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RESUMO

Fracdo estromal vascular e irradiacdo com Laser de baixa poténcia
sdo recursos potencialmente aplicaveis no tratamento de lesdes por
queimadura. O presente estudo teve por objetivo: (i) analisar os efeitos
macroscopicos, microscopicos e morfométricos da aplicacdo de fracao
estromal vascular contendo células-tronco derivadas de tecido adiposo
comparada ao cuidado convencional em lesdes por queimadura de 3° grau
em ratos; (ii) analisar os efeitos macroscopicos, microscopicos e
morfométricos da aplicacdo de fracdo estromal vascular contendo células-
tronco derivadas de tecido adiposo associada ao Laser de baixa poténcia
comparada ao cuidado convencional em les6es por queimadura de 3° grau
em ratos; (iii) analisar se o0s efeitos macroscopicos, microscopicos e
morfométricos da aplicacdo de fracdo estromal vascular associada ao Laser
de baixa poténcia sdo dependentes da dose de irradiacdo aplicada.
Método: Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no uso de animais
da UFG, protocolo numero 035/2013. Todos os animais receberam injecdes
de fracdo estromal vascular preparada a partir do tecido adiposo extraido de
animal doador e curativo oclusivo. Os animais foram distribuidos em 5
grupos: controle (CT), fracdo estromal vascular (FEV), fracdo estromal
vascular mais Laser a 27mW de poténcia (FEVL27), fracdo estromal
vascular mais Laser a 53mW de poténcia (FEVL53) e fracdo estromal
vascular mais Laser a 76mW de poténcia (FEVL76). Foram acompanhados
ao longo dos dias 3, 7 e trinta para a avaliacdo dos aspectos
macroscopicos, microscopicos e morfométricos. Para andlise estatistica foi
utiizado o teste Kruskal-Wallis. Resultados: a analise morfométrica
mostrou reducdo da area da ferida mais acentuada no grupo FEVL27
comparado ao demais, porém, sem diferenca estatisticamente significante.
No grupo FEVL76 foi observada inibicao da contracéo da ferida comparada
aos grupos FEVL27 e CT. Foi observado no 3° dia aumento significativo (p
<0,05) do infiltrado polimorfonuclear, formacdo de fibrina e numero de
fibroblastos em todos os grupos tratados comparados ao CT. No 7° dia o
infiltrado mononuclear, angiogénese, colageno e niamero de fibroblastos foi
significativamente maior em todos os grupos tratados comparados ao CT (p
<0,05). O grupo FEVL27 também apresentou maior numero de fibroblastos
comparado aos grupos FEV, FEVL53 e FEVL76. Aos 30 dias aumento
significativo da reepitalizacdo e deposicao de colageno foram observados
em todos os grupos tratados comparados ao CT (p <0,05). O grupo FEVL53
também apresentou maior infiltrado polimorfonuclear comparado aos
demais grupos (p <0,05). Conclusao: aplicacao isolada de FEV ou em
associacdo com Laser de baixa poténcia confere melhores resultados que o
cuidado convencional em lesdes por queimadura em ratos e os efeitos da
associacao dos dois recursos sao dose dependentes.



ABSTRACT

Stromal vascular fraction and irradiation with low level laser are
resources potencially applicable in the treatment of burn injuries. Objectives
This study aimed to: (i) analyze the macroscopic, microscopic and
morphometric effects of stromal vascular fraction application compared to
conventional care in 3rd degree burn injuries in rats; (ii) analyze the
macroscopic, microscopic and morphometric effects of stromal vascular
fraction containing adipose derived stem cells application associated with
low level laser compared to conventional care in 3rd degree burn injuries in
rats; (iii) whether the macroscopic, microscopic and morphometric effects of
stromal vascular fraction containing adipose derived stem cells application
associated with low level laser irradiation are dependent on the irradiation
dose applied. Method: This project was approved by the Ethics Committee
on the use of animals at UFG, protocol number 035/2013. All animals
received injections of stromal vascular fraction prepared from adipose tissue
extracted from a animal donor and occlusive dressing. The animals were
divided into 5 groups: control (CT), stromal vascular fraction (SVF), stromal
vascular fraction plus Laser at 27mW of power (SVFL27), stromal vascular
fraction plus Laser at 53mW of power (SVFL53) and stromal vascular
fraction plus Laser at 76mW of power (SVFL76).The animals were followed
ove days 3, 7 and 30 for the evaluation of macroscopic, microscopic and
morphometric aspects. For statistical analysis we used the parametric "t
test”. Results: The morphometric analysis showed a reduction in wound
area in SVFL27 group compared to the others, but without statistically
significant difference. In SVFL76 group was observed inhibition of wound
contraction compared to SVFL27 and CT groups (p <0,05). Was observed
on day 3 significantly increased (p <0.05) infiltration of polymorphonuclear,
fibrin formation and in the number of fibroblasts in all treated groups
compared to CT. On the 7" day the mononuclear infiltrate, angiogenesis,
collagen and number of fibroblasts was significantly higher in all treated
groups compared to CT (p <0.05). The SVFL27 group also showed a higher
number of fibroblasts compared to groups SVF, SVFL53 and SVFL76. At 30
days significantly increased reepitalization and collagen deposition were
observed in all treated groups compared to CT (p <0.05). The SVFL53 group
also showed higher polymorphonuclear infiltrate compared to other groups
(p <0.05). Conclusion: Isolated application of SFV or in combination with low
level Laser gives better results than conventional care in burn injury in rats
and the effects of the combination of the two features are dose dependent.
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1 INTRODUGAO

O conhecimento dos complexos processos envolvidos no reparo
tecidual tem avancado significativamente nos dltimos anos. Novas
perspectivas terapéuticas baseadas na utilizacdo de agentes
bioestimulantes, terapia celular e biomateriais vém sendo estudadas para a
promocéo de melhores resultados no tratamento de tecidos danificados
(CHO et al, 2011).

Feridas por queimaduras sado consideradas formas severas de dano
tecidual capazes de promover a destruicdo de diversas estruturas em
diferentes profundidades, levando a alteracbes patoldégicas em tecidos
subcutaneos, fascias, musculos e ossos. Embora grandes avang¢os tenham
sido feitos no tratamento de individuos que sofreram lesées por queimadura,
numerosos desafios ainda devem ser superados para que a recuperacao se
faca da maneira mais funcional possivel (MORAIS et al, 2012).

Dependendo da intensidade, caracteristica fisica e tempo de contato
do agente térmico com o tecido cutaneo, a queimadura resultante pode ser
classificada em trés diferentes graus. O principal critério utilizado neste
sistema de classificacdo é a profundidade da lesdo avaliada em termos de
destruicdo das trés principais camadas componentes da pele (KEARNS;
HOLMES; CAIRNS, 2013).

Queimaduras de primeiro grau envolvem apenas lesdo da epiderme e
estdo associadas a formacdo de eritema local, sensacdo de calor e dor
moderada. Nao ha surgimento de bolhas e o reparo tecidual progride de
forma rapida e sem sinais de cicatrizacdo aberrante. Quando ha destruicao
completa da epiderme e parcial da derme a lesdo é considerada de segundo
grau, apresentando dor, eritema, edema, formacéo de bolhas e ulceracdes.
O processo de reparo é consideravelmente mais lento podendo levar a
deformidades cicatriciais (VALE, 2005)

Destruicdo de todas as camadas da pele, eventualmente afetando

7z

tendBes, musculos e ossos, € considerada lesdo de terceiro grau. A
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destruicdo das terminacdes nervosas livres da derme torna essas lesdes
indolores e procedimentos de enxertia sdo freqlientemente necessarios para
otimizar o reparo tecidual que normalmente evolui com formacdo de
cicatrizes hipertroficas, fibrose acentuada e aderéncia tecidual (WARNER,;
COFFEE; YOWLER, 2014).

A incidéncia global de queimaduras requerendo intervencdo médica
em 2004 foi de aproximadamente 11 milhdes de pessoas. Embora a maioria
dos casos ao redor do mundo ndo sejam fatais, lesbes por queimaduras
estdo entre as principais causas de incapacidade em paises de baixa e
média renda (PECK, 2011).

A Sociedade Brasileira de Queimaduras estima que milhées de casos
de queimadura ocorram todos os anos no Brasil. Cerca de 200.000 casos
sdo tratados em salas de emergéncia e 14.000 requerem hospitalizagao.
Estimativas apresentadas em um estudo conduzido no Distrito Federal do
Brasil mostraram uma taxa de mortalidade de 6,2% entre vitimas de
queimaduras internadas em salas de emergéncias. Dentre as causas de
morte violenta no Brasil, lesdes por queimadura representam a terceira mais
importante causa apo6s acidentes automobilisticos e homicidios (VALE,
2005).

O reparo tecidual em lesBes por queimadura de terceiro grau €
caracterizado por complexos mecanismos fisiolégicos locais e sistémicos.
As fases observadas na evolucdo do processo de reparo, a saber,
inflamatéria, proliferativa e maturacdo, sao diferenciadas por eventos
fundamentais que atuam como pré-requisitos para a continuidade da
cicatrizac&o nos periodos seguintes e que se sobrepdem consideravelmente
ao longo da evolucédo temporal da cicatrizacdo (STADELMANN; DIGENIS;
TOBIN, 1998).

Na fase inflamatdria, com duracdo aproximada de cinco dias, ocorre a
liberacdo de interleucina 1 alfa (IL)-1a e fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a) de queratinécitos ativados pelo estimulo lesivo, provocando a atragao de
células vizinhas para o local da agressdo. Nas por¢gdes terminais de
pequenos vasos sanguineos da derme, mastécitos reagem por meio da
degranulacdo, liberacdo de histamina pré-armazenada e fatores
quimiotaticos (NG, 2010).
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Substancias vasoconstritoras, como o0 tromboxano A2 e as
prostaglandinas sao liberadas pelas membranas de células endoteliais.
Visando a hemostasia, o endotélio lesado e as plaguetas iniciam a cascata
de coagulacao, granulos sao liberados contendo fator de crescimento de
transformacédo Beta (TGF-B), fator de crescimento derivado das plaquetas
(PDGF), fator de crescimento derivado dos fibroblastos (FGF) e fator de
crescimento  epidérmico (EGF), responsaveis pela atracdo de
polimorfonucleares para a ferida. (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER,
2006).

A liberacdo de histamina pelos mastécitos induz a vasodilatacao
regional e aumento da permeabilidade capilar, permitindo que os
polimorfonucleares recrutados alcancem o local da lesdo para remocéao de
debris e protecdo do tecido contra a invasado de patdégenos. Os neutrdfilos,
principais componentes do infiltrado polimorfonuclear, sdo as primeiras
células a chegar a lesdo atingindo seu pico de concentracao vinte e quatro
horas apds o estimulo (DREIFKE; JAYASURIYA; JAYASURIYA, 2015).

Gradativamente, o0s neutréfilos vao sendo substituidos por
macrofagos, componentes do infiltrado mononuclear, responsaveis pela
continuidade do processo de reparo por meio da secrecdo de mitdbgenos e
quimiotaticos para fibroblastos (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH,
2007).

O aumento da permeabilidade capilar também permite que o
exsudato inflamatério rico em proteinas alcance o espacgo intersticial
formando depdsitos de fibrina. Através da fibronectina, ligada a fibrina por
integrinas, os fibroblastos podem migrar para a area de lesdo (BOO;
DAGNINO, 2013).

Durante a inflamacédo, ocorre acentuada liberacdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) para a destruicdo de patdgenos, fatores pro-
inflamatérios que aumentam a adesdo e migracdo celular pelos vasos
sanguineos e de grande repertorio de citocinas responsaveis por orquestrar
0 crescimento e remodelamento do novo tecido que sera produzido
(MARTIN; LEIBOVICH, 2005).

Nos dltimos dias da fase inflamatéria tém inicio o0s processos

caracteristicos da fase proliferativa, que se prolongam até o final da
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segunda semana apos a lesdo. Quatro eventos caracteristicos definem esta
fase: epitelizacdo, angiogénese, formacdo de tecido de granulagdo e
deposicao de colageno (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007).

