolo Anexo 1)

O RNA total dos individuos foi extraido de aproximadamente 3 mm?3 de tecido
alvo (epiderme e derme) com o uso do kit comercial "llustra RNAspin Mini RNA Isolation
Kit" (GE Healthcare®), segundo as instrucdes do fabricante. Aproximadamente 1 pg do
RNA total foi utilizado para a sintese de fita do DNA complementar ("First-Strand cDNA
Synthesis Kit" - GE Healthcare®).

As amostras de cDNA foram entdo submetidas & ensaios de expressdo génica de
IL6, TNF, VEGF e TGF-B por Quantitative Real Time (qQRT-PCR) no equipamento
Stratagene Mx3005P, utilizando-se o "Brilliant Il SYBR® Green QPCR Master Mix"
(Stratagene®) com os primers comerciais (Quatin Tect Primer Assay - Qiagen).

O nivel de expressdo de cada gene alvo foi entdo normalizado para RNA
ribossémico 18S. Para anélise dos dados foi utilizado a formula, dois elevado a menos
delta delta Ct, método de quantificacdo relativa (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001).
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As amplificacbes (PCR) foram realizadas utilizando-se os seguintes componentes:
cDNA -15 ng; 10 uM primer forward; 10 uM primer reverse; Sybr Green (2X). A reagédo
foi completada com H20 miliQ autoclavada, finalizando um volume total de 20 pl para
cada amostra a ser testada. As amostras foram pré aquecidas a 95 °C por 10 minutos,
seguindo 40 ciclos repetidos de 95°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto, 72°C a 15
segundos. Finalizando com 1 ciclo para a curva de dissociac¢do, sendo: 95°C por 1 minuto,
55°C por 30 segundos, 95°C por 30 segundos. Sendo que para IL6, TNF, VEGF e TGF-$

a temperatura de aneling é de 60 °C (Protocolo 1).
4.6 Anélise estatistica

Os dados coletados foram processados e analisados com auxilio do programa
GraphPadPrismasStar 5.0 e a metodologia analitica Anova para comparar os valores antes

e apds tratamento.
5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo estdo organizados no capitulo correspondente ao artigo

cientifico



34

6 REFERENCIAS

ARNOLD, F.; WEST, D.C.; Angiogenesis in wound healing. Pharmacol. Ther. n. 52, p.
407-22, 1991. Disponivel em: <http://www.http://www.nature.com/jidsp/journal/v5/n1/
pdf/5640008a.pdf>. Acesso em: 18 set. 2012.

BALBINO, C.A; PEREIRA, L.M.; CURI, R. Mecanismos envolvidos na cicatrizacéo:
uma revisdo. Rev. Brasil. de Cién. Farm.. vol. 41, n. 1, jan./mar., 2005. Disponivel em:
<http://www.scielo.br/pdf/rbcf/v41n1/v41n1a03.pdf >. Acesso em: 06 ago. 2012.

BLANCK, Mara. Fisiopatologia das feridas. Enfermagem e Ulceras por pressdo: Da
Reflexdo sobre a Disciplina as Evidéncias nos Cuidados. Editor: Grupo ICE -
Investigacdo Cientifica em Enfermagem, 2008. Disponivel em:
<http://icemac.org/pdf/colectanea/ ci.pdf>. Acesso em: 12 Jun. 2012.

BLANES, L. Tratamento de feridas. Baptista-Silva JCC, editor. Cirurgia vascular: guia
ilustrado. Sao Paulo: 2004. Disponivel em: <http://www.bapbaptista.com>. Acesso em:
11 set. 2012.

BUSNARDO, V.L.; Simdes B. Os efeitos do laser hélio-nednio de baixa intensidade na
cicatrizacdo de lesGes cutaneas induzidas em ratos. Rev. Brasil. Fisiot. n. 14(1), p. 45-51,
2010. Disponivel em:<http://www.scielo.br/pdf/rbfis/v14n1/08.pdf>. Acesso em: 12 jan.
2011.

CORAZZA, AV. Fotobiomodulacdo comparativa entre o laser e LED de baixa
intensidade na angiogénese de feridas cutaneas de ratos. Sdo Carlos: 2005. Disponivel
em: <http://www.teses.usp.br/teses/.../82.../TDE_AdalbertoVieiraCorazza.pdf> Acesso
em: 21 jan. 2011.

COSTA, M.P.; STURTZ, G.; COSTA, F.P.P da; FERREIRA, M.C.; FILHO, T.E.P.B.
Epidemiological profile and treatment of pressure sores: experience with 77 cases. Acta
Ortop. Brasil. n. 13(3) - 2005. Disponivel em: <http://www.scielo.br
/pdf/aob/v13n3/en _25672.pdf>. Acesso em: 12 jan. 2011.

EMING, S.A.; KRIEG, T.; DAVIDSON, J.M. Gene therapy and wound healing. Clin.
Dermatol. n. 25, p. 79-92, 2007. Disponivel em:
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12822 728>. Acesso em: 18 set. 2012.

FERREIRA, L. M.; CALIL, J. A. Etiopatogenia e Tratamento das Ulceras por pressao.
Rev. Diag & Trat. n. 6 (3), p. 36-40, 2001. Disponivel em: <http://www. Acesso em: 30
jul. de 2012.

GOLDMAN, L.; AUSIELLO, D. Cecil: Tratado de Medicina Interna. 22 ed. Rio de
Janeiro: Elsevier, 2005. 3000 p.

GONCALVES, R.V.; MEZENCIO, J.M.S.; BENEVIDES, G.P.;, MATTA, S.LP;
NEVES, C.A.; SARANDY, M.M.; VILELA, E.F. Effect of gallium-arsenide laser,



35

gallium aluminum arsenide laser and healing ointment on cutaneous wound healing in
Wistar rats. Braz. J. of Med. and Biol. Res., n. 43, p. 350-355, 2010. Disponivel em:
<http://www.scielo.br/pdf/bjmbr/v43n4/7707.pdf>. Acesso em: 17 dez. 2011.

GUYTON, Arthur C.; HALL, John E. Tratado de Fisiologia Médica. 9 ed. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan, 1996.

JACOB, S.W.; FRANCONE, C.A.; LOSSOW, W.J. Anatomia e Fisiologia Humana. 5
ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 1990.

KNIGHTON, D.R; FIEGEL, V.D.; AUSTIN, L.L.; CIRESI, K[F.; BUTLER, E.L.
Classification and treatment of chronic nonhealing wounds. Presented at the 106th
Annual Meeting of the American Surgical Association, Hot Springs, Virginia, April 24-
26, 1986. Disponivel em: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1251286/>.
Acesso em: 27 jan. 2012,

KITCHEN, S. Eletroterapia: Pratica baseada em evidéncias. 11. ed. Sdo Paulo:
Manole, 2003.

KOTTKE, F.; LEHMANN, J. Tratado de Medicina Fisica e Reabilitacdo de Krusen. 4
ed. Sdo Paulo: Manole, 1994. 1060p.

KUHN, A. Aplicacdo do laser de baixa intensidade no tratamento da mucosite oral
induzida por quimioterapia e/ou radioterapia. Porto Alegre: 2007. Disponivel em:
<http://www.lume.ufrgs.br/bitstream/handle/10183/8987/000593677.pdf?sequence=1.
Acesso em: 22 jan. 2011.

LIVAK, J.K.; SCHMITTGEN, T.D. Analysis of Relative Gene Expression Data Using
Real-Time Quantitative PCR and the 22DDCT Method. Methods, v.25, p. 402-408,
2001. Disponivel em:<http://dingo.ucsf.edu/twiki/pub/Cores/BioinformaticsCore/QPCR
/Livak _Schmittgen2001.pd>. Acesso em: 20 jan. 2012.

MENDONCA, R.J.de.; NETTO, J.C. Aspectos Celulares da Cicatrizacdo. An. Bras.
Dermatol. n. 84, p. 257-62, 2009. Disponivel em: <http://www.scielo.br/scielo.php?
script=sci_arttext&pid=S036505962009000300007&Lang>. Acesso em: 22 nov. 2011.

NASCIMENTO, P.M. Efeito da variacdo da intensidade e do comprimento de onda do
laser ndo cirargico em feridas cirargicas em dorso de ratos: estudo histologico. 2001.
Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Biomeédica). Universidade do Vale do Paraiba.
Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento, Sdo José dos Campos. Disponivel em:
<http://http://biblioteca.univap.br/dados/000001/00000132.PDF>. Acesso em: 15 jun.
2012

NATIONAL PRESSURE ULCER ADVISORY PANEL. Classificagdo da Ulceras por
pressdo. 2009. Disponivel em: <http://www. npuap.org>. Acesso em: 10 ago. 2012.

PIERCE, G. F.; TARPLEY, J. E.; ALLMAN, R. M.; GOODE, P.S.; SERDAR, C. M.;
MORRIS, A. B.; MUSTOE, T. A.; BERG, J. V. Tissue Repair Processes in Healing
Chronic Pressure Ulcers Treated with Recombinant Platelet-Derived Growth Factor BB.



36

Am. Journ. of Pathol.,, Vol. 145 No. 6, December 1994. Disponivel em:
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1887508/>. Acesso em: 20 jun. 2012.

ROCHA, J.C.T. Terapia laser, cicatrizagdo tecidual e angiogénese. Rev. Brasil. em
Promocdo da Saude, Universidade de Fortaleza Brasil. ano/vol.17, n. 001, p. 45-48,
2004. Disponivel em:<redalyc.uaemex.mx/.../ForazarDescargaArchivo.jsp?...Terapia
%20las>. Acesso em: 20 set. 2012.

RUBIN, E.; GORSTEIN, F.; RUBIN, R.; SCHWARTING, R.; STRAYER, D.; Patologia.
Bases Clinicopatoldgicas da Medicina. 4 ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2006.

SILVA, A.M.da.; DANTAS, R.L.; LIMA, R.O.; OLIVEIRA, U.B.G.de.; CARVALHO,
K. de C. Andlise dos efeitos do laser de baixa poténcia (AsGa) em diferentes
comprimentos de onda relacionadas a cicatrizacdo de tecidos. X simposio UESPI.
Disponivel em: <http://www.uespi.br/prop/XSIMPOSIO/TRABALHOS/PRODUCAO/
Ciencias%20da%?20Saude. Acesso em: 21 nov. 2011.