A epitelizacao ocorre de forma precoce nos trés primeiros dias caso a
membrana basal esteja intacta. Células epiteliais migram da derme profunda
para a zona de lesdo e as camadas da epiderme s&o rapidamente
restauradas. Em caso de lesdo da membrana basal, células das bordas da
ferida comecam a proliferar na tentativa de reconstruir a barreira protetora
(BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006).

A angiogénese, proliferacdo de novos vasos sanguineos a partir dos
ja existentes, pode ser induzida por um grande numero de fatores de
crescimento e citocinas. O fator de crescimento vascular endotelial (VEGF)
€ considerado um dos mais potentes agentes angiogénicos conhecidos,
estimulando a proliferacdo de células endoteliais e sua organizacdo em
estruturas tubulares (JOHNSON; WILGUS, 2014; RIBATTI, 2014).

A formacéo do tecido de granulacdo € caracterizada pela acentuada
migracdo de células endoteliais e fibroblastos para o local da leséo.
Plaquetas e a matriz extracelular da ferida aumentam a expresséao de TGF-§3
e PDGF otimizando a migracdo e proliferacdo de fibroblastos e células
endoteliais, além de incrementar a producédo de matriz extracelular (DARBY
et al., 2014).

O coldgeno € o principal componente da matriz extracelular dos
tecidos, estruturando-se em densa e dinamica rede resultante de sua
constante deposicao e reabsorcdo. Sua producdo depende da ativacao de
fibroblastos, miofibroblastos e macr6fagos alternativamente ativados. Ao
longo de todo o processo de reparo a deposicdo de colageno varia em
termos quantitativos e qualitativos (TREDGET; LEVI; DONELAN, 2014).

No final da primeira semana apés a lesdo tem inicio a fase de
maturacao, podendo se prolongar por muitos meses dependendo de fatores
como a presenca de infeccdes, idade do individuo, estado nutricional e
doencas concomitantes; o mais importante processo observado nessa fase
€ a reorganizagdo da matriz extracelular pela atividade de diferentes
colagenases produzidas por fibroblastos e miofibroblastos e a substituicao

do colageno imaturo, tipo Ill, por coageno tipo I, o que confere maior
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resisténcia da pele cicatrizada a aplicacdo de tenséo (figura 1) (DARBY et
al., 2014).
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Figura 1: Deposicdo de colageno ao longo das fases de reparo tecidual e sua correlagao

com o aumento da forga de tracdo. Fonte: Campos; Borges-Branco e Groth, (2007).

As técnicas convencionalmente utilizadas no tratamento de feridas por
queimaduras variam em conformidade com a extensdo da leséo,
profundidade, area corporal acometida, idade e estado prévio de saude do
individuo. Prevencdo de processos infecciosos, remocao de tecidos
necroéticos, técnicas de desbridamento, procedimentos de enxertia e
farmacoterapia sdo rotineiramente utilizados no tratamento de tais feridas
(AZEVEDO et al, 2002).

Em lesdes por queimadura de terceiro grau o desbridamento cirdrgico
seguido de curativo oclusivo constitui o cuidado convencional adotado na
maioria dos centros clinicos que se dedicam ao tratamento destas lesdes.
Agentes umidificantes como a glicerina e microbicidas como a sulfatiazida
de prata a 2% sao incorporados ao curativo oclusivo para favorecer o
processo de reparo e prevenir infecgcdes (WOLF; TOMPKINS; HERNDON,
2014).
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Devido ao sucesso e progresso destes procedimentos nas ultimas
décadas, o percentual de pacientes que sobrevivem a lesdes por
queimaduras aumentou significativamente. O aumento nas taxas de
sobrevivéncia implica no aumento do numero de individuos que passam a
apresentar graves disfuncbes motoras e problemas de ordem
psicoemocional e social em consequéncia as contraturas cicatriciais e
deformidades estéticas resultantes (VANDER VEER et al. 2009).

No ambito das novas perspectivas terapéuticas que se desenvolveram
nas ultimas décadas, a terapia celular € vista como uma das abordagens
mais promissoras para a reconstrucao morfolégica e restauracédo funcional
de lesdes cutaneas por queimaduras. A aplicacdo efetiva de populaces
celulares capazes de otimizar os processos de reparo e regeneracao
tecidual em diferentes condi¢cdes clinicas depende de varios fatores. De
particular importancia, € o reconhecimento de fontes abundantes de células,
com grande potencial terapéutico. (GIMBLE; GUILAK; BUNNELL, 2010).

Embora o tecido adiposo tenha sido inicialmente considerado apenas
um local de armazenamento de substratos para producdo de energia e
regulacao térmica, atualmente, diversas atribuicées de natureza endécrina e
imunoregulatéria também sdo vistas como aspectos fundamentais de sua
atividade fisiolégica. Enxertos autélogos de tecido adiposo sdo utilizados
com frequéncia no tratamento de lesGes traumaticas e disfuncdes estéticas
apresentando resultados variaveis (GENTILE et al., 2012).

O fracionamento dos componentes celulares do tecido adiposo por
digestdo enzimatica e posterior centrifugacdo do material levantou novas
possibilidades de utilizacdo deste tecido em terapia regenerativa. Embora
inicialmente o foco estivesse voltado para o uso dos adipdocitos maduros,
localizados na regido superior da solucao tecidual apdés a centrifugacéo,
diferentes estudos comecaram a explorar as aplicacdes terapéuticas da
fracao estromal vascular (FEV), depositada no fundo do frasco (TABIT et al.,
2012).

A FEV é formada por populagdes de células linféides e mieldides, fato
que ressalta a contribuicdo do tecido adiposo nos processos
imunoregulatérios. Células endoteliais, linfécitos, mieldcitos, pericitos, pré-

adipaocitos e células-tronco derivadas de tecido adiposo (CTDA) fazem parte
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de sua composicao e apresentam, na dependéncia dos estimulos presentes
no microambiente tecidual, consideravel plasticidade, capacidade
proliferativa e de diferenciacdo em distintas linhagens celulares (GENTILE
et al., 2012).

Métodos de cultivo in vitro em frascos plasticos acrescidos de meio de
cultura e soro fetal bovino podem ser utilizados para isolar e enriquecer as
CTDA da FEV, que apresentam grande capacidade de se aderir ao plastico.
Aproximadamente uma a cada 30 células da FEV irdo se ligar a superficie
plastica, permitindo a expansao desta populacdo particular de células. Por
suas caracteristicas imunofenotipicas e o grande repertério de citocinas e
fatores de crescimento passiveis de serem produzidos, as CTDA tem sido
apontadas como uma das principais causas dos efeitos terapéuticos
observados em estudos que empregaram FEV em diferentes condi¢cdes
clinicas (GIMBLE; NUTTALL, 2011).

CTDA presentes na FEV apresentam claras vantagens em relacdo a outras
células mesenquimais para fins regenerativos. Suas vantagens em relacdo as
células-tronco derivadas da medula 6ssea (CTDM), por exemplo, incluem facilidade
de isolamento, diminuicdo de morbidade do doador, relativa abundancia, potencial
de diferenciacdo em diferentes linhagens celulares e alta velocidade de expansao
(NIE et al, 2011).

Segundo Torres et al. (2007) o tecido adiposo coletado pode produzir de 2 a 3
x10® células tronco para cada 300 mL de material coletado, comparado ao material
extraido da medula 6ssea, capaz de gerar apenas 1 célula tronco para cada 10°
células estromais. Sendo assim, as CTDA apresentam excelente relagdo custo /
beneficio para sua aplicacdo em terapia celular (KOKAI; MARRA; RUBIN, 2014).

Diferentes estudos investigaram o potencial terapéutico da FEV e de
CTDA expandidas por cultivo em variados modelos pré-clinicos e clinicos de
patologia.

Aplicacdo de FEV em lesOes por queimadura de segundo grau em
ratos promoveu a aceleracdo do reparo tecidual pelo aumento da
proliferacdo celular, neovascularizacdo, reducédo da inflamacdo e aumento
da atividade de fibroblastos. Resultados semelhantes foram observados em
estudo utilizando CTDA no tratamento de lesdes por queimadura de terceiro

grau em camundongos. Aumento da sintese de colageno, do numero de
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macrofagos e linfécitos e reducdo da area de superficie da ferida foram
exibidos pelo grupo tratado com CTDA comparado ao controle (ATALAY;
CORUH; DENIZ, 2014; KARIMI et al., 2014).

Foi observado que o uso de FEV apresenta grande potencial
terapéutico no tratamento de individuos portadores de esclerose multipla.
Efeito anti-inflamatorio e regenerativo na aceleracao do reparo de fistulas de
Crohn evidencia o0 possivel papel imunomodulatério sistémico
desempenhado pelas células componentes da FEV (RIORDAN et al., 2009).

Yoo e Lim (2010) mostraram que a aplicacdo de CTDA em modelos
de ferida cutdnea experimental em ratos é capaz de acelerar o fechamento
da ferida, assim como promover reepitalizacdo parcial e aumento da
deposicao de tecido de granulacao.

Collawn et al. (2012) verificaram que a adicdo de CTDA a culturas
organotipicas de pele humana equivalente, promove a aceleracdo do reparo de
feridas induzidas por Laser de alta poténcia. Dois dias ap6s a inducéo da lesdo as
culturas realizadas com CTDA apresentavam recuperacdo completa, exibindo o
tecido cutaneo reconstituido em suas multiplas camadas.

Natesan et al. (2013) investigaram o uso de CTDA extraidas de pele
desbridada em pacientes queimados em associacdo a moldes constituidos de fibrina
e colageno em hidrogel bilaminado para a construgcdo de tecido dermal
vascularizado equivalente. Os animais tratados com a combinacdo de células e
molde apresentaram cicatrizacdo mais rapida que os controles. Fendtipos
vasculares e estromais foram identificados nas culturas demonstrando a viabilidade
do uso destas células na construcéo de equivalentes de pele vascularizados.

A implantacdo de CTDA em modelos caninos de lesdo aguda da medula
espinhal mostrou ser capaz de promover melhora da funcéo neurolégica devido a
diferenciacao parcial das células implantadas e promocao da regulacdo dos fatores
de crescimento presentes no local da leséo (RYU, et al, 2009).

O grande potencial regenerativo das CTDA apresentado na literatura pode
estar associado a producdo de inumeros fatores de crescimento e citocinas
sinalizadoras da proliferacao e diferenciacdo celular expressas por essas células no
local da leséo, em particular, destacam-se a participacdo do VEGF, FGF e o Fator
de crescimento do queratindcito (KGF). (MARRA, 2011).
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A producéo e distribuicdo temporal destes inumeros fatores de crescimento e
biomoléculas sinalizadoras participantes do processo de reparo correspondem ao
eixo central de comando dos complexos eventos que caracterizam a cicatrizagao.
Em vista da evidente necessidade de disponibizar-se as pistas bioquimicas corretas
nas diferentes fases do processo, diferentes abordagens baseadas na manipulagéao
de fatores de crescimento vem sendo testadas em modelos in vitro e in vivo (NIE et
al, 2011).

Aumento dos niveis locais e sistémicos de fatores de crescimento como TGF-
B, FGF, PDGF e Fator de crescimento epidermal (EGF) tem sido utilizados de forma
separada ou associada em modelos de ferida cutanea apresentando resultados
satisfatorios, porém, modestos (OBARA et al, 2005 ; ASHRAF et al, 2009). Nie et al.
(2011) ainda ressaltam que dificuldades técnicas na administracdo continua dos
fatores de crescimento associadas ao enorme custo dessas substancias tornam tais
intervencdes extremamente limitadas como estratégia terapéutica.

A presenca de massa critica celular adequada no local de lesdo com
caracteristicas ideais para fins regenerativos disponibilizada pelo proprio organismo
ou, oriunda de fontes externas, também vem sendo apontada como evento
fundamental para o sucesso do reparo tecidual (JAMES et al, 2005).