SINGER, A.J.; CLARK R.A. Cutaneous wound healing. The New England Journal of
Medicine. n. 341, p. 738-46, 1999. Disponivel em:<http://www.sassit.co.za/Journals
[Trauma/Head%20injuries/Cutaneous%20wound%20 healing%?20review%20NEJM.pdf>.
Acesso em: 27 jan. 2012.

STEFANELLO, T. D.; HAMERSKI, C. R. Tratamento de Ulcera de pressao através do
laser AsGa de 904 nm - um relato de caso. Arg. Ciénc. Saude. Unipar, Umuarama, v. 10,
n. 2, p. 99-103, mai./ago. 2006. Disponivel em:<http://revistas.unipar.br/saude/
article/viewFile /273/244>. Acesso em: 30 jul. 2012.

STREIT, M.; VELASCO, P.; RICCARDI, L.; SPENCER, L.; BROWN, L.F.; JANES, L.;
et al. Thrombospondin-1 suppresses wound healing and granulation tissue formation in the
skin of transgenic mice. EMBO J. n. 19, p. 3272-82, 2000. Disponivel
em:<http://www.nature.com/ emboj/journal/v19/n13/ pdf/ 7593147a.pdf>. Acesso em: 25
abr. 2012.

TAZIMA, M.de F. G.S.; VICENTE, Y.A.de M.V. E A.; MORIYA, T. Biologia da Ferida
e cicatrizagdo. Simposio: FUNDAMENTOS EM CLINICA CIRURGICA - 12 Parte
Capitulo Il. Medicina (Ribeirdo Preto). n. 41 (3), p. 259-64, 2008. Disponivel em:
<http://www.fmrp.usp.br/revista/2008/VOL41N3/SIMP_2Biologia_ferida_cicatrizacao.
pdf>. Acesso em: 18 set. 2012.

VIEIRA, S.A.L. Efeito do laser de baixa poténcia na cicatrizacédo de feridas cutaneas
experimentais. Dissertacdo, Universidade de Franca. Mestrado em promocdo de Salde.
2006.

WERNER, S.; GROSE, R. Regulation of wound healing by growth factors and cytokines.
Physiol Rev. n. 83, p. 835-70, 2003. Disponivel em: <http://physrev.physiology.org/
content/83/ 3/835.full. pdf+htmlI>. Acesso em: 09 ago. 2012.



Capitulo 1

Inflamacé&o: entre a regeneracao e a cicatrizagdo

37



38

Capitulo 1

Inflamacé&o: entre a regeneracéo e a cicatrizagdo
Anelice Calixto Ruh, Daniel Fernandes e Giovani Marino Favero
Resumo

O reparo e a regeneracao tissulares sdo processos complexos, o primeiro envolve
varios tipos celulares e mediadores que regulam a cicatrizacdo sendo dependente de uma
série de fatores. A regeneracdo tissular por sua vez, envolve a producdo de blastema e
remodelamento do tecido, restaurando as funcdes e integridade, sem formacéo de cicatriz.
No processo evolutivo das espécies percebemos que alguns organismo tém a capacidade
de regeneracdo total e outros apenas de cicatrizacdo. As salamandras, hidra, caranguejos,
peixes, por exemplo, possuem a capacidade de regenerar por completo partes perdidas, ja
0 homem tem este capacidade limitada a alguns 6rgaos, ou parte deles, como figado,
epiderme e até certo ponto os nervos. Em varios estudos observamos que o feto tem a
capacidade de reparar tecidos através de um processo que se assemelha a verdadeira
regeneracdo. As células e citocinas do sistema imunoldgico sdo centrais para 0S processos
de repracéo tecidual e cicatrizacdo de feridas. O objetivo deste trabalho foi analisar, em
uma visdo evolutiva, aspectos que delineiam a fronteira entre a regeneracao e a
cicatrizacao a partir de um processo inflamatério lesivo inicial.

Palavras-chave: Regenerac&o, cicatrizacao, evolucéo.

Abstract
Inflammation: between regeneration and healing

Tissue repair and regeneration are complex processes; the former involves several
cell types and mediators which regulate healing and is dependent on a series of factors.
The latter involves the production of blastema and tissue remodeling, restoring functions
and integrity, without the formation of scars. In the species evolutionary process, it can be
observed that some organisms have total regeneration capability while others can only
heal. Salamanders, hydras, crabs, fish, for example, can totally regenerate lost parts,
whereas the human being has this capability limited to some organs, or parts of them, such
as the liver, the epidermis and the nerves up to a certain point. In several studies, fetuses
have been observed to repair tissues through a regeneration-like process. The
immunological system cells and cytokines are vital to the tissue repair processes and
wounds healing. The aim of this work was to analyze, under an evolutionary perspective,
aspects which mark the borders between regeneration and healing following an initial
lesion inflammatory process.

Key-words: Regeneration, healing, evolution.
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Introducéo

Apo6s uma lesdo, varias vias intracelulares e intercelulares sdo ativadas para que a
integridade e homeostase do tecido sejam restauradas. Componentes celulares do sistema
imune (neutrofilos, monacitos, linfocitos e células dendriticas), cascata de coagulacédo
sanguinea e vias inflamatdrias sdo mobilizadas levando a diferenciacdo, proliferacéo e
migracdo celular para recuperacdo tecidual, esta ativacdo por uma diversidade de
mediadores inflamatorios (SINGER; CLARK, 1999; AARABI et al., 2007).

Os mediadores inflamatérios sdo liberados concomitante e sequencialmente e
atuam amplificando e influenciando a evolucdo desta resposta. Destacam-se as moléculas
vasoativas que atuam alterando o calibre dos vasos bem como aumentando a
permeabilidade vascular. Além disso, hd formacdo de fatores quimiotaticos que recrutam
leucdcitos do compartimento vascular até o tecido lesado. Esses leucdcitos recrutados
secretam outros mediadores inflamatérios que incrementam ou inibem a resposta
inflamatdria (RUBIN et al., 2006).

Existem varias citocinas envolvidas no processo inflamatério, como as
interleucinas 1, 6, 8, 13, 10 que ativam células inflamatérias e as citocinas proé-
inflamatorias como o fator de necrose tumoral (TNF) que ativa células endoteliais e
tissulares (RUBIN et al.,, 2006; RIBEIRO et al., 2010). O fator transformador de
crescimento beta (TGF-p), fatores de crescimento derivados de plaquetas (PDGF) e fatores
de crescimento epidérmico (EGF) estimulam a proliferacdo de fibroblastos, secrecdo de
matriz e induz o recrutamento de leucdcitos (AARABI et al., 2007).

Para a maioria das lesdes o reparo tecidual ocorre pela formagcdo de um tecido
fibroso produzido principalmente por células como os fibroblastos denominado, cicatriz.
Em alguns organismos eucarioticos a resposta a lesdo é a regeneracdo total do tecido
original. Os humanos tém essa capacidade de regeneracdo total durante o desenvolvimento
pré-natal, mas esta capacidade é perdida durante a vida adulta e porque isto ocorre € um
processo ainda ndo compreendido (Figura 1) (GURTNER et al., 2008).

Ao longo da historia foram sendo relatados casos de regeneracéo total de tecidos.
Em 1712, um bidlogo chamado de Réaumur (René-Antonie Ferchault de Réaumur [1683-
1757]) apresentou uma ilustragcéo detalhada da regeneracdo de parte de uma lagosta. Em
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1740, um jovem professor Suico, Trembley Abraham (1710-1784), relatou um
procedimento em que fragmentou um polipo em duas partes, sendo que cada uma
conseguiu se regenerar e formar um novo polipo completo estruturalmente, dando assim
inicio aos estudos de regeneracdo em metazodarios (LOPES, 2010).

Figura 1: Esquema representando a divisdo do processo de reparo tecidual e definicdo entre regeneracdo e
cicatrizacao.
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Fonte: Os Autores.

Em 1768, foram relatadas propriedades regenerativas em minhocas, caracois, em
patas, cauda e garra de salamandras. Em 1839, o cientista britanico Charles Darwin relata
que fez um corte transversal em uma planaria, partindo-o em duas partes quase iguais,
notando que o animal havia se regenerado em aproximadamente quinze dias, formando
dois individuos perfeitos de corpo e formato normal. Em 1901, chegou-se a definigdo que
regeneragcdo € o processo biologico que consiste no reparo do tecido ap6s uma lesdo
(LOPES, 2010).

Reddien, Alvarado (2004) citam que animais gque conseguem regenerar partes
perdidas possuem células estaminais (célula-tronco) que tém o potencial de se diferenciar

em todos os tipos de tecidos e que fazem continua substituicdo de células danificadas ou
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em envelhecimento. Leri et al. (2002) em seu estudo cita que células ja diferenciadas
possam proliferar em resposta a agressdes teciduais. Um destes animais sdo as planarias,
elas possuem células indiferenciadas em grande quantidade em seu corpo que migram para
locais onde células estdo morrendo ou para areas em que houve alguma perda tecidual e se

diferenciam em células especificas daquele tecido lesado (LOPES, 2010).

Salamandras também sdo capazes de regeneracdo de membros atraves da formacao
da blastema (uma massa de células de linhagem progenitoras restritas) apos a perda do
membro. Ja os mamiferos tem uma limitada capacidade de regeneragdo. Entretanto, Seifert
et al. (2012) em seu estudo com ratos Africanos (Acomys) relata que ap6s furos nas
orelhas os ratos sofreram regeneragdo total de foliculos de cabelo, glandulas sebéaceas,
derme e cartilagem. O mesmo ressalta a importancia de investigar fendmenos
regenerativos fora de organismos modelo convencionais, e sugere que os mamiferos
podem reter uma maior capacidade de regeneracdo do que se acredita. Entender os
processos envolvidos na regeneracdo desta espécie pode ser util na identificacdo de
mecanismos para promover a regeneracdo em vez de fibrose e cicatrizes nos demais

mamiferos.

O objetivo deste trabalho foi analisar, em uma visdo evolutiva, aspectos que
delineiam a fronteira entre a regeneracao e a cicatrizacao a partir de um processo

inflamatério lesivo inicial.

Regeneracéo

Em 1901, Thomas Hunt Morgan escolheu para concluir seu livro "Regenera¢édo"
esta frase: "O processo regenerativo € um dos atributos fundamentais dos seres vivos".
N&o muito tempo atrds, esta observacdo teria sido considerada incorreta, ja& que a
regeneracdo é geralmente associado a um poucos organismos, como hidra, planarias e
salamandras. No entanto, a descoberta de regeneracdo do figado em ratos e nos seres
humanos, e as manifestacdes mais recentes de eventos regenerativos ocorrendo no sistema

nervoso central validam a da fundamentagdo Morgan (ALVARADO, 2000).

A regeneracgdo é a organizacdo tecidual com a substituicdo das células mortas ou
lesadas por novas células, idéntica as originais, promovendo a restituicdo total e a
funcionalidade do tecido. A sequencia de eventos que seguem a um infarto do miocardio é
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muito semelhante a que ocorre apos uma lesdao da medula espinhal ou uma queimadura.
Do mesmo modo ocorre a formacéo da cicatriz que leva a disfuncdo do tecido aonde quer
que ocorra (MESCHER; NEFF, 2005).

A regeneracdo € um atributo a quase todos 0s seres vivos, mesmo que seja simples
ou até completa de partes perdidas (membros, cauda, cabeca). Este € um processo
altamente conservado ao longo da evolugdo. Se observamos a escala evolutiva percebemos
que em todos os filos hd organismos com capacidade de regeneracdo, embora ela seja
variavel entre os diferentes seres vivos (ALVARADO; TSONIS, 2006).

Espécies com maior quantidade de tecidos diferenciados apresentam menor
capacidade regenerativa. Mamiferos tem capacidade regenerativa limitadas em
comparacdo com outros filos, considerando a alta reestruturacéo celular destes. O figado e
um dos poucos 6rgaos do corpo humano que pode regenerar-se em 70% sem a formacao
de cicatriz (MESCHER; NEFF, 2005).

Sabe-se que alguns organismos, como a plandria e as hidras, conservam
populacdes de células-tronco durante sua vida e que sdo utilizadas para o processo de
regeneracdo tecidual total. Diferentes das células-tronco "adultas™ encontradas em tecidos
humanos e mamiferos, que tem uma capacidade restrita para o desenvolvimento de
diferentes tipos de células. Nas planarias as células-tronco estdo distribuidas ao longo do
seu corpo e quando um dano acontece estas celulas realizam reparos especificos
(GARCIA, 2007).

Nos Metazoarios, 0 processo regenerativo se manifestam em diferentes graus de
complexidade, mas geralmente caem em duas categorias principais: morfalaxia e
epimorfose. Regeneracdo morfoldxia é a restauracdo de estruturas danificadas ndo
dirigidos por proliferacdo celular, mas pela remodelacdo das partes restantes do corpo. A
regeneracdo epimorfica, requer a proliferacédo celular e depende da formacédo da blastema.
A blastema é geralmente associada com a regeneracdo de estruturas muito complexas, tais
como os membros, caudas e até mesmo cabeca. A formagdo de blastema ocorre em varios
filos que podem partilnar uma origem evolucionaria comum e, portanto, um comum
complemento genético (ALVARADO, 2000).
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Os platelmintos representam um ponto de transicdo no ponto de vista evolutivo. As
planarias possuem caracteristicas anatdmicas, morfoldgicas e estrutural, que poderiam ter
sido plataformas para evolucdo dos tecidos e 6rgdos altamente especializados encontrados
em organismos mais evoluidos (Figura 2) (NEWMARK; ALVARADO, 2002).

Figura 2: Esquema de Representagdo Evolutiva, destacando os platelmintos como ponto de transigdo

evolutiva.
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Fonte: Os Autores.

Quando comparado com a cicatrizacdo de feridas fetal em mamiferos, a
cicatrizacdo de feridas adulto é uma resposta a lesdo que sacrifica a regeneracdo do tecido
original, para um tampdo de matriz rapida, ou cicatriz, que protege 0 organismo contra
infeccOes e trauma. Esta resposta € evolutivamente conservada e permite que o organismo

adulto possa sobreviver, apesar do ambiente extra-uterino (AARABI et al., 2007).

Ao nivel molecular, o processo de regerenacédo tecidual apresenta muitos aspectos
desconhecidos. Até agora, a maior parte dos estudos moleculares da regeneragdo tem
usado planarias que sdo modelos genéticos conhecidos e tém se limitado ha estudos de
modelos homologos que ja tem identificado seus genes reguladores do processo de

reparacao. Pouco se sabe sobre as semelhancas e diferencas que existem entre regeneracéo
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e embriogénese, métodos para estudar este problema sdo necessarios (NEWMARK;
ALVARADO, 2002).

Grandes sequéncias de DNA obtidas de planarias D. Japonica e S. Mediterranea
agora estdo sendo usadas para gerar microarranjos para a determinacdo da expressdo do
gene, perfis que definem o0s processos regenerativos e para identificacdo de genes
especificos do sistema nervoso central. Estes estudos irdo permitir a identificacdo de
genes, a transcricdo que é regulada durante as varias etapas regeneracdo, cicatrizacdo de
feridas e do padrdo de proliferacdo. Tais moléculas podem ser estudadas em maior
detalhe: examinando o padrdo de expressdao génica e usando RNA para descobrir a
inibicdo de qual gene que resulta em uma ruptura do processo regenerativo (NEWMARK;
ALVARADO, 2002).

Antes que todo o potencial da planaria como modelo pode ser realizada, deve-se
descobrir quais as condi¢Oes ideais para a cultivo (manter, expandir e diferenciar) in vitro
de neoblastos (pequenas células indiferenciadas) (KNAKIEVICZ, 2007; NEWMARK;
ALVARADO, 2002).

Um exemplo de regeneracdo entre os vertebrados € o peixe zebra, que pode
regenerar completamente seu coracdo ap6s amputacdo de até 20% do ventriculo. J& os
mamiferos ndo apresentam capacidade regenerativa do miocardio, mas ha uma iniciativa
crescente para determinar se os cardiomiocitos existentes ou células progenitoras podem
ser induzidas a provocar uma resposta regenerativa (POSS et al., 2002; JOPLING et al.,
2010).

Para abordar diretamente a fonte de cardiomiocitos recém-formadas durante
regeneracdo cardiaca do peixe zebra, primeiro estabeleceu uma estratégia genética para
rastrear a linhagem de cardiomidcitos no peixe adulto. No estudo de Jopling et al. (2010)
eles usaram este sistema para mostrar que as celulas do miocardio regeneradas sdo
derivadas da proliferacdo de cardiomidcitos diferenciados. Além disso, mostraram que a
proliferacdo de cardiomidcitos podem sofrer desdiferenciacdo limitada caracterizada pela
desmontagem da sua estrutura sarcomérica, desprendimento de um outro e a expressao de

reguladores de progresséo do ciclo celular.
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O peixe zebra consegue regenerar 0 coracdo, e isso parece estar relacionado com
uma menor reposta inflamatéria que permite que este processo ocorra de forma
equilibrada. Em humanos isso ndo acontece. Mesmo quando células tronco sdo injetadas
elas acabam ndo conseguindo formar novas células cardiacas e parte disso pode ser
consequéncia da inflamagdo que cria um ambiente inadequado para regeneragdo
(SEGERS; LEE, 2008). Em alguns organismos, como mamiferos, a regeneracdo tecidual

total ndo ocorre o0 que leva ao processo de cicatrizagéo.

Cicatrizacéo

A resposta a lesbes em organismo complexos como mamiferos apresenta uma
capacidade de reparo limitada (COSTA et al., 2009). Em mamiferos adultos, o processo
de reparo ocorre pela substituicdo de células maduras, mas ndo de 6rgéos, e ha formacao
de cicatriz, diferente do que é observado em invertebrados ou anfibios (GOUREVITCH et
al., 2003).

Cicatriz é caracterizada por fibroblastos e uma matriz extracelular desorganizada,
principalmente colageno. Embribes e fetos podem reconstituir a pele apds lesdo sem a

formacéo de tecido cicatricial.

O figado é um dos poucos 6rgdos de mamiferos adultos que pode regenerar-se a
70% por si sO, sem a formacéo de cicatrizes. Além disso, os coelhos adultos séo capazes
de fechar furos orelha, regenerando a pele, cabelo, vasos sanguineos, nervos, musculos e
cartilagem. Um caso semelhante de regeneracdo mais tarde foi descoberto por acaso em
ratos MRL que aconteceu o fechamento da lesdo na orelha, no prazo de 30 dias (GARCIA,
2007; COSTA et al., 2009).

Alguns estudos tém associado diferencas no processo de cicatrizagdo com
diferencas na atividade imunoldgica. Sugerem que a ocorréncia de processos inflamatorios
mais duradouros e a participacdo de linfocitos prejudica a regeneragdo. A idade do
organismo também influencia no tipo de cura da ferida, se por regeneracdo ou
cicatrizacdo. Feridas em mamiferos fetais curam por regeneragdo, por diferenga na
composicao da matriz extracelular, fatores de crescimento ou niveis de citocinas (COSTA
et al., 2009).
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A cicatrizacdo constitui de trés fases: fase inflamatoria (0-2 dias), formacdo de
novos tecidos (5-20 dias) e um estagio de remodelacdo (>21 dias), no qual juntas,
envolvem a participacdo de muitos genes. A fase inflamatdria se caracteriza por
vasoconstri¢do, ativacdo de plaquetas que ativam a cascata de coagulacdo iniciando a
formacdo de uma matriz de fibrina, permitindo a migrag&o celular. Os neutroéfilos sdo as
primeiras células a infiltrar a lesdo, destruindo microorganismo invasores, juntamente com
0s macrofagos produzem fatores de crescimento que estimulam a angiogénese e a
fibrinogénese. A formacdo de novos tecidos é caracterizada por proliferacdo e migracédo
celular permitindo o inicio de cobertura da lesdo. Na fase final, de remodelamento, ocorre
uma transicdo de tecido de granulacdo em tecidos maduros com cicatriz (Figura 3)
(CANHAMERO, 2009).

Figura 3: Esquema demonstrando o processo de cicatrizacéo tecidual.
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Fonte: Os Autores.