As CTDA demonstram ser capazes de suprir as necessidades celulares
requeridas, entretanto, a busca por agentes bioestimuladores aptos a induzir o
maximo aproveitamento do material celular disponibilizado, exibindo uma relacdo
entre o custo e o beneficio favoravel ainda persiste, constituindo um dos grandes
desafios atuais no campo da terapia celular (TSENG et al, 2010 ; ABRAHANSE,
2012).

Dentre os diversos métodos utilizados na bioestimulacdo de células
para fins regenerativos o emprego do Laser de baixa poténcia (LBP) em
estudos in vitro e in vivo tem mostrado ser uma alternativa promissora e de
baixo custo no aumento da viabilidade, potencial proliferativo, de
diferenciacdo e organizacdo morfofuncional dessas células (ORON et al,
2008 ; EBRAHIMI et al, 2012).

O uso terapéutico do LBP vem sendo investigado ha décadas, mostrando
efichAcia no tratamento de variadas condicbes patologicas tais como: doencas
inflamatodrias cronicas, disfungbes articulares, aceleracdo do reparo tecidual de

feridas cutaneas, reducédo de fadiga e dano muscular apds exercicio, neuropatias
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periféricas, patologias bucais e dor cronica (BJORDAL, et al, 2003 ; FERRARESI et
al, 2015).

A International Electrotechnical Commission (IEC) (2007) classifica os
diferentes tipos de emissores Laser com base no conceito de Limites de
Emissdo Acessivel (LEA). Equipamentos utilizados para fins de fotoativacéo
biolégica sem a geracado de efeitos térmicos pertencem a classe 3B, e sao
chamados de LBP, nos quais a poténcia Optica util do aparelho chega a
aproximadamente 500mWw.

Aplicagdes clinicas que exigem efeito fototérmico sdo realizadas com
0 uso de aparelhos da classe 4, estes emissores possuem poténcias opticas
Uteis superiores a 500mW e sdo amplamente empregados em
procedimentos cirurgicos (IEC, 2007).

A aplicacdo do LBP exerce efeitos modulatérios da resposta inflamatoria
importantes nas fases iniciais do reparo tecidual. Modulacdo de mediadores
quimicos, edema, influéncia sobre a migracdo de células inflamatoérias e incremento
de fatores de crescimento foram observados em estudos clinicos e pré-clinicos,
colaborando diretamente para o processo de cicatrizagdo (PIVA et al, 2011 ;
MORAIS J. M. et al, 2012).

Os mecanismos de acdo da fotoestimulagdo com luz coerente vém sendo
estudados em modelos in vitro de culturas celulares e em diferentes modelos
animais, mostrando a ativacdo de complexos eventos que se desenvolvem na
membrana plasmatica, mitocéndrias e no nucleo celular (JAVAD et al, 2010).

Abrahamse (2012) relata que utilizando parametros muito especificos de
irradiacdo com LBP e de diodos emissores de luz € possivel induzir atividades
celulares como aumento da proliferacao e viabilidade celular a partir da estimulacao
da atividade mitocondrial, o que leva ao aumento da producdo de adenosina
trifostato (ATP), sintese de acido desoxiribonucléico (DNA) e &cido ribonucléico
(RNA), ativacdo de cascatas de sinalizagdo celular incluindo producéo de espécies
reativas de oxigénio (ERO), liberacdo de oxido nitrico (NO), ativagédo da citocromo C
oxidase e modificacdo da atividade da membrana de organelas intracelulares, do
fluxo de calcio e da expressao de proteinas relacionadas ao estresse.

Giannelli et al. (2013) mostraram que o efeito proliferativo da irradiacdo com
laser de baixa poténcia de células tronco derivadas da medula é6ssea in vitro

depende de eventos cruciais que se desenrolam na membrana celular, em
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particular, a ativacdo de canais de K+ (Kir) especificos, sugerindo um papel
fundamental dessas estruturas no coordenacéo do ciclo celular.

A irradiacdo com o LBP em culturas de células tronco mostrou ser capaz de
promover o aumento da migracdo, proliferacdo e viabilidade celular, ativando a
producéo de proteinas e induzindo a diferenciagdo em células progenitoras variadas
(DE VILLIERS et al, 2011). A aplicacdo do LBP associada a implantacéo local de
células tronco derivadas da medula 6ssea em modelos de fratura e osteogénese
imperfeita promoveu aceleracdo do reparo 6sseo através do aumento da
proliferacéo e diferenciagéo celular no local da lesdo (EBRAHIMI et al, 2012).

Células-tronco mesenquimais irradiadas com LBP, previamente ao implante
no coracdo de ratos infartados, mostraram ser capazes de aumentar sua taxa de
sobrevivéncia e proliferacdo, diminuindo a formacdo de tecido cicatricial e
promovendo aumento da angiogénese (ORON et al, 2008).

Poucos estudos foram realizados sobre a associacdo entre o uso de CTAD e
a aplicacdo de LBP no tratamento de feridas cutaneas em modelos in vivo. Kim et al.
(2012), implantaram CTDA caninas em modelos de lesdo cutanea realizados em
ratos atimicos e irradiaram as lesdes com LBP. Os resultados mostraram que o
grupo tratado com CTDA e o grupo tratado com CTDA e LBP apresentaram
aceleracéo do reparo tecidual. Entretanto, o grupo no qual foi realizada a associacéo
entre CTDA e LBP apresentou resultados superiores ao tratado com CTAD em
termos de neovascularizacdo, regeneracdo de anexos dérmicos, reducdo da
apoptose de CTDA no leito da ferida e aumento da producdo de fatores de
crescimento.

Embora a perspectiva de associacao entre CTDA e LBP pareca ser
promissora, muitas questfes ainda precisam ser respondidas para que seu uso
clinico seja efetivado de forma segura e eficaz. Em relagdo ao aspecto
bioestimulatorio promovido pelo LBP, a determinacdo dos parametros de irradiacao
mais eficazes assume importancia capital para o sucesso da terapia (ALMEIDA
LOPES et al, 2001 ; ABRAHAMSE, 2012 ; KIM et al, 2012).

Em vista dos potenciais beneficios resultantes da associagcdo destes
recursos, investigacoées que enderecem os beneficios e riscos da terapia por
FEV isolada ou associada ao LBP em comparacdo aos cuidados

convencionais, assim como a elucidacdo de aspectos dosimétricos, sdo
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necessarias para a determinacdo do possivel papel destas terapias no
tratamento de feridas por queimaduras.
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HIPOTESE

Foram elaboradas para este estudo trés hipéteses:

1- a terapia por implantacdo de FEV proporciona melhores resultados no

reparo de lesbes por queimadura comparada ao cuidado convencional.

2- a associacao entre terapia por implantacdo de FEV e LBP proporciona
melhores resultados no reparo de lesGes por gqueimadura comparada ao cuidado

convencional.

3- os efeitos da associacdo entre terapia por implantacéo de FEV e LBP séao

dependentes da poténcia dptica util selecionada para irradiacdo da leséo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

- Analisar os efeitos da associacdo entre irradiacdo com LBP e implantacao

de FEV em modelos de ferida por queimadura de terceiro grau em ratos.

3.2 Objetivos especificos

- Comparar os efeitos microscopicos, macroscopicos e morfométricos entre a

terapia por FEV e o cuidado convencional em queimaduras de terceiro grau.

- Comparar os efeitos microscopicos, macroscopicos e morfométricos entre a
terapia por FEV aplicada isoladamente e em associacdo com o LBP utilizando

diferentes parametros dosimétricos em modelos de ferida por queimadura em ratos.

- Comparar os efeitos microscépicos, macroscépicos e morfométricos entre a
terapia por FEV em associacdo com o LBP com diferentes parametros dosimétricos

e o cuidado convencional em modelos de ferida por queimadura em ratos.
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4 METODOLOGIA

4.1 Tipo e local da pesquisa

Estudo experimental prospectivo realizado no Instituto de Patologia Tropical e
Saude Publica (IPSTP) da Universidade Federal de Goias (UFG). Os procedimentos
de experimentacdo animal foram realizados no Biotério do IPTSP — UFG e os
procedimentos de andlise no Laboratério de Patologia Experimental no setor de
Patologia do IPSTP — UFG.

4.2 Aspectos éticos e amostragem

A pesquisa foi submetida ao Comité de Etica no uso de animais (CEUA) da
UFG e aprovada sob o namero 035/13 (Anexo). A amostragem contou com 51
animais, ratos Wistar, fornecidos pelo Biotério Central da UFG. No Biotério do IPTSP
- UFG eles foram acomodados em numero de trés por gaiola e receberam racéo
comercial e agua ad libitum autoclavada. As trocas das camas das gaiolas foram
realizadas duas vezes por semana. Os animais foram manipulados de maneira
cuidadosa, sempre pela manha, pelo mesmo pesquisador treinado e supervisionado
pelo médico veterinario responsavel. A adaptacdo dos animais no ambiente proposto

foi realizada a fim de priorizar seu bem estar.

4.3 Protocolo de lesao

No dia 0 os animais foram anestesiados com solucdo de 0,06 mL/Kg de
ketamina a 10%, 0,01 mL/Kg de agua para injecdo e 0,03 mL/Kg de xylazina a 2%
aplicada intraperitonealmente. Logo apds, a tricotomia da regido dorsal do animal foi
realizada seguida de lesdo térmica de terceiro grau por imersdo da regiao dorsal do
animal em agua a 95°C por 14 segundos (MORAIS et al, 2012). Para tanto, o animal

foi colocado em cilindro plastico de (PVC) com uma abertura de 2x2 cm e selado nas
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extremidades. ApOs o0 procedimento foi realizada adicdo do analgésico
Acetaminofeno na 4gua dos animais na dose de 2mg/mL até dois dias ap0s a lesao.

4.4 Protocolo de coleta e preparacao da fracdo estromal

Apés a eutanasia do animal doador por injecéo letal de sédio thiopental na
dose de 100 mg/kg, o segmento de tecido adiposo foi coletado da regido intra-

abdominal mediante dissecacéo cirurgica (figura 2).

Figura 2: Extracao de tecido adiposo intra-abdominal via dissecacéo cirtrgica de animal doador.

O tecido coletado foi em seguida acondicionado em frasco plastico tipo
Falcon de 50 mL contendo 25 mL de solug&o transporte composta por Phosphate
Buffer Solution (PBS) estéril a 2% e 1% de antibiético (10° unidades/mL de penicilina
e 10° pyg/mL de estreptomicina) e antimicético (25 pg/mL de anfotericina B) para ser

conduzido ao fluxo laminar (figura 3):

Figura 3: Solucado de transporte contendo tecido adiposo coletado e conduzido ao fluxo laminar.
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O material coletado foi em seguida lavado em PBS estéril a 2% por 3 vezes
para remocao de componentes sanguineos e depositado em placa de Petri estéril

para separacdo mecanica feita por bisturi n® 15 (figura 4).

Figura 4: A: Tecido coletado apés lavagem em PBS estéril a 2% e depositado em placa de Petri. B:

Separacdo mecéanica de tecido adiposo coletado feita em placa de Petri por uso de bisturi n® 15.

ApOGs a separagdo mecanica, o tecido foi acondicionado em frasco plastico
tipo Falcon de 50 mL contendo 20 mL de PBS estéril a 2% e 30 mg de colagenase
tipo | para digestdo enzimatica tecidual em banho maria a 37°C por 50 minutos. O
frasco foi agitado em voértex a cada 20 minutos por 30 segundos e agitado

manualmente a cada 5 minutos (figura 5).

Figura 5: Tecido adiposo ap6s 50 minutos de digestdo em solugdo de colagenase tipo .

Apbs a digestdo celular foi realizada a passagem do material em filtro de 70

um. O conteudo filtrado foi em seguida acondicionado em volumes iguais em
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frascos plésticos tipo Falcon de 15 mL e centrifugados por 7 minutos a 1800
rotacdes por minuto (rpm) sendo observada formacao de fragdo estromal vascular
(FEV) no fundo do frasco (figura 6):

Figura 6: A: Filtracao tecidual em filtro de 70 um apds digestdo enzimatica. B: FEV formada em fundo

do frasco ap6s centrifugagdo por 7 minutos a 1800 rpm.

Apbs o descarte do sobrenadante a FEV foi resuspendida em PBS estéril a
2% (figura 7) e uma solucéo de 20 pL de FEV e 20 pL de azul de tripan foi preparada
em eppendorf de 200 pL para contagem de células em Camara de Neubauer.

A equacdo utilizada para a determinacdo da concentracdo de células foi:

N° total de células contadas x 10* x fator de diluicdo = n° de células por mL

Numero de quadrados contados

Na contagem foram utilizados os quatro quadrados dos cantos e fator de

diluicdo igual a 2.
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Figura 7: FEV resuspensa em PBS estéril a 2% apoés centrifugacéo.

Estando determinada a concentracdo celular da FEV, foi realizado calculo
para preparacdo das injecdes utilizadas na implantacdo das células na ferida
experimental. Cada injegcdo foi composta por volume de FEV equivalente a
concentracdo de 5 x 10° cel/mL diluidas em PBS estéril a 2% compondo uma

solucéo final de 1mL acondicionada em seringa de 1mL.

4.5 Protocolo de implantacdo da fracdo estromal vascular na ferida

experimental

Foram realizadas 4 inje¢cdes subcutaneas nas bordas da ferida experimental
utilizando agulhas de 13 x 3.8 mm com deposi¢cédo de 0,2 mL por injecédo e despejo
de 0,2 mL no leito da ferida totalizando um volume de 1mL por ferida (figura 8).

Figura 8: A: Procedimento de injecdo subcutanea de FEV em borda de ferida experimental apos
desbridamento cirdrgico. B: Formacéo de papula por deposicdo de FEV em terco superior de borda

da ferida experimental.
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4.6 Delineamento experimental

Neste estudo 51 ratos Wistar pesando entre 300 e 350 gramas com feridas
experimentais por queimadura em conformidade com o protocolo descrito
anteriormente foram divididos em cinco grupos. Cada grupo experimental foi

composto por trés animais e foram utilizados seis animais como doadores.

- Grupo Controle (CT): recebeu curativo oclusivo com sulfatiazida de prata a
2% e gaze estéril de malha de tecido Murim extrafina glicerinada. As gazes eram
recobertas com veste confeccionada também em tecido Murim garantindo a
permanéncia do curativo durante todo o tratamento, em conformidade com o
cuidado convencional utilizado no Hospital de queimaduras de Goiania (MORAIS et
al, 2012). Os demais grupos receberam curativo oclusivo com a mesma metodologia
do grupo controle exceto pela ndo aplicacao de sulfatiazida de prata a 2%.

- Grupo Fracédo Estromal Vascular (FEV): recebeu a implantacdo de FEV
em conformidade com o protocolo descrito anteriormente e protecédo da ferida por

curativo oclusivo.

- Grupo Fracdo Estromal Vascular associado a L27 (FEVL27): recebeu a
implantacdo de FEV em conformidade com o protocolo descrito anteriormente,
irradiacao por Laser de baixa poténcia conforme os parametros descritos na tabela 2
e protecéo da ferida por curativo oclusivo.

- Grupo Fracao Estromal Vascular associado a L53 (FEVL53): recebeu a
implantagdo de FEV em conformidade com o protocolo descrito anteriormente,
irradiacao por Laser de baixa poténcia conforme os parametros descritos na tabela 2

e protecéo da ferida por curativo oclusivo.

- Grupo Fracao Estromal Vascular associado a L76 (FEVL76): recebeu a
implantagdo de FEV em conformidade com o protocolo descrito anteriormente,
irradiacé@o por Laser de baixa poténcia conforme os parametros descritos na tabela 2
e protecéo da ferida por curativo oclusivo.
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Trés séries experimentais foram realizadas para todos os grupos. Antes da
execucao de cada série foi feita a coleta de tecido adiposo de um animal doador e

preparacdo da FEV em conformidade com o protocolo descrito anteriormente:

- Série 1: Duracdo de 3 dias — dia O: realizacdo de ferida experimental no
grupo a ser trabalhado; dia 1: aplicacdo Unica de FEV seguida de irradiacdo Laser
em conformidade com os parametros descritos para cada grupo; dia 2: observacéo
clinica; dia 3: irradiacdo Laser e procedimento de eutanasia (injecdo letal de sodio
thiopental 100 mg/kg) dos animais seguido de coleta de material para analise
microscopica e fotografia da lesdo para analise morfométrica e mascroscépica

digitalizada.

- Série 2: Duracdo de 7 dias - dia O: realizacdo de ferida experimental no
grupo a ser trabalhado; dia 1: aplicacdo Unica de FEV seguida de irradiacao Laser
em conformidade com os parametros descritos para cada grupo realizada em dias
alternados.; dia 7: ultima irradiacdo e procedimento de eutanasia dos animais
seguido de coleta de material para analise microscopica e fotografia da lesdo para

andlise morfométrica e mascroscopica digitalizada.

- Série 3: Duracdo 30 dias - dia 0: realizacdo de ferida experimental nos
quatro grupos; dia 1: aplicacdo Unica de FEV seguida de irradiacdo Laser em
conformidade com os parametros descritos para cada grupo realizada em dias
alternados; dia 30: ultima irradiacdo e procedimento de eutanasia dos animais
seguido de coleta de material para analise microscépica e fotografia da lesdo para

analise morfométrica e mascroscopica digitalizada.

Ao longo do experimento a troca de curativos dos animais foi realizada em
dias alternados logo apoés a irradiacdo Laser.

Para reduzir o estresse por contengédo e manuseio dos animais foi feito uso do
agente pré-anestésico Diazepam na dose de 2,5 a 5 mg/Kg via intraperitoneal
(KAWANO et al., 2015). Durante todo o experimento ndo foi perdido qualquer
animal, assim com ndo ocorreram infeccdo das lesbes experimentais ou outras

complicagoes.
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4.7 Procedimento de desbridamento da ferida:

No primeiro dia apds a inducédo da lesdo (DAI) foi realizado o desbridamento
cirdrgico da ferida com os animais sob anestesia geral (0,06 mL/Kg de ketamina a
10%, 0,01 mL/Kg de agua para injecdo e 0,03 mL/Kg de xylazina a 2% aplicada
intraperitonealmente) conforme proposto pela intervencdo padrédo adotada no

Hospital de Queimaduras de Goiania para leses de 3° grau (figura 9).

::';EH;TH

il

Figura 9: Lesdo por queimadura experimental apés desbridamento cirtrgico realizado no primeiro
DAIl. Seta branca: presenca de foco hemorragico causado pela lesdo experimental. Seta preta:
presenca de edema causado pela leséo experimental.

4.8 Procedimento de irradiacdo Laser:

A irradiacdo Laser foi realizada pelo método pontual com a sonda sendo
levemente pressionada contra a regido de aplicacdo. Um ponto por borda foi
irradiado em sua area central e dois pontos equidistantes foram irradiados no leito
da ferida totalizando seis pontos de aplicacdo (figura 10). O procedimento foi
realizado em dias alternados a partir do primeiro DAI até o ultimo dia da série

experimental.
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Figura 10: Irradiacao Laser por método pontual aplicada no leito da ferida experimental.

4.9 Equipamento para irradiacdo Laser e definicAho de parametros

dosimétricos:

Seguem abaixo as caracteristicas técnicas do equipamento utilizado:

- Modelo: Photon Lase Il
- Empresa de fabricacdo: DMC equipamentos (S&o Carlos-SP)

- Especificacdes técnicas:

. Tensao de Alimentacao: 90 — 240 V

. Peso: 1,350 Kg

. Dimenséo: 19 (L) x 22(P) x 13 (A) cm

. Comprimento de onda Laser vermelho: 660 nm £ 10 nm

. Poténcia optica util do emissor Laser vermelho: 100 mW + 20 %
. Comprimento de onda Laser infravermelho: 808 nm + 10 nm

. Poténcia Optica util do emissor Laser infravermelho: 100 mW + 20 %

O espectro de poténcia selecionado para este estudo abrangeu os valores
minimo, médio e maximo gerados pelo equipamento, sendo estes 30mwW, 60mW e
100mW, respectivamente.

No Laboratério de Ressonéancia Ferromagnética e Nanomagnetismo, Instituto
de Fisica-UFG, realizamos experimento com potencidmetro modelo 918D-SL-OD3,
para averiguacao das poténcias reais emitidas pelo equipamento utilizado no estudo.
Os célculos dosimétricos foram realizados utilizando os valores obtidos pelos testes

e seguindo as diretrizes para selecdo de parametros recomendadas por estudos
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prévios sobre LBP no tratamento de lesdes cutaneas (tabela 1) (EM; CHAVES,;
PIANCASTELLI, 2014; FIORIO et al., 2014).

Tabela 1: Média e desvio padrdo de poténcia éptica Gtil do equipamento Laser utilizado no estudo

averiguado por potenciébmetro modelo 918D-SL-OD3.

Poténcia ajustada no Média (mW) Desvio Padrao

aparelho (mW)

30 27,1954 + 0,20613
60 53,45053 + 0,2363
100 76,2679 +0,24234

As figuras 11, 12 e 13 apresentam os graficos obtidos durante os testes
mostrando a oscilagdo de poténcia e o discreto declinio do seu valor médio ao longo

de 60 segundos de emisséo.
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Figura 11: Emissdo de poténcia do equipamento laser utilizado no estudo ajustado para 30 mW por

um tempo de 60 segundos. Potencidbmetro modelo 918D-SL-OD3.
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Figura 12: Emissdo de poténcia do equipamento laser utilizado no estudo ajustado para 60 mW por
um tempo de 60 segundos. Potenciébmetro modelo 918D-SL-OD3.
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Figura 13: Emisséo de poténcia do equipamento laser utilizado no estudo ajustado para 100 mW por
um tempo de 60 segundos. Potencidmetro modelo 918D-SL-OD3.
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Tabela 2: Pardmetros dosimétricos de irradiagdo Laser nos grupos experimentais.

Grupo Comprimento Poténcia Area Irradiancia  Tempo Tempo  Energia Energia Energia Fluéncia Fluéncia Fluéncia
deonda(nm) 6&ptica irradiada  (W/cm?) de de por por total por por total por
atil (cm? aplicagcdo aplicacdo ponto ponto por ponto ponto ferida
(mW) no leito naborda no leito na ferida leito borda Jlcm?)
por por ) borda J) (Jlcm?)  J/cm?)
ponto (s) ponto (s) J)
L27 660 27 0,0283 0,954 37 74 1 2 10 35 70 350
L53 660 53 0,0283 1,872 19 38 1 2 10 35 70 350

L76 660 76 0,0283 2,685 13 26 1 2 10 35 70 350
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4.10 Avaliagcdo macroscopica

Nos dias estabelecidos para analise, as lesdes foram fotografadas e as fases
do processo de reparo tecidual, inflamacdo, proliferacdo e maturacdo, foram
macroscopicamente examinadas. Os seguintes parametros foram analisados:
hiperemia, necrose, hemorragia, presenca de crosta, tecido de granulacao, fibrose e
reepitelizacdo. Todos estes parametros foram analisados de maneira subjetiva pelo
mesmo pesquisador sem saber qual grupo estava sendo observado.

A analise qualitativa das lesdes foi feita da seguinte maneira:

- A: ausente
- D: discreta — 1 a 25% da area da leséo.
- M: moderada — 26 a 50% da area da leséo.

- Ac: acentuada — acima de 51% da area da leséo.

4.11 Avaliacdo morfométrica

Para a analise da contracao da ferida, todas as lesdes foram fotografadas
com camera digital acoplada a suporte posicionado a 12 cm de distancia da leséao e
posteriormente as imagens foram analisadas com o software Image J (NIH) versao
1.3.1.