Este processo exige a participacdo de varias enzimas proteoliticas, incluindo
metaloproteinases da matriz. Estudos demonstraram que as metaloproteinases tém um
papel importante na desagregacdo da matriz provisoria formada apds o ferimento por

quebrar varios componentes da matriz extracelular, incluindo colageno do tipo IV,
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fibronectina, laminina, entactina e elastina, bem como a clarificacdo dos restos celulares e
fibrilas que rodeiam o leito da ferida, ajudando a formacdo da blastema. Apos lesdo em
planérias a liberagdo de metaloproteinas estdo envolvidas na remodelacdo e regeneracao
de partes do seu corpo (GOUREVITCH et al., 2003).

E dificil determinar que via sinalizadora foi perdida durante a evolugdo dos
vertebrados, o que resultou na incapacidade de regenerar estruturas complexas, como
membros. Uma série de observacgdes classicas e recentes chamam a atencdo para o papel
da regeneracao dos nervos periféricos no resultado final do reparo de uma area perdida. A
denervacéo prévia, ou na fase inicial da regeneracao, ap6s a amputacdo de um membro da
salamandra, impede que um novo membro seja restaurado, enquanto a perda da fungéo
nervosa na fase tardia do processo ndo tem mais efeito sobre o resultado final. A supressao
natural da regeneracdo axonal ocorre em mamiferos, e a inibicdo desse processo
potencialmente favorece a recuperacdo funcional de tecidos agredidos. Por exemplo,
oligodendrdcitos sdo responsaveis pela formacdo da bainha de mielina dos axénios no
sistema nervoso central e expressam inibidores da regeneracdo axonal associados a
mielina, como Nogo-A. Anticorpos neutralizantes contra Nogo-A aumentam a
recuperacdo funcional em graus variaveis nos modelos experimentais de lesdo da medula
espinhal. Em recente relato da inibigdo de Nogo-A em saguis (Callithix jacchus), um
aumento da regeneracdo de fibras nervosas foi observado apds lesdo da medula espinhal.
Ainda ndo esta claro como esses achados podem ser relacionados a capacidade de
regenerar estruturas ndo axonais. No entanto, eles demonstram que existem vias inibitorias
da regeneracdo nervosa em mamiferos e que esse poderia ser o principal diferencial entre
mamiferos e urodelos (SANTOS; ATHANAZIO, 2006).

Discussao

A reparacdo e a regeneracdo se desenvolvem apos respostas inflamatdrias, sendo a
inflamagdo por si sO a resposta priméria a lesdo tissular. A inflamagdo aguda transitoria
pode sofrer resolucdo completa, com elementos parenquimatosos lesados localmente
sendo regenerados sem formacgdo importante do tecido cicatricial. Por exemplo, na
recuperacdo de uma queimadura solar moderada, pequeno numero de células inflamatdrias
agudas temporariamente acompanha a vasodilatacdo transitoria abaixo da epiderme lesada

pelo sol. Por outro lado, a inflamacdo aguda progressiva, com surgimento de inflamacéo
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com predominio de macroéfagos, € intrinseca a sequencia de elaboracdo e reparacdo do
colageno (RUBIN et al., 2006).

Os locais de reparacdo variam na quantidade de destruicdo tissular local, por
exemplo, uma incisdo cirurgica deixa pouco ou nenhum tecido desvitalizado, por outro
lado necrose irregular e disseminada faz com que a inflamagéo aguda tenha que persistir
para liquefazer o tecido necrotico, assim, o reparo ndo pode progredir até que as estruturas
necroticas sejam removidas. Quanto mais tempo persiste 0 processo inflamatorio mais

tempo leva a cura tecidual levando a reparacgéo por tecido fibrético (cicatrizacao).

Alguns processos regenerativos podem ser pensados como uma recapitulacéo
parcial da morfogénese embrionéria a partir de células-tronco pluripotentes. Ao contrario
das salamandras, 0s seres humanos ndo conseguem regenerar 0s membros, porém existem
exemplos notaveis de processos regenerativos no 0sso, muasculo esquelético e figado. A
medula 6ssea contém células-tronco e 0 0sso é um deposito protegido com capacidade de
acesso imediato a circulagcdo. As células-tronco endoteliais foram implicadas na
angiogeénese tissular e podem suplementar hiperplasia endotelial durante a regeneragéo de

Vasos sanguineos.

Em um estudo sobre regeneracdo dos midcitos do peixe zebra, Segers, Lee (2008)
indicaram que células-tronco ou progenitoras ndo sdo significativamente envolvidas neste
processo de regeneracdo. Entdo para examinar a contribuicdo feita por cardiomidcitos
diferenciados na regeneracdo cardiaca foi realizada uma série de amputacao experiéncias
em peixes zebra adultos. Cerca de 20% do ventriculo foi removido, e a regeneracdo
cardiaca foi posteriormente avaliada aos 7, 14 e 30 dias apds a amputacdo. Aos 7 dias apos
a amputacdo, grande parte do tecido faltando tinha sido substituido por fibrina e codgulo
de colageno. Aos 14 dias ap6s a amputacdo, os cardiomiocitos no interior do tecido foram
uniformes com apenas um pequeno coagulo de fibrina restante. No geral, esse estudo
mostrou que a regeneracdo do coracdo do peixe zebra é impulsionada principalmente por

cardiomidcitos pré-existentes, em vez de células progenitoras como sugerido previamente.

O epitélio intestinal renova-se constantemente e é substituido por células-tronco
que residem nas criptas de Lieberkuhn. A regeneracdo hepéatica pode ocorrer por células-

tronco quando os hepatdcitos sao lesados por hepatite viral ou por toxinas. E o figado pode
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recrescer ap0s hepatectomia parcial por resposta hiperplasica dos hepatdcitos
diferenciados maduros, e em sua maior parte ndo envolve células-tronco (RUBIN et al.,
2006; MICHALOPOULOS; DEFRANCES, 1997).

No estudo sobre a regeneracdo muscular esquelética, Pertille et al. (2012) relatam
que ocorre um declinio da cicatrizacdo de lesdes musculo esqueléticas com a idade. Eles
estudaram também os efeitos do laser de baixa intensidade no processo de cicatrizacao de
ratos idosos e concluiram que o laser mostrou eficacia na regeneragdo muscular em

animais idosos somente por meio do seu efeito anti-inflamatorio.

Os midcitos do coracdo humano sdo células diferenciadas, permanentes e
indivisiveis. No entanto, estudos recentes fornecem evidéncias de regeneracdo minima de
midcitos a partir de células-tronco ou de reserva, ndo se definiu a origem destas células, se
elas residem no miocardio ou se migram de locais desconhecidos apds a lesdo. A necrose
do miocérdio cicatriza pela formacéo de tecido de granulagdo e consequente formacéo de
tecido conjuntivo. Esta cicatrizacdo resulta na perda de elementos contrateis, diminui a

eficacia de contracdo do tecido fibrético no miocardio sobrevivente (RUBIN et al., 2006).

As feridas fetais cicatrizam sem a formagdo de tecido conjuntivo embrionario. A
falta de cicatriz é atribuida a epiderme embrionaria de dupla camada (comparada com a
derme estratificada do adulto), & auséncia de TGF-B na pele fetal, apresentam mais
metaloproteinases do que a pele do adulto. Uma circunstancia que promove resolucédo sem
cicatriz. Na reepitelizacdo do adulto as células epiteliais avancam através da superficie da
ferida e no feto as células epiteliais sdo tracionadas para frente pela contracdo de fibras de
actina (RUBIN et al., 2006).

Em seu estudo Harty et al. (2002) relata que a qualidade de cura do feto era
atribuida inicialmente a solucdo aquosa estéril aonde o feto fica inserido. Mas, pelo
menos, dois tipos de experimentos indicam de outra forma. Marsupiais, como 0 gamba
nascem em um estagio de desenvolvimento equivalente ao final do primeiro trimestre do
feto humano, e sdo criados na bolsa da mée. Apesar da auséncia de um ambiente estéril,
feridas incisionais em gambas recém-nascidos curam com inflamagcdo minima e sem
cicatrizes (HARTY et al. apud ARMSTRONG; FERGUSON, 1995). Tais experiéncias

indicam que a cura da ferida ndo € uma funcdo do ambiente pré-natal e sim o grau de
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diferenciacdo e a maturidade dos sistemas de outros 6rgdos como determinantes na
eficiéncia da regeneracao. A sintese de acido hialurénico persiste por mais tempo no feto
do que em feridas adultas, e isto pode moderar a resposta inflamatoria e reduzir cicatrizes
(HARTY et al. apud CHEN; ABATENGELO, 1999). Assim, o micro ambiente rico em
acido hialurénico podem ser responsaveis pela reduzida vascularizagdo e menor nivel de
infiltracdo de macrofagos e inflamagdo em comparacdo com o tecido de granulacdo de

feridas adultas.

Se ndo houvesse a capacidade de formar cicatrizes, a vida dos mamiferos seria
quase impossivel. Por outro lado, a formagcdo de tecido fibroso em 6&rgaos
parenquimatosos modifica sua estrutura e ndo melhora sua funcdo. Por exemplo, a leséo
imunoldgica dos glomérulos renais resulta em sua substituicdo por uma cicatriz

colagenosa e, se 0 processo for extenso, leva a insuficiéncia renal (RUBIN et al., 2006).

Assim, para auxiliar no processo de reparo tecidual existem alguns recursos que
podem ser utilizados e que cada vez mais vém sendo estudados, como os medicamentos,
processos mecéanicos, cirlrgicos, etc. Em seu estudo com Marsupiais, Armstrong e
Ferguson (1995) citam que a adi¢do exdgena de TGF-3 em um modelo de ferida fetal leva
a um aumento da fibrose nas feridas. Entdo neutralizar a acdo do TGF-p seria uma agao

para reducédo da formacéo de fibrose tecidual.