Na imagem, a area da ferida foi circulada pelo pesquisador usando o software
mencionado sem conhecimento sobre o grupo em andlise. Os valores foram
calculados pela seguinte equacéo:

CL = area T° - area TUas deeutanasia y 100 / area T°
Onde CL = nivel de contracéo, T° = dia da inducéo da leséo e

dias de eutanasia _
T =

dias 7 e 30 apods a inducéo da leséo.

4.12 Avaliacdo Microscopica

O tecido da leséo foi removido por procedimento de biopsia e acondicionado
em formal aldeido a 10%. Posteriormente, o tecido foi incluido em parafina,
seccionado em 4 um, colocado em lamina de vidro e corado com Hematoxilina e

Eosina (H&E). As amostras das lesdes cutaneas foram removidas de modo a incluir



44

as bordas da pele adjacente e todo o tecido cicatrizado profundo. Os processos

patologicos gerais foram analisados na derme (tabela 3).

Tabela 3: Processos patolégicos gerais analisados em diferentes tecidos de ferida de queimadura

induzida em ratos.

Tecido Processo patologico geral
analisado
Derme Fibrina, hemorragia, infiltracdo de

PMN, MN, hiperemia, angiogénese,
necrose do colageno, fibroblastos,

colageno e reepitelizagao.

PMN: polimorfomucleares / MN: mononucleares.

A analise qualitativa das lesfes foi feita da seguinte maneira:
- A: ausente
- D: discreta — 1 a 25% da lamina.
- M: moderada — 26 a 50% da lamina.

- Ac: acentuada — acima de 51% da lamina.

4.13 Anélise estatistica

A analise estatistica foi realizada usando o software Sigma Stat 2.3.
Estatistica descritiva foi aplicada para determinar o desvio médio e padrao e para
avaliar as diferencas entre os grupos analisados. Foi atribuido o valor O as variaveis
ausentes, 1 para as discretas, 2 para as moderadas e 3 para as acentuadas. As
variaveis foram testadas para distribuicdo normal e variancia homogénea. Quando
apresentaram distribuicdo normal, analise de variancia foi utilizada e quando a
distribuicdo n&o foi normal ou a variancia nao foi homogénea, testes néo
paramétricos foram utilizados (Kruskal-Wallis). As diferencas notadas foram

consideradas significativas quando p <0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliagcdo Macroscopica

No terceiro, sétimo e trigésimo DAIl foi possivel observar os processos
patolégicos gerais associados as fases de resposta inflamatoria, proliferacdo e
maturacao respectivamente.

No terceiro dia DAI (quadro 1, figura 14) a area de necrose no grupo CT foi

significativamente maior comparada aos demais grupos (p <0,05). Diferenca
estatisticamente significante também foi observada entre o grupo FEVL27 e os
grupos FEVL53 e FEVL76 (p <0,05), mostrando maior tendéncia de necrose tecidual
em CT e FEVL27.
O grupo CT apresentou hiperemia mais acentuada comparado aos grupos FEVL53 e
FEVL76 (p <0,05), o mesmo foi observado no grupo FEV comparado aos grupos
FEVL27, FEVL53 e FEVL76 (p <0,05) e no grupo FEVL27 comparado ao grupo
FEVL53 (p <0,05). De forma geral, a hiperemia se mostrou mais acentuada nos
grupos CT, FEV e FEVL27.



Quadro 1. Macroscopia de processos patoldgicos gerais em queimaduras aos 3 dias apos a indugéo da lesao.

Processos CT(n=3) FEV (n = 3) FEVL27 (n = 3) FEVL53 (n = 3) FEVL76 (n=3)
Atolbaicos % (n) % (n) % (n) % (n) % (n) P
patolog A|D|MIJ|A|A|[D]|[MI|[A|A|[D]|MIJA|A]|D]|MJ|A]| A]D]|M]Ac
<0,05*
CT vs FEV
Necrose 100 100 100 333 | 66,6 66,6 | 33,3 it
©) ©) ©) o | @ @ | @ CT us FEVLSS
FEV vs FEVL27
FEVL27 vs FEVL53
FEVL27 vs FEVL76
Crosta 333 | 66,6 100 100 66.6 | 33.3 66.6 | 33.3 005
@ 2 (©)] (©)] 2 @ 2 @ '
Hemorragia | 333 | 66,6 66,6 | 33,3 333 | 66,6 100 100 005
(€))] 2 (2 (€8] (€8] (2 3 3 '
<0,05*
Hiperemia 333 | 66,6 333 | 66,6 66,6 | 33,3 100 66,6 | 33,3 ST rEvSS
o | @ W | @ @ | @ ® @ | @ CT s FEVLTE.
FEV vs FEVL53
FEV vs FEVL76
FEVL27 vs FEVL53
Tecidode | 1o, 100 100 100 100 005
granulagéo (3 (5) (5) (5) (%) '
@) ®) ®) ®) ®) o
3 ©)] ©)] 5 5 '

Para a analise estatistica, as alteragdes foram consideradas da seguinte forma: A — ausente; D — discreto; M — moderado;

Kruskal-Wallis. * Resultado estatisticamente significante. Versus — vs.

Ac — acentuado; e submetido ao teste
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Figura 14: Les®es por queimadura de terceiro grau experimentalmente provocadas em ratos no 3° dia
ap6s a inducdo da lesdo. A: ferida no grupo FEV. Seta: hiperemia em regido marginal de borda
superior. B: ferida no grupo FEVL27. Seta: area de necrose em borda superior. C: ferida no grupo
FEVL53. Seta: formacgéo de crosta em borda inferior. D: ferida no grupo FEVL76. Seta: formacéo de
crosta em borda inferior. E: ferida em CT. Seta: Area de necrose em toda borda inferior e lateral
esquerda.
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No sétimo DAI (quadro 2, figura 15) foi observada acentuada &rea de necrose
no grupo CT comparado aos grupos FEVL27 e FEVL76 (p <0,05), nos quais nao
foram encontrados tecidos necrosados.

Ocorreu maior formacdo de tecido de granulacdo em FEVL27 e FEVL76
comparado ao grupo CT (p <0,05) e um grau mais acentuado de reepitelizacdo foi
observado em FEVL27 e FEVL76 comparado ao grupo CT (p <0,05) e em FEVL76
comparado a FEVL53 (p <0,05).



Quadro 2. Macroscopia de processos patoldgicos gerais em queimaduras aos 7 dias ap0ds a inducao da leséo.

Processos CT(n=3) FEV (n =3) FEVL27 (n = 3) FEVL53 (n = 3) FEVL76 (n=3)
I % (n) % (n) % (n) % () % (n) P
palolog A|D|MIJ|A|A|D]|M]JA|A]D|MI|A|A]|D]|MJA]| A]|]D]|M]Ac
<0,05*
Necrose 333 | 66,6 | 333 | 333 | 333 100 66,6 | 333 100
Wl | oo @) @ | O ) T ve FEVL2T
CT vs FEVL76
Crosta 333 | 66,6 100 666 | 333 333 | 66,6 333 | 333 | 333 005
1) 2 (€)] @ | @ @ 2 (€] (ORI '
Hemorragia 333 | 66,6 666 | 333 100 666 | 333 333 | 66,6 005
1) 2 2 (€] (€)] &) (€] (€] 2 '
Hiperemia | 333 | 33.3 | 33.3 66,6 | 333 100 66,6 | 333 333 | 66,6 005
1) 1) 1) @) @ ® @ | O @ 2 '
Tecidode | oo | 333 333 | 333 | 333 333 66,6 333 | 66,6 333 | 66,6 <0,05*
granulagio | @ | M OO0 @ @ ® | @ @ | @ | orverevior
CT vs FEVL76
<0,05*
Reepitelizacao | 100 333 | 66,6 66,6 | 333 66,6 | 333 333 | 66,6
@A) a | © @ | @ @ | @ a | © CT vs FEVL27
CT vs FEVL76
FEVL53 vs FEVL76
Fibrose 100 100 100 100 100 00
3 3 3 3 3 '

Para a andlise estatistica, as alteragdes foram consideradas da seguinte forma: A — ausente; D — discreto; M — moderado; Ac — acentuado; e submetido ao teste
Kruskal-Wallis. * Resultado estatisticamente significante. Versus — vs.
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Figural5: LesBes por queimadura de terceiro grau experimentalmente provocadas em ratos no 7° dia
apos a inducéo da lesdo. A: Ferida no grupo FEV. Seta: Regido de reepitelizacdo. B: Ferida no grupo
FEVL27. Seta azul: regido de reepitelizacdo. Seta branca: area de granulacdo. C: Ferida no grupo
FEVL53. Seta: area de necrose. D: Ferida no grupo FEVL76. Seta branca: area de reepitelizacéo.
Seta azul: area de granulacdo. E: Ferida em CT. Seta branca: area de necrose em porcdo central do
leito da ferida. Seta amarela: 4rea de crosta.
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No trigésimo DAI foram observados os processos caracteristicos da
fase de maturacdo e remodelamento tecidual (quadro 3, figura 16).
Diferenca estatisticamente significante foi encontrada em relacdo a
hemorragia e crosta que se apresentaram discretamente elevadas no grupo

FEVL53 em relacdo aos demais grupos (p <0,05).



Quadro 3. Macroscopia dos processos patoldgicos gerais em queimaduras aos 30 dias apos a indugéo da leséo.

Processos CT(n=3) FEV (n = 3) FEVL27 (n = 3) FEVL53 (n = 3) FEVL76 (n=3)
N % (n) % (n) % (n) % (n) % (n) P
paloiog A|]D|MIJ|A|A|D|M]JA|A|D]MI[A]|AI|D]|MI|A| A]|D]|M]Ac
Necrose 100 100 100 100 100 005
(€)] (€)] (3) (3) (3) '
<0,05%
Crosta 100 100 100 333 | 666 100 T ve FEVLS3
3) ®) @) W | © @ FEV ve FEVLES
FEVL27 vs FEVL53
FEVL76 vs FEVL53
<0,05*
Hemorragia | 100 100 100 100 66,6 | 333 CT vs FEVL53
@A) @A) @A) @A) ? | FEV vs FEVL53
FEVL27 vs FEVL53
FEVL76 vs FEVL53
Hiperemia | 100 100 100 100 100
3) 3) 3) ®3) ®) >0,05
Tecidode | o5 | 333 100 100 100 666 | 333 2005
granulacdo @ | @ ©)) (©)) ©)) @ | @ '
Reepitelizacio 333 [ 666 100 100 666 | 333 100 08
(Y] 2 3) 3) () 3) i~
Fibrose 100 100 100 100 100 00
3) 3) 3) 3) (3) '

Para a andlise estatistica, as alteragdes foram consideradas da seguinte forma: A — ausente; D — discreto; M — moderado; Ac — acentuado; e submetido ao teste
Kruskal-Wallis. * Resultado estatisticamente significante. Versus — vs.
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Figura 16: LesBes por queimadura de terceiro grau experimentalmente provocadas em ratos no 30°
dia ap0s a indugdo da lesdo. A: Ferida no grupo FEV. Seta: regido de fibrose tecidual. B: Ferida no
grupo FEVL27. Seta: regido de fibrose tecidual C: Ferida no grupo FEVL53. Seta: area de ferida
aberta e discreta hemorragia. D: Ferida no grupo FEVL76. Seta: discreta regido de granulagéo
tecidual. E: Ferida em CT. Seta: regido de fibrose tecidual acentuada.
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5.2 Avaliacdo microscopica

No terceiro, sétimo e trigésimo DAI os processos patoldgicos gerais
associados as fases inflamatoria, proliferativa e de maturacdo foram
observados por microscopia de luz.

No terceiro DAI (quadro 4, figuras 17 e 18) foi observada area de
hemorragia maior nos grupos FEVL27, FEVL53 e FEVL76 comparado ao
grupo CT (p < 0,05).

Todos o0s grupos experimentais tratados apresentaram maior
conteudo de fibrina comparado ao grupo CT (p < 0,05). O grupo FEVL53
também apresentou quantidade significativa maior de fibrina comparado aos
grupos FEVL27 e FEVL76 (p < 0,05).

Presenca de infiltrado polimorfonuclear foi maior em todos os grupos
experimentais tratados em relacédo ao grupo CT (p < 0,05).

A angiogénese foi mais acentuada no grupo FEVL53 comparada ao
grupo CT (p < 0,05). Diferenca estatisticamente significante também foi
encontrada na avaliagcdo da proliferacdo dos fibroblastos, que se mostrou
maior nos grupos FEV, FEVL53 e FEVL76 comparada ao grupo CT (p <
0,05).



Quadro 4. Microscopia dos processos patoldgicos gerais em queimaduras aos 3 dias apés a inducéo da lesdo

Processos CT(n=3) FEV (n = 3) FEVL27 (n = 3) FEVL53 (n = 3) FEVL76 (n=3)
atolbaicos % (n) % () % (n) % () % (n) P
palolog A|D|MIJ|A|A|D]|MJA]|A]|D]|MIJ|A| A|D]|MJ[A]| A]D]| M]Ac
Necrose do 100 100 100 100 100 55005
colageno 3) (3) (3) (3) (3) '
P <0,05%
@) @) @) @ &) ®) CT vs FEVL53
CT vs FEVLT6
Hiperemia 333 | 66,6 66,6 333 66,6 | 33,3 100 333 | 66,6 52005
(1) (2 (2 (€)) (2 (€Y) (3) 1) 2 '
P <0,05%
CT vs FEV
Fibrina 100 100 66,6 333 100 333 | 66,6 UM
) 3) @ M) &) M | @ TV VLSS
FEVL53 vs FEVL76
FEVL53 vs FEVL27
P <0,05%
. CT vs FEV
Infiltrado PMN 1(3? 3(31)3 6(2)6 1(g§) 6(3)6 3&)3 1(g§) CT vs FEVL27
CT vs FEVL53
CT vs FEVL76
Infilrado MN_| 33.3 | 66,6 66,6 | 333 100 66,6 | 333 100 5005
€] (2 2 €)) (3) &) [€)) 3) '
Angiogénese | 66,6 | 33.3 66,6 | 333 333 | 66,6 100 333 | 66,6 P <0,05*
2 | @ ® | o | © ?) Ol @ CT vs FEVL53
P <0,05*
Fibroblasto | 100 100 333 | 66,6 66,6 | 333 66,6 | 333 CT vs FEV
?) ®) ) ? | ® | CT vs FEVL53
CT vs FEVL76
Colégeno 100 100 100 100 100 5005
3) 3 (3) (3) 3) '
3) ®) ® ® ®) "o

Para a andlise estatistica, as alteragdes foram consideradas da seguinte forma: A — ausente; D — discreto; M — moderado; Ac — acentuado; e submetido ao teste
Kruskal-Wallis. * Resultado estatisticamente significante. Versus — vs.
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Figura 17: Fotomicroscopia da derme vista em visdo panoramica (em aumento de 5 x) no terceiro dia
apo6s a indugédo da lesé@o. A: Grupo FEV. Seta: Presenca moderada de fibrina (H&E:200pum). B: Grupo
FEVL27. Seta: hemorragia moderada em derme superficial (H&E:200um). C: Grupo FEVL53
(H&E:200pum). Seta: presenca acentuada de fibrina em derme profunda. D: Grupo FEVL76
(H&E:200um). Seta: presenca moderada de fibrina em derme profunda. E: Grupo CT (H&E:200um).
Seta: Infiltrado inflamatério moderado.
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Figura 18: Fotomicroscopia em aumento de 40 x no 3° dia apés a inducdo da lesdo. A: Detalhe da
derme no Grupo FEV (H&E:20um). Seta: presenca moderada de fibroblastos. B: Detalhe da derme
no grupo FEVL27 (H&E:20um). Seta branca: Quadro hemorragico moderado. Seta preta: presenca
moderada de aglomerados de fibrina. C: Detalhe da derme no grupo FEVL53 (H&E:20um). Seta
preta: presenca acentuada de aglomerados de fibrina. Seta branca: moderada angiogénese. D:
Detalhe da derme no grupo FEVL76 (H&E:20pum). Seta preta: hemorragia moderada. Seta branca:
presenca moderada de fibrina. E: Detalhe da derme no grupo CT (H&E:20um). Seta: infiltrado
Polimorfonuclear.



58

No sétimo DAI (quadro 5, figuras 19 e 20) foi observada maior
necrose do coldgeno no grupo FEVL53 comparado aos grupos FEV,
FEVL27 e CT (p < 0,05). Resposta hiperémica acentuada foi encontrada em
FEVL27 comparada ao grupo CT (p < 0,05).

O infiltrado polimorfonuclear, quantidade de fibroblastos,
angiogénese e o conteudo de coldgeno foram maiores em todos 0s grupos
tratados comparados ao grupo CT (p < 0,05). O grupo FEVL27 apresentou
também maior quantidade de fibroblastos comparado aos grupos FEV,
FEVL53 e FEVL76 (p < 0,05).

Reepitelizacdo significativa foi observada nos grupos FEVL27 e
FEVL76 comparados ao grupo CT (p < 0,05).



Quadro 5. Microscopia dos processos patologicos gerais em queimaduras aos 7 dias apos a inducéo da lesao.

Processos

patolégicos

CT(n=3)
% (n)

FEV (n = 3)
% (n)

FEVL27 (n = 3)

% (n)

FEVL53 (n = 3)

%

n)

FEVL76 (n=3)

%

n)

D M

Ac

D M

Ac

D M

Ac

D

M

Ac

D

M

Ac

Necrose do

colageno

100
©)

66,6
@

333
@

333
@

66,6
@

100
©)

333
@

333
@

333
@

p <0,05%
FEVLS53 vs FEV
FEVLS53 vs FEVL27
FEVL53 vs CT

Hemorragia

33,3 | 66,6
(0]

100
(©)]

333
@)

66,6
@

333
@)

66,6
@

66,6
@

333
@)

p >0,05

Hiperemia

33,3
@)

333333
Q1 @

333 [ 333
@ 1 @

333
@)

100
©)]

333
@)

66,6
@

66,6
@

333
@)

p <0,05%
CT vs FEVL27

Fibrina

100
©)]

100
©)]

100
©)]

333
]

66,6
@

66,6
@

333
@)

p>0,05

Infiltrado PMN

100
©)]

100
©)]

100
©)]

333
]

66,6
@

66,6
@

333
@)

p>0,05

Infiltrado MN

33,3
@

66,6
@

100
®

333
@

66,6
@

333
@

66,6
@

100
®

p <0,05*
CT vs FEV
CT vs FEVL27
CT vs FEVL53
CT vs FEVLT76

Angiogénese

66,6
@

33,3
@

100
®

100
®

100
©)

100
®

p <0,05*
CT vs FEV
CT vs FEVL27
CT vs FEVL53
CT vs FEVLT76

Fibroblasto

100
©)

100
©)

100
©)

100
©)

66,6
@

333
@

P<0,05*
CT vs FEV
CT vs FEVL27
CT vs FEVL53
CT vs FEVLT76
FEVL27 vs FEV
FEVL27 vs FEVL53
FEVL27 vs FEVL76

Colageno

100
®

100
©)

100
®

66,6
@

333
@

333
@

66,6
@

P<0,05*
CT vs FEV
CT vs FEVL27
CT vs FEVL53
CT vs FEVLT76

Reepitelizacédo

100
®

333
@

66,6
@

100
©)

66,6
@

333
@)

100
©)

P<0,05*
CT vs FEVL27
CT vs FEVLT76

Para a andlise estatistica, as alteragdes foram consideradas da seguinte forma: A — ausente; D — discreto; M — moderado; Ac — acentuado; e submetido ao teste de
Kruskal-Wallis. * Resultado estatisticamente significante. Versus — vs.
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L)

Figura 19: Fotomicroscopia da derme vista em visdo panorédmica (em aumento de 5 x) no sétimo dia
apoés a inducdo da lesdo. A: Grupo FEV (H&E:200um). Seta: angiogénese acentuada. B: Grupo
FEVL27 (H&E:200um). Seta: quadro hiperémico moderado. C: Grupo FEVL53 (H&E:200um). Seta:
necrose do colageno acentuada. D: Grupo FEVL76 (H&E:200um). Seta: infiltrado mononuclear. E:
Grupo CT (H&E:200pum). Seta: presenca acentuada de infiltrado inflamatorio.
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Figura 20: Fotomicroscopia no aumento de 40 x no sétimo dia apds a inducéo da lesdo. A: Detalhe da
derme no grupo FEV (H&E:20um). Setas: proliferagcdo vascular acentuada. B: Detalhe da derme no
grupo FEVL27 (H&E:20um). Seta preta: vasodilatagéo associada a quadro hiperémico tecidual; Seta
branca: brotamento vascular acentuado; Seta pontilhada: presenga acentuada de fibroblastos. C:
Detalhe da derme no grupo FEVL53 (H&E:20um). Seta: necrose acentuada do colageno. D: Detalhe
da derme no grupo FEVL76 (H&E:20um). Seta preta: proliferacdo vascular acentuada. Seta
pontilhada: infiltrado mononuclear acentuado. E: Detalhe da derme no grupo CT (H&E:20um). Seta:
infiltrado mononuclear acentuado.



62

No trigésimo dia apds a inducdo da lesdo os processos patoldgicos
gerais da fase de maturacao e remodelamento foram observados (quadro 6,
figuras 20 e 21).

Maior grau de hiperemia, reepitelizacdo e colageno foi visto em todos
0S grupos tratados comparados ao grupo CT (p < 0,05). O infiltrado
polimorfonuclear se mostrou acentuado no grupo FEVL53 em comparacgao
com os demais grupos (p < 0,05) e o infiltrado mononuclear foi maior nos

grupos FEVL53 e FEVL76 comparados ao grupo CT (p < 0,05).



Quadro 6. Microscopia dos processos patologicos gerais em queimaduras aos 30 dias ap6és a indugdo da leséo.

Processos CT (n=3) FEV (n = 3) FEVL27 (n = 3) FEVL53 (n = 3) FEVL76 (n=3)
I % (n) % (n) % (n) % () % (n) P
patolog A|D]|MJ|A|A|[D]|MIJA|A|D|MI[A]|A]ID]|MJA]| A[D]|M]Ac
Necrose do 33,3 | 66,6 100 100 100 100 P>005
colageno | @ ©)) 3 ®) (©) '
Hemorragia | 100 66,6 | 33,3 100 100 66,6 | 33,3 52005
3 2 | @) (3 3 (2 (1) 5
P <0,05%
333 | 66,6 CTvsFEV
Hiperemia | 100 100 66,6 | 333 100 D | © T ve FEVL27
®) ®) @O @) CT vs FEVL53
CT vs FEVLT6
Fibrina 100 100 100 100 100 55005
(€)] 3 3 3 3 '
P<0,05*
FEVL53 vs CT
Infiltrado PMN | 100 100 100 333 | 66,6 100 FEVLE3 ve FEV
®) ® ® W | @ :
®) FEVL53 vs FEVL27
FEVL53 vs FEVL76
66,6 | 33,3 P <0,05*
Infiltrado MN | 33.3 | 66,6 100 333 | 66,6 100 N | | T vs FEVL
@ | @ |cTw 53
@ | @ ®) (VR ) @) CT vs FEVL76
Angiogénese 66,6 33,3 100 20 20 66,6 33,3 P>005
@ | @ 3 (€] (€] @ | @ '
Fibroblasto 33,3 | 66,6 100 100 100 100 5008
L | @ 3 3 3 3 '
P <0,05*
Colageno 333 | 66,6 100 100 100 100 [ STVEEY
o] @ ® ©) ®) @ | cTvsFEVLS3
CT vs FEVLT6
P <0,05*
CT vs FEV
Reepitelizagaio 100 333 | 66,6 66,6 | 33,3 100 333 | 666 | CTve FEVL27
@A) o | @ @ | O ®) (1) | @ | CTvsFEVLS3
CT vs FEVLT6