Concluséo

O conhecimento sobre as caracteristicas evolutivas que permeiam o limiar entre a
regeneracdo e a cicatrizacdo a partir de um processo inflamatorio pode ser a chave para o

aprimoramento do conhecimento e novos tratamentos em cicatrizes de 0rgéo vitais.
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Capitulo 11

Efeito da Laserterapia de Baixa Intensidade na modulagéo génica de fatores
relacionados a cicatrizagdo de Ulceras de pacientes Diabéticos

Anelice Calixto Ruh, Giovani Marino Favero, Ldcio Frigo, Paulo Svidnicki, Viviane
Nogaroto Vicari

Resumo

O processo de cicatrizacdo tecidual é um fenbmeno universal em organismo vivos que
sofre influéncia de muitos aspectos, levando a muitos estudos sobre como se tratar esta
patologia, e um deles ¢ a laserterapia. As Ulceras por pressdo (UPP) sdo les6es cutaneas ou
de partes moles e que podem ser tratadas através da laserterapia. O objetivo desta pesquisa
foi analisar a expressédo tecidual dos fatores de crescimento, IL6, TNF, VEGF, TGF, que
participam do processo de cicatrizacdo tecidual sob os efeitos do laser de baixa poténcia
InGaAIP. Para a classificacdo e analise macroscopica da area da lesdo as UPP foram
fotografadas e analisadas através do programa Image Pro Plus 6.0®. Foram obtidas
amostras do tecido peri-ulcerado através de biopsia antes e ap0s aplicacdes de laserterapia.
Estas bidpsias foram destinadas aos ensaios de qRT-PCR (Quantitative Real Time PCR).
Participaram da pesquisa oito individuos, ambos 0s sexos, com média de idade de sessenta
e dois anos, com UPP sacroiliaca e calcaneo, classificadas em grau 1l e IV. As UPP foram
irradiadas com a laserterapia uma vez ao dia, com intervalo de 24 horas, totalizando 12
aplicacOes. Os resultados da andlise da area da lesdo demonstram uma melhora média do
tamanho do tecido de granulacdo em 50% do pré para pos tratamento. Na quantificacédo
dos fatores de crescimento os valores de IL6 ndo tiveram diferenca significativa antes e
apos tratamento, 0 TNF teve sua expressdo diminuida e o VEGF e TGF-f tiveram sua
expressdo aumentada pés tratamento. Conclui-se que as feridas apo6s aplicacGes da
laserterapia obtiveram uma melhora do aspecto macroscopico, com o aumento dos fatores
VEFG e TGF-B que participam da angiogénese, atraem fibroblastos e estimulam a
producdo de colageno, participando assim da fase de remodelacdo, Ultimo processo da
cicatrizacao.

Palavras-Chave: Lasers, inflamacdo, cicatrizacdo feridas, fatores crescimento, ulceras por

pressao.
Abstract

The tissue healing process is a universal phenomenon in live organisms which suffers the
influence of several aspects, leading to several studies on how to treat this pathology, one
of those is the laser therapy. Pressure sores (PS) are skin or soft part lesions and can be
treated by laser therapy. The objective of this study was to analyze the tissue expression of
growth factors IL6, TNF, VEGF, and TGF, which take part in the tissue healing process
under effects of low-level laser InGaAIP. In order to classify and perform gross analysis of
the lesion area, PSs were photographed and analyzed using the program Image Pro Plus
6.0®. Samples of the periulcerated tissue were obtained through biopsy before and after
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laser therapy. Such biopsies were destined to the gRT-PCR (Quantitative Real Time PCR).
The study comprised eight individuals, of both sexes, the mean age of sixty-two years,
with sacroiliac and calcaneous PS, classified as degree Ill and IV according to NUAP
(2009). The PSs were irradiated with laser therapy once a day, with intervals of 24 hours,
totaling 12 applications. Results of the lesion area analysis revealed averaged
improvement of the granulation tissue size up to 50% from pre to post-treatment. When
quantifying growth values, IL6 values were not significantly different before and after
treatment, TNF had its expression reduced and VEFG and TGF- B had its expression
increased after treatment. It was possible to conclude that after the laser therapy the
wounds presented improvement in gross appearance, with increase in factors VEFG and
TGF- B, which take part in the angiogenesis, attract fibroblasts and stimulate the collagen
production, thus participating in the remodeling phase, the last process in healing.

Key-words: Lasers, inflammation, wound healing, growth factors, pressure ulcers.

Introducgéo

Os primeiros trabalhos utilizando a terapia com laser de baixa intensidade
comecaram no final da década de 60, inicio da década de 70, tornando-se uma modalidade
de tratamento importante, desde entdo, vém sendo desenvolvidas véarias pesquisa nesta

area.

A interacdo da radiacdo laser com os tecidos se realiza na interfases, mediante o0s
fendmenos de reflexdo e refracdo e, no interior do meio, onde tem lugar a transmisséo,
fato que depende principalmente dos fendmenos de absorcao e dispersdo (AGNE, 2005).
Laseres de baixa poténcia, cujo os efeitos ndo sdo térmicos, apresentam a energia dos

fétons transformada em efeitos fotoquimicos e fotobioldgicos nas células e nos tecidos.

A laserterapia possui efeitos terapéuticos observados clinicamente, como analgesia
local, acdo antiedematosa e antiinflamatoria, a cicatrizacdo de feridas de dificil evolugéo,
etc. Os efeitos da radiacdo laser sobre os tecidos dependem da absorcdo de sua energia e
da transformacdo desta em processos biologicos (AGNE, 2005; HUANG et al., 2009).

A absorc¢édo depende do comprimento de onda e das caracteristicas oticas do tecido.
Os efeitos diretos desencadeados pela absor¢do da energia sdo do tipo fotoquimico e
estimulam reacGes celulares locais, como sintese de Adenosina Trifosfato (ATP), acido
desoxirribonucleico (ADN), proteinas, normalizacdo do potencial de membrana celular e
bioestimulacdo (HUANG et al., 2009).
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A partir dos efeitos diretos temos os efeitos indiretos, numa zona mais extensa e
que permanecem depois da aplicacdo, como aumento da microcirculagdo local com efeitos

tréficos, antiinflamatério e regulacdo vascular (AGNE, 2005).

Os efeitos bioquimicos séo os principais decorrentes da radiacdo laser estimulando
a liberacdo de substancias pré-formadas, aumentando o numero de leucécitos e da
atividade fagocitaria, promovendo vasodilatacdo, estimulando a producdo do tecido de
granulacdo, acelerando o processo de mitose celular. O efeito bioelétrico do laser contribui
para normalizar a situacdo idnica de ambos os lados da membrana, recuperando a

vitalidade celular e as fungdes normais (AGNE, 2005).

No estimulo a microcirculacéo local o laser apresenta uma acéo especifica sobre o
esfincter pré-capilar na unido dos capilares das arteriolas e vénulas, deixando-os abertos ao
estimular a producdo de mediadores quimicos. Ocorre aumento da vasodilatacéo,
melhorando o trofismo zonal, derivada do aumento de nutrientes e oxigénio e da
eliminacdo de catabdlitos além da acdo antiinflamatéria (AGNE, 2005). A radiacdo laser
aumenta o trofismo das células, tecidos e 6rgaos da zona irradiada, aumento que se produz
como consequéncia do incremento da velocidade mit6tica celular pela elevada producgéo
de ATP.

Woodruff et al. (2004) ao executarem uma meta-analise da literatura sobre os
efeitos da terapia do laser de baixa intensidade na cicatrizacdo de feridas constataram sua
eficacia em pontos especificos da cicatrizacdo como, aumento da sintese de colageno,
proliferagdo de fibroblastos, aumento da forca de resisténcia da cicatrizacdo quando
submetida a ensaios de tensdo, redugdo do tempo de cicatrizagdo, reducdo do perimetro e

area da ferida.

Os resultados da laserterapia variam de acordo com alguns parametros, tais como,
modo de tratamento (com contato ou sem contato da ponta emissora), densidade de
poténcia, dose, comprimento de onda, numero e frequéncia de exposicdo ao laser, duracao
do tratamento (HUANG et al., 2009).

O laser de baixa intensidade € uma modalidade terapéutica frequentemente
utilizada na aceleragéo do processo cicatricial de feridas por favorecer o aumento do fluxo

sanguineo e da neoformacdo vascular. Aumenta o processo de reparacdo a nivel tissular e
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organico, isto se deve ao estimulo que exerce sobre a capacidade de cicatrizacéo do tecido

conjuntivo e a neoformacéo de vasos sanguineos a partir dos ja existentes (AGNE, 2005).

Segundo Huang et al. (2009) a radiacdo laser em doses baixas aumenta a
proliferacdo de células in vitro como fibroblastos, queratindcitos, células endoteliais e 0s
linfocitos. O mecanismo de proliferacdo € proposto por envolver efeitos fotoestimuladores
nos processos de mitocondrias, que liberam mais fatores de crescimento levando a

proliferacdo celular.

Multiplos experimentos realizados in vitro demonstram que o laser estimula a
proliferacdo e diferenciacdo fibroblastica, assim como a sintese de produtos da matriz
extracelular por estas células. O laser de baixa poténcia estimula a producdo de um fator
de crescimento fibroblastico, secretado pelos proprios fibroblastos, com capacidade para
induzir a proliferacdo e a diferenciacédo fibroblastica, além de afetar as células imunes que
secretam citocinas e outros fatores regulatorios do crescimento para fibroblastos. Estudos
in vitro utilizando células da linhagem macrofagica mostram que, sob a radiacdo do laser
de baixa potencia, tais células liberam fatores sollveis promotores da proliferacdo
fibroblastica. A maturacdo dos fibroblastos e a sua locomogéo através da matriz também
sdo influenciadas pelo laser (LINS et al., 2010).

Pugliese et al. (2003) estudaram feridas cutaneas em 72 ratos fazendo uma analise
semiquantitativa de colageno por meio das laminas coradas por hematoxilina-eosina, sirius
vermelho e orceina, observaram que as feridas submetidas a laserterapia apresentaram
uma maior expressao de fibras colagenas e elasticas durante o processo de cicatrizacao,

também maior reducdo do edema e infiltrado inflamatério.

Demir et al. (2004) investigaram e compararam o efeito do ultrassom e do laser de
baixa intensidade na cicatrizacdo de feridas provocadas no dorso de 120 ratos.
Constataram que ocorreu uma diminuic¢do da duragdo da fase inflamatdéria em ambos os
tratamentos porém o grupo que recebeu o laser apresentou uma resposta mais efetiva.
Quanto a andlise histolégica, em ambos os tratamentos observou-se aumento de

fibroblastos e colageno mas novamente o grupo do laser teve reposta mais eficaz.
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Vaérios estudos demonstram que a laserterapia de baixa intensidade faz o controle
dos mediadores inflamatérios, aumentando, diminuindo e até inibindo a sua expresséo,

auxiliando assim o processo de reparacéo tecidual.