Para a andlise estatistica, as alteragdes foram consideradas da seguinte forma: A — ausente; D — discreto; M — moderado; Ac — acentuado; e submetido ao teste
Kruskal-Wallis. * Resultado estatisticamente significante. Versus — vs.
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Figura 21: Fotomicroscopia da derme vista em visdo panoramica (em aumento 5x) no trigésimo dia
apo6s a inducao da lesdo. A: Grupo FEV (H&E: 200um). Seta: reepitelizacdo acentuada; Seta preta:
hiperemia discreta; Seta branca: distribuicdo moderada de coldgeno. B: Grupo FEVL27 (H&E:
200um). Seta preta: reepitelizagcao acentuada; Seta branca: distribuicdo moderada de colageno; Seta
pontilhada: vasodilatacdo discreta sugestiva de processo hiperémico. C: Grupo FEVL53 (H&E:
200pm). Seta preta: reepitelizacdo incompleta; Seta branca: vasodilatagdo moderada sugestiva de
processo hiperémico. D: Grupo FEVL76 (H&E: 200um). Seta preta: reepitelizacdo acentuada; Seta
branca: vasodilatacdo discreta sugestiva de processo hiperémico. E: Grupo CT (H&E: 200um). Seta:
reepitelizagdo acentuada.
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Figura 22. Fotomicroscopia no aumento 40 x no trigésimo dia apds a inducao da lesédo. A: Detalhe da
derme no grupo FEV (H&E:20um). Setas: distribuicdo acentuada de coldgeno. B: Detalhe da derme
no grupo FEVL27 (H&E:20um). Setas: distribuicdo acentuada de colageno. C: Detalhe da derme no
grupo FEVL53 (H&E:20um). Seta pontilhada: vasodilatacdo sugerindo quadro hiperémico discreto.
Seta preta: presenca moderada de infiltrado inflamatério. D: Detalhe da derme no grupo FEVL76
(H&E:20um). Seta pontilhada: reepitelizacdo; seta preta: distribuicdo acentuada de colageno; Seta
branca: presenca discreta de infiltrado mononuclear. E: Detalhe da derme no grupo CT (H&E:20um).
Seta: presenca moderada de infiltrado mononuclear.
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5.3 Avaliacdo morfométrica

Na avaliacdo morfométrica da area de contracdo da ferida, o grupo
FEVL27 apresentou reducdo consideravelmente maior da lesdo em
comparacdo com o0s demais grupos, entretanto, nenhum dos grupos
experimentais tratados apresentou diminuicao estatisticamente significante
(p > 0,05) comparados ao grupo CT (tabela 11).

No sétimo dia apd6s a inducao da lesdao o grupo FEVL76 apresentou
diminuicdo significativa da area da lesdo apenas em comparagdo com O
grupo FEVL53 (p < 0,05).

No trigésimo dia apds a inducéo da leséo foi observada maior reducéao
da area da ferida no grupo CT comparado ao grupo FEVL76 (p < 0,05) e do
grupo FEVL27 comparado aos grupos FEVL53 e FEVL76 (p < 0,05).

Tabela 4. Analise morfométrica do percentual de contragdo da ferida nos dia 7 e 30 apés a

inducéo da lesdo em ratos.

Grupo 7 DAI | 30 DAI
experimental Média (%) DP Média (%) DP D12 DEV IR
CT 14,476 +04 88,207 +2.6 p < 0,05* p < 0,05
FEVL53 vs FEVL76 CT vs FEVL76
FEV 15,023 +7,1 88,203 +5,8 FEVL27 vs FEVL53
FEVL27 vs FEVL76
FEVL27 15,217 +5,0 95,170 +0,9
FEVL53 6,727 +3,0 79,900 +6,1
FEVL76 20,423 +2,8 75,120 +8,8

DP: desvio padréo.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, a analise microscopica mostrou no terceiro DAI,
aumento significativo do infiltrado polimorfonuclear em todos o0s grupos
tratados comparados ao CT. Este resultado sugere que a aplicacdo de FEV
isoladamente e em associacdo com o LBP promove uma amplificacdo da
resposta inflamatoéria inicial.

A participagdo do LBP neste primeiro momento da inflamacao
provavelmente esta associada ao incremento da producdo de substancias
quimiotaticas como a IL-1a e histamina pelos queratinécitos e a
degranulacao de mastécitos (XUAN et al., 2013).

Este efeito foi relatado utilizando-se diferentes comprimentos de onda
no espectro visivel e invisivel, particularmente de 450nm a 904nm,
sugerindo que a magnitude do efeito pro-inflamatério esta associada a
outros fatores dosimétricos como a irradiancia e o tempo de exposicéo a luz
(HSIEH et al., 2014).

Além disso, aumento da vasodilatacdo ap6s exposicdo ao LBP foi
descrito apenas 2 minutos apo6s a irradiacao, estando associado a
modulacdo do o6xido nitrico (ON), um radical livre sintetizado pela enzima
oxido nitrico sintetase (NOS) que age como um neurotransmissor na
musculatura lisa vascular. Dentre as diferentes células capazes de produzir
ON apods estimulagcdo com LBP estdo os macréfagos e em menor grau as
células endoteliais (BURAVLEYV et al., 2014).

A irradiagcdo com o LBP também mostrou ser capaz de acelerar a
migracdo de neutrdfilos para a area de lesao, provocando a otimizacdo da
atividade fagocitica e bactericida, favorecendo a resolucédo precoce da fase
inflamatoria (GAL et al., 2006).

O efeito de amplificacdo da inflamacéo inicial ocorre em paralelo com
a reducdo do edema local, refletindo a remocdo acelerada de fluido

intersticial da lesdo. O padrdo morfolégico dos vasos linfaticos € restaurado
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pela irradiagdo com LBP em poucos dias sem provocar anormalidades na
permeabilidade linfatica (SMOOT et al., 2014).

Esses efeitos sugerem que ao menos em parte, a significativa
reducdo da area de necrose nos grupos tratados com LBP comparados ao
CT, observada na andlise macroscopica no presente trabalho, pode estar
associada a potencializacdo da resposta inflamatéria inicial com
consequente aumento da remocao de debris e preparacéo do leito da ferida
para a fase proliferativa.

A inflamacdo € um requisito fundamental para a efetiva reparacao
tecidual. Entretanto, o episddio inflamatério inicial pode influenciar a
evolucdo da cicatrizacéo tanto de forma positiva quanto negativa (MARTIN;
LEIBOVICH, 2005).

Evidéncia sobre o papel crucial da resposta inflamat6ria no processo
de reparo foi encontrada por Gourevitch et al., (2014) ao observar reparo
tecidual mais efetivo em camundongos Murphy Roths Large (MRL),
utiizados como modelos animais em estudos sobre doencas autoimunes,
portanto, capazes de desenvolver respostas inflamatérias acentuadas apoés
lesdes.

Kyritsis et al., (2012) relacionaram respostas inflamatdrias mais
intensas com maior grau de regeneracdo axonal e neuroprotecdo em
modelos de lesdo neural em peixes zebra. Eming; Martin e Tomic-Canic,
(2014) enfatizaram a importancia da modulacédo da resposta inflamatéria no
reparo de feridas cutaneas.

Substancias proé-inflamatérias como leucotrieno B4 e a lipoxina A4
podem atuar como sinais regulatérios para a proliferacdo e diferenciacdo de
células tronco somaticas tornando-as aptas a substituir células lesadas
(WADA et al., 2006).

khoshvaghti et al., (2011) observaram que a irradiacdo com LBP a
890nm, pulsado a 80Hz e com irradiancia de apenas 1mW/cm? por 856
segundos, foi capaz de amplificar o nimero e a degranulagdo de mastocitos
no primeiro dia apos lesdo por queimadura de terceiro grau em ratos e
reduzir seu numero aos 7 e 21 dias.

A modulacdo do numero, fendétipo e degranulacdo de mastocitos

parece estar associada com a qualidade final do reparo tecidual em feridas.
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Atividade intensa e de curta duracdo destas células foi identificada em
lesdes que evoluiram com maior grau de regeneracao, diminuicdo de fibrose
e melhor funcionalidade (GOUREVITCH et al., 2014).

Diversos estudos ressaltam a eficacia do LBP na reducéo do processo
inflamatdério em diferentes modelos animais (ALMEIDA-LOPES et al., 2001)
e humanos (GUPTA et al.,, 2014), em contraste com o0s resultados
encontrados no presente estudo. Esta aparente discrepancia parece estar
relacionada aos parametros dosimeétricos utilizados nos diferentes estudos.

Analise de curvas dose-resposta em diferentes modelos de estudo
sobre a acdo do LBP em sistemas bioldgicos revelou a caracteristica
bifadsica do efeito de irradiacdo (PINAR et al., 2012). Uso de irradiancias
acima de 100mW/cm? e tempos de exposicdo prolongados com mais de
60s, em geral, provocam efeitos de natureza inibitéria em diferentes tecidos,
enquanto irradiancias e tempos de exposi¢cao mais baixos foram associados
a efeitos estimulatérios (HUANG et al., 2009).

Nao encontramos no presente estudo diferencas significativas na
analise do infiltrado inflamatério no 3° DAI entre os grupos que receberam
LBP em diferentes irradiancias FEVL27, FEVL53 e FEVL76, possivelmente,
por estarem todos abaixo de 100mW/cm?. A apreciacdo do comportamento
bifdsico do LBP sugere gue os efeitos predominantemente estimulatérios da
inflamacao observados neste estudo sejam consequéncias, em parte, das
irradiancias e tempos de exposicdo reduzidos que foram empregados
(CHUNG et al., 2012).

No presente estudo também foi observado, na analise microscoépica,
aumento significativo de fibrina em todos os grupos tratados em relagéo ao
CT e do grupo FEVL53 comparado aos grupos FEVL27 e FEVL76.

A adeséo da fibronectina nos aglomerados de fibrina possibilita a
rapida migracao de fibroblastos e células endoteliais para o local da leséo,
promovendo alcas de retroalimentacdo responsaveis por aumentar a
producdo de quimiotaticos para a migracdo de mais fibroblastos e a
proliferacdo daqueles que ja se encontram na ferida (BAINBRIDGE, 2013).
Medrado et al., (2008) observaram o aumento da deposicédo de fibrina e o

remodelamento do tecido conectivo em modelos de ferida cutanea cirdrgica
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em ratos ap6s irradiacdo com LBP na dose de 4J/cm? e 9mW/cm? de
irradiancia.

Os mecanismos descritos anteriormente acima sugerem que O
aumento significativo do numero de fibroblastos no 3° DAI nos grupos FEV,
FEVL53 e FEVL76, comparados ao CT, assim como o aumento significativo
da angiogénese em FEVL53 comparado ao CT podem estar, em parte,
associados com a maior quantidade de fibrina encontrada nas lesdes.

A observacdo de que o grupo FEV também apresentou significativo
aumento do infiltrado polimorfonuclear, fibrina e fibroblastos sugere que a
terapia celular contribuiu para a promocao destes efeitos.

Estudos que investigaram a acdo da FEV em feridas por queimadura
identificaram efeito anti-inflamatério moderado, aumento da proliferacdo de
fibroblastos e angiogénese, comparado ao grupo controle, levando a
reepitelizacdo acelerada e maior resisténcia do tecido cicatricial a tensédo
(ATALAY; CORUH; DENIZ, 2014).

O efeito anti-inflamatério observado no tratamento com FEV em
diferentes estudos foi associado a atividade das CTDA na reducado da
sintese de varias citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias e o concomitante
aumento da liberacdo de IL-10, que promove reducdo da resposta
inflamatoria (GONZALEZ et al., 2009).