Dentre estes mediadores temos a interleucina 6 (IL6) que tem funcdo bioldgica
variada, estimulando o crescimento e diferenciacdo de células B, funcionando como um
marcador da intensidade inflamatéria (BRASIL et al., 1999). Outro fator, é o fator de
necrose tumoral, TNF, produzido por macréfagos, € um mediador importante na
inflamacdo aguda, é quimiotatico para fibroblastos e estimula a sintese de colageno
(MITCHELL et al., 2010).

O TGF-B, fator de transformacdo de crescimento beta, ¢ produzido principalmente
por plaquetas, é responsavel pelo estimulo inicial para angiogénese (TONNESEN et al.,
2000) e esta envolvido na cicatrizacdo apos a lesdo e no desenvolvimento de fibrose
(MITCHELL et al., 2010).

O fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) é um fator angiogénico
produzido por queratindcitos e por macrofagos durante a cicatrizacdo normal
(MOHAMMAD et al., 2008). A hipdxia tecidual € um estimulo para expressdo do VEGF e
é um fator critico para desenvolvimento do tecido de granulacdo em feridas (SIDAWY,
2006).

No estudo de Safavi et al. (2008), sobre os efeitos da laserterapia na expressdo dos
mediadores IL-1B, TNF-a, IFN-y, TGF-B, bFGF e PDGF na gengiva de ratos eles sugerem
que a laserterapia de baixa intensidade tem efeito inibit6rio sobre IL-1p e IFN-y e efeito de
estimulacdo sobre o TGF-p e PDGF que podem ser responsaveis pelo seu efeito
antiinflamatdrio e seu efeito positivo no processo de cicatrizacdo de feridas.

Neste trabalho avaliamos, macroscopicamente e a expressdo de genes relacionados
a cicatrizagdo, os efeitos do laser de baixa poténcia, InGaAIP (indio-galio-aluminio e

fésforo), em ulceras de decubito de individuos diabéticos.
Materias e Métodos

Esta pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos da Universidade Estadual de Ponta Grossa (COEP-UEPG, protocolo nimero
07897/11, parecer 48/2011).
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Participaram 8 voluntarios, internados na Santa Casa de Misericordia de Ponta
Grossa, Parana (SCMPG) que atendiam os seguintes critérios de inclusdo: idade entre 30 e
75 anos, diabéticos, que apresentassem Ulcera por pressdo grau Il, 111 ou IV segundo a
National Pressure Ulcer Advisory Panel (NPUAP, 2009), assinassem o0 Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (T.C.L.E).

A coleta da amostra do tecido de granulagéo, tecido periulcerado, foi realizada por
médicos da SCMPG, o tecido retirado era de mais ou menos 3mm? Esta coleta foi
realizada no primeiro e no ultimo dia da laserterapia. As amostras destinadas aos testes de
gRT-PCR foram armazenadas em RNA Latter (Sigma) e mantidas a -80°C até 0 momento

da realizacao dos testes.

As UPP foram fotografadas para classificagdo da ferida em graus (NPUAP, 2009)
e quantificacdo da area pré e pos aplicacdo da laserterapia, utilizando o programa Image-
Pro® Plus 6.0.

O programa Image-Pro® Plus 6.0 é um analisador de imagens (lé e escreve dados
da imagem), ele quantifica a imagem em area, angulo, perimetro, diametro,
arredondamento e proporcdo, calibra a escala em qualquer unidade de medida. Os dados
coletados aparecem em forma de nimeros, estatistica ou grafico. Separa e classifica 0s
dados da medicdo de acordo com seus critérios pré definidos (MEDIA CYBERNETICS,
2005).

Neste trabalho a foto da Ulcera foi divida em duas medicGes, PG1 area externa
ferida (borda externa ferida) e PG2 é&rea interna ferida (borda interna ferida). PG1
corresponde ao tamanho total ferida, PG2 area de necrose da ferida. Para se calcular a area
tecido de granulacdo (tecido de cicatrizacdo) foi feito calculo, PG1 menos PG2. Figura

abaixo ilustra como foi feita a analise pelo programa.
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Figura 1- Exemplo de utilizagdo do programa Image-Pro® Plus 6.0 para mensuracdo da area da ferida
lombosacra. PG1 mensuragdo da area externa da ferida e PG2 mensuracdo da area interna da ferida.
Tamanho do tecido de granulagdo PG1 menos PG2.
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Fonte: Os Autores.

Tratamento Laserterapia

Para aplicacdo da laserterapia o individuo foi posicionado no leito a fim de que a
Ulcera de decubito ficasse totalmente livre para aplicagdo da laserterapia na area
periulcerada. As feridas foram irradiadas uma vez ao dia, com intervalo de 24 horas a cada

aplicagéo perfazendo um total de 12 aplicagodes.

O aparelho de laser utilizado foi da marca Thera Lase® DMC, a principal funcéo
do equipamento é emitir luz laser com comprimento de onda nas faixas de 630 a 690nm
(emissor visivel) e 790 a 830nm (emissor infravermelho). Segundo o fabricante estas
emissdes luminosas sdo indicadas para procedimentos de bioestimulacdo, sendo que o
emissor infravermelho tém maior eficacia para procedimentos envolvendo tecidos duros.
J& o emissor visivel tem maior eficdcia para procedimentos envolvendo tecido mole

(Manual do Usuario, DMC Equipamentos).

O aparelho é composto de um pedal de acionamento do raio, uma fibra 6ética
responsavel pela transmissdo da luz laser. Este equipamento possui um sistema de

calibracdo da fibra dtica o que garante que a poténcia Util, na extremidade do cabo de fibra
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Optica, seja idéntica ao valor mostrado no visor do equipamento, garantindo parametros

precisos para padronizacdo da pesquisa (Manual do Usuario, DMC Equipamentos).

Nesta pesquisa os parametros selecionados foram, modo normal, laser vermelho
com emissao visivel, meio ativo InGaAIP (Aluminio-galio-indio e fésforo), com poténcia
atil do emissor de 100 mW, comprimento de onda de 660 nm, com densidade de energia
de 2 J/cm?. Aplicacdo foi pontual ao redor da lesdo, 1cm da borda da ferida e um ponto a
cada 2 cm. A posicdo da ponteira ficava perpendicular a area tratada a fim de evitar a
reflexdo do raio, hd uma distancia de aproximadamente 0,5 cm da epiderme (sem contato
entre a ponta emissora e a regido irradiada). O tempo de aplicacdo de cada ponto foi

calculado pelo aparelho, sendo mais ou menos 12 segundos.

O laser de emissdo visivel emite ondas de luz geralmente em torno de 630 nm e
apresenta profundidade de penetracdo nos tecidos de 6 a 10 mm, dependendo da sua
poténcia (DAMANTE et al., 2003). A luz visivel estimula sistema bioldgicos, levantando
a hipotese que a luz visivel promove mudancas fotoquimicas nos receptores da
mitocéndrias, alterando seu metabolismo e promovendo envio de sinais para outras areas
da célula, com isto gerando uma fotorresposta (RODRIGUES et al., 2009). O laser
AlGalnP (aluminio-galio-indio-fésforo) tem sua absorcdo a nivel superficial, sendo

indicado especialmente para cicatrizacdo de Ulceras (AGNE, 2005)

gRT-PCR

O RNA total dos pacientes foi extraido de aproximadamente 3 mm3 de tecido alvo
(tecido peri ulcerado) com o uso do Kit comercial "llustra RNAspin Mini RNA Isolation
Kit" (GE Healthcare®), segundo as instru¢des do fabricante. Aproximadamente 1 pg do
RNA total foi utilizado para sintese de fita do cDNA (First-Strand cDNA Synthesis Kit-
GE Healthcare®).

As amostras de cDNA foram entdo submetidas & ensaios de expressdo génica de
IL6, TNF, VEGF e TGF-p por Quantitative Real Time (qRT-PCR) no equipamento
Stratagene Mx3005P, utilizando-se o "Brilliant Il SYBR® Green QPCR Master Mix"

(Stratagene®) com os primers comerciais (Quatin Tect Primer Assay - Qiagen).
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As amplificacbes (PCR) foram realizadas utilizando-se os seguintes componentes:
cDNA -15 ng; 10 uM primer forward; 10 uM primer reverse; Sybr Green (2X). A reacao
foi completada com H20 miliQ autoclavada, finalizando um volume total de 20 ul para
cada amostra a ser testada. As amostras foram pré aquecidas a 95 °C por 10 minutos,
seguindo 40 ciclos repetidos de 95°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto, 72°C a 15
segundos. Finalizando com 1 ciclo para a curva de dissociacdo, sendo: 95°C por 1 minuto,
55°C por 30 segundos, 95°C por 30 segundos. Sendo que para IL6, TNF, VEGF e TGF-$

a temperatura de aneling é de 60 °C (Protocolo 6.1).

O nivel de expressdo do gene alvo foi entdo normalizado para RNA ribossdmico
18S. Para anélise dos dados foi utilizado a férmula, dois elevado a menos delta delta Ct,
método de quantificacdo relativa (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Os valores de cicle-
threshold (CT) médio foi atraves do teste T pareado ao nivel de significAncia de 0,05%

com software PrismaGraphPad 5.0.

Andlise Estatistica

Os dados coletados foram processados e analisados com auxilio do programa
GraphPadPrismasStar 5.0 e a metodologia analitica Anova para comparar os valores antes

e apos tratamento.
Resultados

Dos oito individuos estudados, sete eram do sexo masculino e um do sexo
feminino. A média de idade entre eles foi de 62,5 anos. Um individuo (12,5%) apresentava
UPP em calcaneo esquerdo grau Il e sete (87,5%) apresentavam UPP sacrococcigea grau
Il ou IV. Aplicagdo da Laserterapia variou de 1 a 24 aplicagdes, com média de 9

aplicacoes.

Segundo a National Pressure Ulcer Advisory Panel (2009), UPP grau Ill apresenta
perda significativa de pele envolvendo lesdo ou necrose do tecido celular subcutaneo que
pode se estender até a fascia muscular e UPP grau IV ocorre perda significativa de pele
com extensa destruicao e necrose do tecido celular subcutéaneo ou lesdo muscular, 6ssea ou

de estruturas de suporte (tenddes e capsulas articulares).
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Todos os individuos da pesquisa (n=8) estavam hospitalizados em enfermarias ou
Unidade de Cuidados Intensivos, imobilizados no leito, devido as patologias de base.

Nesta pesquisa, dos 8 individuos 5 faleceram durante o tratamento da UPP.

Quanto avaliacdo do tamanho da area das feridas tratadas com laserterapia a
analise do programa Image-Pro® Plus 6.0 demonstrou uma melhora média do tamanho do
tecido de granulacgdo de 50%.

Dos oito individuos participantes, 62,5% (n=5) apresentavam diabetes, 2 destes
com amputacdo de membros inferiores por complicacdes da patologia. Dois tiveram
choque séptico, 75% (n=6) apresentavam hipertensao arterial sistémica, 50% (n=4) tinham
insuficiéncia renal crénica e realizavam hemodialise numa média de 3 vezes por semana.
Um individuo apresentava artrite reumatoide, 2 eram cardiopatas, um era obeso e um
individuo teve Acidente Vascular Encefalico, ainda, 100% dos individuos apresentavam

anemia.

No periodo do inicio ao fim do tratamento da ferida com laserterapia, foram
coletados e tabulados os dados dos hemogramas feitos nos individuos. Todo os pacientes
apresentaram plaquetograma normal, porém com anemia. Metade dos individuos
apresentaram  leucocitose. Interessantemente, sete individuos (87,5%) tiveram
linfocitopenia com neutrofilos aumentados. A resposta tecidual pré-ulcera é caracterizada
pela abundancia de leucécitos com predominéncia de linfocitos. No tratamento das Ulceras
0 esperado € a neutrofilia. Sabemos que a contagem destas células pouco esta relacionada

com a Ulcera, mas sim com a condi¢do do doente em um todo.

Através do gRT-PCR foram quantificados os RNA mensageiros dos fatores IL6,
TNF, VEGF e TGF- antes e apds aplicacdo laserterapia. Dos 5 individuos diabéticos,
apenas 3 completaram 12 aplicacGes de laserterapia e realizaram a segunda biopsia,
padronizando assim a pesquisa.

Quanto a expressdo do fator de crescimento do endotélio vascular, um importante
fator de revascularizacdo local, teve sua expressdo aumentada poOs aplicagdo de

laserterapia, conforme demonstrado no Grafico 1.
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Gréfico 1- Andlise da quantificacdo da expressdo de VEGF, através da qRT-PCR em pacientes pré e pds

laserterapia.

VEGF/18S mRNA

2.01

Fonte: Os Autores.

O Grafico 2 demonstra os valores encontrados pré e pds laserterapia da

Interleucina-6. A variacgdo foi pequena apds o tratamento como esperado.

Gréfico 2- Anélise da quantificacdo da expressao de Interleucina-6, através da qRT-PCR em pacientes pré e

pos laserterapia.

Fonte: Os Autores.

A avaliacdo do TNF teve sua expressdo diminuida apds aplicacdes (Gréafico 3).

2.0+

IL-6/18S mMRNA

Pés
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Gréfico 3- Andlise da quantificacdo da expressdo de TNF, através da qRT-PCR em pacientes pré e pds

laserterapia.

TNFa /18S mRNA

Fonte: Os Autores

E o fator TGF-p teve sua expressdo aumentada pos tratamento (Grafico 5).

Gréfico 4- Analise da quantificacdo da expressdo de TGF-B, através da qRT-PCR em pacientes pré e pos

laserterapia.

TGFB/18S mMRNA

*

Pés

Fonte: Os Autores.
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Discussao

As feridas sdo modificagdes da pele ocasionadas por: traumas, processos
inflamatorios, degenerativos, circulatorios, por distarbios do metabolismo ou por defeito
de formagéo. E o rompimento da estrutura anatdmica normal. Assim, as células envolvidas
nesta ferida tendem a se regenerarem para voltar & sua estrutura e funcdo normal
(CUNHA, 2006).

O processo de cicatrizacdo de feridas incluem estagios divididos em inflamacéo,
proliferacdo, epitelizacdo e remodelacdo. A cura da ferida pode ndo ocorrer quando este
processo for interrompido ou acontecer fora de sequencia e esta € muitas vezes o caso das
Ulceras por pressdo. A nivel molecular a falha na cicatrizagdo de feridas pode resultar tanto
do fornecimento deficiente ou inibicdo funcional dos fatores de crescimento (WANG et

al., 2011) tais como os investigados durante este estudo.

Em nossos casos a maior incidéncia de UPP foi sacrococcigea, grau Il ou IV nos
pacientes com idade média 62,5 anos do sexo masculino. Segundo Connor (2005) as
localizagbes mais frequentes das UPP sdo isquidtica (24%), sacrococcigea (23%),
trocantérica (15%) e calcanea 8(%). Outras localizacGes incluem maléolos laterais (7%),
cotovelos (3%), regido occipital (1%) e regido escapular (apud ROCHA, 2006). Ainda,
Costa et al. (2005) em seu estudo sobre a epidemiologia e tratamento das Ulceras por
pressdo, 0 mesmo avaliou 45 pacientes com UPP internados no Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo. Dos 45, 36 eram sexo masculino e
9 sexo feminino. Nestes pacientes foram encontradas 77 Ulceras, 25 dos pacientes
apresentaram Ulcera sacral, 25 com Ulcera trocantérica, 12 Glcera isquiatica, 4 Glcera em
joelho, n=3 Ulcera em calcéneo, 2 Ulceras em perna, ombro e regido lombar 1 em regido
torécica e occipital. Segundo a classificacdo das ulceras, 52 das ulceras eram grau 1V, 8
grau Il e 17 grau Il (COSTA et al., 2005). Estes dados corroboram com os dados

encontrados nesta pesquisa.

Os individuos desta pesquisa encontravam-se acamados, corroborando com 0s
trabalhos que afirmam que a incidéncia de UPP em hospitais € elevada, variando de 2,7 a
33% em individuos hospitalizados (ROCHA, 2006). A imobilidade é, provavelmente um

dos mais importantes fatores de risco para o desenvolvimento da Glcera de pressao, porque
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0 paciente imével ndo alivia a pressdo nas regides de proeminéncia 6ssea, mantendo, 0s
fatores de intensidade e duracdo da pressdo como a maior causa do desenvolvimento da
lesdo (CUNHA, 2006 apud PARANHOS, 2003).

Mester, Mester e Mester (1985) realizaram uma analise histolégica dos efeitos do
laser de rubi com 694,3 nm na cicatrizagdo de feridas do dorso de camundongos. Foi
aplicado laser com dose de 1,1 J/cm? duas vezes por semana, por quatro Sessdes.
Observou-se aumento da atividade celular nas bordas e base da ferida, aumento na divisdo
celular com formagdo mais répida de tecido de granulagdo e clinicamente constatou-se
fechamento mais acelerado nas feridas do grupo irradiado. Houve contracdo em torno de
50% nos diametros das feridas irradiadas depois de decorrido sete dias (RODRIGUES et
al., 2009).

Em seu estudo Lopes (2011) aplicou laser de 660 nm, 17 J/cm? em uma tlcera por
pressao de um paciente paraplégico, o tratamento consistiu em 12 aplicacGes, apds 8
semanas houve a cicatrizacdo completa da Ulcera. Em nosso estudo, na analise
macrsocopica das feridas, também se observou uma média de reducdo do tamanho da
ferida em 50%, desmonstrando assim a eficacia da laserterapia de baixa poténcia para

melhora macroscopica da ferida.

A possibilidade da terapia laser de baixa intensidade estimular a liberacdo e a
secrecdo de fatores de crescimento relacionados com a angiogénese, em especial 0 VEGF,
foi investigada por Kipshidze et al. (2001), constatando que o laser de HeNe, em modo
continuo, com poténcia de saida de 5 mW, irradiado durante 1, 2, 3, 5, 10, 15, 20, 30, 40 e
60 minutos, aumentou a producdo do VEGF em culturas de células musculares lisas,
fibroblastos e midcitos cardiacos até 20 minutos de exposi¢cdo. Apos este tempo, houve um

decrescimo na producdo deste fator de crescimento.

Em seu estudo, Wang et al. (2011), tratou Ulceras diabéticas crénicas com terapia
com ondas de choque, e analisou varios fatores, entre eles 0 VEGF. Apds a terapia ele
constatou um aumentou significativamente da expressdo do VEGF, aumentando a
angiogénese levando a regeneracdo tecidual e a reparacdo da ferida. Fato este também
encontrado nesta pesquisa que, apds a aplicacdo da laserterapia, houve um aumento da
expressdo do VEGF o que € uma indicacdo de aumento da permeabilidade vascular e da

atividade microvascular incluindo o crescimento angiogénico de novos vasos sanguineos.
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Brem (2007) apud Bloomgarden (2008) afirma que o VEGF reduz o tempo de
fechamento de uma ferida porque aumenta a epitelizacdo, aumenta a migracdo de
queratinocitos e fibroblastos para o interior da ferida aumentando a deposigéo de colageno.

Carvalho et al. (2010) realizou um estudo com ratos Wistar diabéticos, os quais
tiveram uma ferida produzida em dorso e tratada com laserterapia de baixa poténcia,
InGaAlIP, com poténcia de 100mW, 660 nm, raio vermelho com densidade de energia de
10 J/cm?. O grupo tratado com laserterapia apresentou um aumento nas fibras colagenas,
diminuicdo dos macrofagos, producdo do tecido de granulacdo, moderada quantidade de
vasos recém-formados, acelerando o processo de cicatrizagdo. Em nosso estudo
observamos que o tratamento com laserterapia em Ulceras de pressdo de pacientes
diabéticos aumentou fatores que participam deste processo de cicatrizacdo, acelerando o
fechamento da ferida.

Existem outros fatores que fazem parte da cicatrizacdo, como a IL6, que esta
envolvida em diferentes processos bioldgicos, incluindo hematopoiese, a resposta imune e
a inflamacdo. Neste estudo a andlise da expressdo da IL6 ndo demostrou diferenca
significativa antes e ap0s laserterapia. Em seu estudo Pallotta et al. (2012), objetivaram
investigar os efeitos do laser de baixa poténcia na artrite de joelho em ratos. Constataram
que apo6s aplicacdo da laserterapia houve uma reducdo na expressdao da IL6 o que pode
indicar uma reducdo do processo inflamatdério bem como a reducdo da degradacdo da
cartilagem articular.

J4, o fator de necrose tumoral (TNF), teve sua expressao diminuida apos
laserterapia. Segundo Pereira (2010) e Herbein (2000) (apud MESQUITA-FERRARI et
al., 2011) o TNF é uma citocina pro-inflamatoria potente que influencia varios tipos
celulares e o processo de inflamacdo crbnica através do recrutamento de células
polimorfonucleares e de outras células do sistema imunologico, contribuindo assim para a
amplificacdo e progressdo do processo inflamatorio.

O TNF promove inflamacéo, estimula efeitos tdxicos, estimula apoptose das
células endoteliais, promove liberacdo de outras citocinas mantendo 0 processo
inflamatorio. Sousa et al. (2009) em seu estudo tambem relatou que a terapia com laser
reduz a expressao do TNF. Esta reducdo da expressdo do TNF é interessante para reduzir o

processo inflamatdrio e acelerar o processo cicatricial.
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Em seu estudo Moreira et al. (2009) com utilizacdo do laser de baixa poténcia em
lesdo criogénica no sistema nervoso central de ratos, constatou que o laser € capaz de
influenciar a dindmica de producdo de citocinas pro-inflamatdrias, sendo capaz de inibir o
aumento do TNF e IL6.

Segundo Carvalho et al. (2006) individuos diabéticos apresentam superexpressao
do TNF e IL6 o0 que aumenta a resisténcia a insulina. Em nosso estudo obtivemos através
da utlizacdo do laser uma diminuicdo da expressdo do TNF o que esta associado com
melhora na sensibilidade a insulina e funcdo endotelial, melhorando o ténus vascular,
agregacdo palquetaria, coagulacéo e fibrinodlise, melhorando consequentemente o processo
de reparo tecidual.

Apds aplicacdo da laserterapia observamos um aumento na expressdo do TGF-B,
que € conhecido por ser o fator de crescimento mais potente envolvido na cicatrizacdo de
feridas em todo o corpo, lancada por plaquetas no local da lesdo, influencia a resposta
inflamatdria, angiogénese, reepitelizacdo, deposicdo de matriz extracelular e remodelacéo,
sendo assim muito relevante o aumento da sua expressdo no local da ferida para acelerar o
processo cicatricial (TONNESEN et al., 2000; RIEDEL et al., 2007).

Mesquita-Ferrari et al. (2010) objetivaram estudar os efeitos do laser de baixa
poténcia sobre a expressdo de TNF-a e TGF-B no musculo tibial anterior de ratos apds
lesdo muscular. As lesbes foram irradiadas trés vezes por semana usando o laser AlGalnP
(660 nm, poténcia de saida de 20 mW, densidade de energia 5 J/cm?, tempo de exposicdo
10 segundos). A remodelagdo muscular foi avaliada apds 1, 7 e 14 dias ap6s lesdo. Os
resultados obtidos demonstram uma diminui¢do na expressdao do TNF-a, assim como em
nosso estudo e uma diminuigdo do TGF-B, discordando do nosso estudo. Neste estudo a
dimunicao destes dois fatores podem melhorar o processo de repacdo muscular facilitando
a diferenciacdo das células do musculo.

No estudo de Safavi et al. (2008), com a utlizacdo do laser de baixa poténcia em
lesdes na gengiva e mucosa de ratos, sobre a expressdo de alguns fatores eles resaltam que
a expressao de IL-1p e IFN-y foi significativamente inibida, enquanto que a expressdo do
gene de PDGF e TGF-B foram significativamente maiores. Estes achados sugerem que a
laserterapia de baixa poténcia diminui a quantidade de inflamacdo e acelera o processo de

cicatrizacdo de feridas, alterando o expressdo de genes responsaveis pela produgdo de
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citocinas inflamatorias, em nosso estudo também obtivemos um aumento da expressao do
fator TGF-p.

Vaérios estudos demonstram o papel da laserterapia de baixa poténcia no processo
de cicatrizacdo, afirmando que este tipo de intervencdo ajuda a acelerar o processo. Em
pacientes diabéticos que apresentam diminuicdo da expressdo do principal fator de
revascularizacdo tecidual, VEGF, o laser foi capaz de aumentar esta expressao

proporcionando melhora na cicatrizacao.
Concluséo

Pode-se concluir que a laserterapia de Baixa Poténcia, InGaAlP (indio-Gélio-
Aluminio-Fésforo), promoveu uma melhora do aspecto macroscépico de UPP graus Il e
V.

A avaliacdo dos fatores relacionados a revascularizacdo do tecido perilesionado,

VEGF e TGF-f tiveram sua expressdao aumentada pos tratamento.
A IL-6 ndo sofreu mudancas na quantidade de expressao pré e pds tratamento.
O TNF apresentou diminuicdo da expressdo apos a laserterapia.

Assim, o Laser de Baixa Poténcia mostrou ser capaz de reduzir o tamanho da UPP,
melhorando a revascularizagdo tecidual sendo um promissor agente para tratamento de

pacientes que necessitam de acompanhamento cronico de lesdes ulcerativas de pressao.
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ANEXOS
1. Protocolo de qRT-PCR

O RNA total dos individuos foi extraido de aproximadamente 3 mm?3 de tecido
alvo (epiderme e derme) com o uso do kit comercial "llustra RNAspin Mini RNA Isolation
Kit" (GE Healthcare®), segundo as instrucdes do fabricante. Aproximadamente 1 pg do
RNA total foi utilizado para a sintese de fita do DNA complementar ("First-Strand cDNA
Synthesis Kit" - GE Healthcare®).

As amostras de cDNA foram entdo submetidas & ensaios de expressdo génica de
IL6, TNF, VEGF e TGF-p por Quantitative Real Time (qRT-PCR) no equipamento
Stratagene Mx3005P, utilizando-se o "Brilliant Il SYBR® Green QPCR Master Mix"

(Stratagene®) com os primers comerciais (Quatin Tect Primer Assay - Qiagen).

O nivel de expressdao de cada gene alvo foi entdo normalizado para RNA
ribossémico 18S. Para uma analise dos dados foi utilizado o 2 delta delta Ct, método de
quantificacdo relativa (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001).

As amplificacdes (PCR) foram realizadas utilizando-se 0s seguintes componentes:
cDNA -15 ng; 10 uM primer forward; 10 pM primer reverse; Sybr Green (2X). A reagdo
foi completada com H20 miliQ autoclavada, finalizando um volume total de 20 pl para
cada amostra a ser testada. As amostras foram pré aquecidas a 95°C por 10 minutos,
seguindo 40 ciclos repetidos de 95°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto, 72°C a 15
segundos. Finalizando com 1 ciclo para a curva de dissociac¢ao, sendo: 95°C por 1 minuto,
55°C por 30 segundos, 95°C por 30 segundos. Sendo que para IL6, TNF, VEGF e TGF-$
a temperatura de aneling é de 60 °C.
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2. Parecer 48/2011 da Subcomissdo de Etica em experimentacdo com Seres Humanos da

Universidade Estadual de Ponta Grossa
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Protocolo: 07897/11
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No dia 25 de Maio de 2011, a Comissdo de Etica em
Pesquisa, APROVOU o protocolo de pesqguisa intitulado
“Avaliagdo do efeito do laser de baixa poténcia na
producido de fatores de crescimento para cicatrizagao de
_tilceras de decubito” de responsabilidade do pesquisador
Giovani Marino Favero. ' ' -

Conforme Resolucgdo CNS 196/96, solicitamos gque sejam
apresentados a esta Comissdo, relatdrios sobre andamento

da pesquisa, conforme modelo (http://www.uepg.br/coep/)

Data para entrega do relatdric Final: 07 de Julhc de
2012.
Ponta Grossa, 25 de Maio de Z2011.

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA
COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA - COEP
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Coordenador
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3. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (T.C.L.E) para os pacientes segundo a
Comissao de Etica em Experimentacdo com Seres Humanos da Universidade Estadual de
Ponta Grossa
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T PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-
GRADUACAO COMISSAO DE
ETICA EM PESQUISA -COEP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (T.C.L.E) PESQUISAS COM
SERES HUMANOS

“Avaliagdo do efeito do laser de baixa poténcia na producao de fatores de crescimento
para cicatrizagdo de ulceras de decubito”

Pesquisador responsavel: Dr. Giovani Marino Favero

Nome do responsavel legal pelo paciente:

Idade: RG:

Endereco:

Grau de parentesco e prova documental comprobatdria da
responsabilidade:

A presente pesquisa visa tratar as Ulceras de decubito do paciente visando avaliar
os efeitos do laser de baixa poténcia (InGaAlP) sobre os fatores de crescimento celular
que estdo envolvidos na cicatrizacdo tecidual.

Paciente e/ou responsavel sera avaliado e orientado quanto a pesquisa pelo
pesquisador, depois sera submetido ao procedimento cirdrgico de debridacdo da Ulcera de
decubito para coleta de material para andlise celular, apds este procedimento paciente
passara por aplicacOes de laserterapia na periferia de sua lesdo. Serdo 12 aplicacdes, com
intervalo de 24 horas. Beneficio para paciente serd auxiliar no processo cicatrizacao por
meio do laser de baixa poténcia, em menor tempo possivel, eliminando o0 processo
doloroso e possiveis infecgBes e complicagdes.

Fica garantido ao paciente e/ou responsavel o esclarecimento de possiveis davidas
sobre sua participacdo na pesquisa bem como se retirar da pesquisa em qualquer momento.
Todas as informagdes colhidas durante a pesquisa serdo sigilosas zelando pela privacidade
do paciente e garantindo que sua identificacdo ndo sera exposta nas conclusbes ou
publicagbes. Giovani Favero Marino Tel: 91280063 / Anelice Calixto Ruh Tel: 3028-0859
ou 8409-5859.

Paciente e/ou responsavel

Membro Equipe Pesquisa