Entretanto, a FEV é formada por uma colecdo variada de células
aptas a responder de forma diferente ao microambiente da lesdo. Foi
estimado que a populacédo celular da FEV é composta por CTDA, células
progenitoras endoteliais, células regulatérias T e macréfagos/mondcitos
regulatérios. Dentre estas, aproximadamente 6,7% sdo CTDA (RIORDAN et
al., 2009).

O contraste entre a acao pro-inflamatoria da FEV encontrada no
presente estudo e a anti-inflamatéria em outros, pode estar associada a
diferentes perfis de populacdes celulares componentes da FEV utilizada.
Diferentes protocolos de preparacdo do material podem levar a formacéao de
condicOes ideais para maior desenvolvimento e atividade de alguns tipos
celulares em relagdo a outros, particularmente de células regulatorias T
(ICHIM et al., 2010).
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Nos grupos que receberam FEV e LBP o balanco final entre estimulos
pro-inflamatérios e anti-inflamatérios pode ter resultado na prevaléncia de
acoes amplificadoras da inflamacéao (KIM et al., 2012).

No presente estudo, aumento significativo da reepitelizacdo foi
observado nos grupos FEVL27 e FEVL76 comparados ao CT no sétimo
DAI. Diferentes trabalhos observaram o aumento da migracéo e proliferacéo
de queratindcitos em feridas cutdneas apOs a irradiacdo com LBP.
Reparacdo completa da epiderme apoés a irradiacao precedeu a observada
em controles em até 24 horas (FUSHIMI et al., 2012).

Possivel papel da FEV na otimizacédo da reepitelizacdo em feridas por
queimadura foi ressaltado por Rea et al.,, (2009), que observaram a
aceleracao do fechamento da lesdo nos grupos tratados.

No presente estudo, a angiogénese no sétimo DAI foi
significativamente maior em todos os grupos tratados comparados ao CT.
Sugere-se gue tanto a aplicacao isolada de FEV quanto sua associacao
com LBP sdo capazes de aumentar a densidade de novos vasos
sanguineos formados na leséo.

Chen et al.,, (2008) observaram a estimulacdo da proliferacdo de
células endoteliais direta e indiretamente através do aumento na expressao
de VEGF pelas células musculares lisas ap6s irradiagcédo in vitro com LBP.
Colombo et al., (2013) identificaram acentuada angiogénese em modelos de
lesdo cutdnea em ratos apods irradiacdo com LBP a 660nm, 16mW de
poténcia e densidade de energia de 10J/cm?. Andlise imunohistoquimica
mostrou incremento na expressdao de VEGF e fator de crescimento de
transformacao B (TGF-B).

Aumento da vascularizacdo apoés aplicacdo de FEV em lesdes por
queimadura em ratos foi observada por Atalay et al., (2014). O incremento
da angiogénese foi evidenciado pela andlise histolégica, mostrando o
aumento de estruturas vasculares tubulares e por imunohistoquimica, que
exibiu aumento nos niveis de VEGF.

No seétimo DAI, também observamos aumento significativo da
densidade de fibroblastos em todos os grupos tratados comparados ao CT.
O grupo FEVL27 também apresentou maior quantidade de fibroblastos
comparado aos grupos FEV, FEVL53 e FEVL76.
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Estes resultados sugerem que tanto a aplicacdo isolada da FEV
quanto sua associacdo com o0 LBP sdo capazes de aumentar
significativamente a migracdo de fibroblastos para a lesdo. De particular
importancia, € a observacdo de que a associacdo da FEV com o LBP a
27mW de poténcia exibiu os melhores resultados, sugerindo a existéncia de
um sinergismo dos dois recursos na proliferacdo de fibroblastos.

Irradiacdo por LBP promoveu aumento na expressdo do gene do
colageno tipo | alpha 1 (COL1a1) e de VEGF em fibroblastos de
camundongos irradiados in vitro com doses de 2 a 3J/cm?. Incremento na
producdo de bFGF, PDGF e TGF-B também foi observado por
imunohistoquimica em diversos estudos sobre reparo de feridas utilizando
LBP (MARTIGNAGO et al., 2015; SAFAVI et al., 2008).

O aumento da densidade de fibroblasto em modelos animais por
gqueimaduras tratados com FEV parece estar relacionado a maior migracao
destas células para o local da lesdo e ao possivel efeito de protecdo dos
fibroblastos realizado por secrecéo paracrina de citocinas pelas CTDA (KIM;
PARK; SUNG, 2009).

Outro fator, além da secrecdo paracrina de CTDA, possivelmente
relacionado ao aumento de fibroblastos no local da leséo, € a semelhanca
morfolégica entre CTDA, quando inseridas no ambiente tecidual, e os
fibroblastos. Preparacfes histologicas com H&E nao permitem a
diferenciagcdo entre os dois tipos celulares, assim como nao detectam
possiveis fibroblastos originados diretamente da diferenciacdo de CTDA
(HARASYMIAK-KRZYZANOWSKA et al., 2013).

Também foi observado em nosso estudo que na fase proliferativa,
paralelamente ao aumento da densidade de fibroblastos, ocorreu maior
producdo de colageno em todos os grupos tratados comparados aos CT.
Entretanto, ndo observamos incremento adicional da producdo de colageno
no grupo FEVL27 comparado aos grupos FEV, FEVL53 e FEVL76.

Este resultado sugere que a relagcao entre a presenca de fibroblastos
e a producéo de colageno nao é linear. Outros fatores como o repertorio de
citocinas e fatores ativadores do fibroblasto presentes na lesdo devem ser
considerados, pois um grande numero de fibroblastos na regiao da lesdo em
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estado quiescente ndo aumentaria a producdo de colageno (CAMPOS;
BORGES-BRANCO; GROTH, 2007).

Outro aspecto de particular importancia na fase proliferativa € o
aumento do infitrado mononuclear, composto por populacfes distintas de
macrofagos e linfécitos. Em nosso estudo, observamos no sétimo DAI
aumento significativo de células mononucleares em todos 0s grupos
tratados comparados ao CT.

Macrofagos classicamente ativados (M1) atuam no combate a
patdbgenos invasores, remocado de debris, células necréticas e na
amplificacdo da reposta inflamatéria inicial (TREDGET; LEVI; DONELAN,
2014). Diferentes células da imunidade inata e adaptada como linfocitos
TH1, células assassinas naturais (NK) e apresentadoras de antigenos
(APC) sao capazes de ativar macrofagos através da liberacdo de citocinas
como intérferon y (IFNy) e fator de necrose tumoral (TNF) (MOSSER;
EDWARDS, 2008).

Citocinas pro-inflamatérias produzidas por macrofagos classicamente
ativados (M1) como a IL1, IL6 e IL23 promovem o desenvolvimento e
expansdo de células TH17, que por sua vez, produzem IL17, citocina
associada ao aumento do recrutamento de polimorfonucleares para a area
de lesdo (LANGRISH et al., 2005).

No presente estudo, ndo foi observado aumento do infiltrado
polimorfonuclear no sétimo DAI, mesmo na presenca de aumento
significativo do infitrado mononuclear, composto basicamente por
macrofagos. Estes achados sugerem que a maior populacdo de macrofagos
encontrada nos grupos tratados pode ser composta principalmente por
células ativadas de forma alternativa.

Macrofagos alternativamente ativados (M2) podem ser subdivididos
em duas populacdes de células que apresentam papéeis diferentes na
manutencdo da homeostasia. Os macréfagos associados ao reparo de
lesbes (MRL) e os macrofagos regulatérios (MR) (MOSSER; EDWARDS,
2008)

Os MRL sdo desenvolvidos por estimulos tanto inatos quanto
adaptados, particularmente pela citocina IL4 liberada por granulécitos como

mastocitos e basoéfilos. Sob a influéncia da IL4 os macréfagos aumentam a
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atividade da arginase, convertendo arginina em ornitina que atua como
precursora de poliaminas e coldgeno, contribuindo para a producédo de
matriz extracelular (MOSSER; EDWARDS, 2008).

Os MR séao caracterizados por intensa atividade anti-inflamatoria
mediada por IL10 e por sua participacdo na apresentacado de antigenos as
células T devido a sua elevada expressao de fatores co-estimulatérios como
CD80 e CD86, entretanto, ndo ha evidéncias de que estejam envolvidos na
producdo de componentes da matriz extracelular (MOSSER; EDWARDS,
2008).

O aumento do infiltrado mononuclear e da producédo de colageno nos
grupos tratados assim como a auséncia de infiltrado polimorfonuclear
sugere a possibilidade de que os macroéfagos residentes na lesdo tenham
sido alternativamente ativados, particularmente em MRL. O infiltrado
polimorfonuclear se mostrou mais acentuado no grupo CT, embora sem
diferenca significativa, corroborando com a possibilidade de que tanto a FEV
aplicada de forma isolada, ou em associacdo com LBP possam induzir o
desenvolvimento alternativo de macréfagos, otimizando o processo de
reparo tecidual.

Foi observado que o LBP com comprimento de onda de 660 nm e 15
mW de poténcia promove modulacdo da atividade mitocondrial em
macrofagos nao ativados e ativados por lipopolissacarideos (LPS) e IFNy.
Tendo em vista que as mitocoOndrias exercem importante papel na
modulacdo de vias de ativacdo de macréfagos M1 como a do Mitogénico
ativado por proteina quinase (MAPK) e do Fator Nuclear KappaB (NF-k(3),
considera-se a possibilidade do LBP modificar o perfil de ativacao dos
macrofagos residentes na lesdo (SOUZA et al., 2014).

Reducdo da expressao de citocinas ativadoras de macrofagos M1
como IL6, IL1B8 e TNF-a foi observada apds irradiacao com LBP em modelos
animais de artrite reumatdide, ressaltando a possibilidade de se induzir
alteracbes na ativacao das diferentes populacdes de macrofagos a partir de
modificagdes no repertorio de citocinas e fatores no microambiente da lesao
(ALVES et al., 2013).

No sétimo DAI, também foi observado aumento significativo da

necrose do colageno no grupo FEVL53 comparado aos grupos FEV,
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FEVL27 e CT. O LBP a poténcias de 53mW e 76mW parece influenciar de
forma negativa os mecanismos de remocdo do coldgeno necrético,
possivelmente dos macrofagos, considerando seu papel na retirada de
debris, células necréticas e residuos do local da lesdo (ALVES et al., 2013).

No trigésimo DAI, periodo caracteristico da fase de remodelamento e
maturacdo, nossos dados mostraram reepitelizacdo e deposicdo de
coldgeno acentuados em todos os grupos tratados comparados ao CT.
Portanto, sugere-se que a aplicacao isolada de FEV ou em associacao ao
LBP exibiram a capacidade de modular diversos mecanismos envolvidos
nessa fase da reparacéo tecidual.

Foi observado que a irradiacdo com LBP aumentou a expressao do
inibidor tecidual de metaloproteinase 2 (TIMP-2), reduzindo assim a
degradacdo do colageno, promoveu maior maturagdo na distribuicdo do
colageno e elevou a resisténcia a tensao do tecido cicatricial (MEDRADO et
al., 2008).

Os grupos FEVL53 e FEVL76 apresentaram no trigésimo DAI
aumento significativo do infiltrado mononuclear comparados ao CT.
Independente das populaces de macréfagos que possam ainda estar
presentes na lesdo, este evento ndo € caracteristico da fase de
remodelamento. Também foi observado no mesmo periodo que o grupo
FEVL53 apresentou aumento do infiltrado polimorfonuclear comparado a
todos os grupos.

Nao observamos estes eventos no grupo FEV, o que sugere a
possibilidade de que sejam consequéncias em particular da irradiacdo com
LBP, que aparentemente estaria promovendo um prolongamento dos
eventos inflamatérios caracteristicos de fases anteriores do reparo.
Respostas inflamatérias excessivamente prolongadas foram associadas
com reducdo do grau de reepitelizacdo, maturacdo do coldgeno e piora da
resisténcia a tensao do tecido cicatricial (FIORIO et al., 2014).

Corroborando esta andlise esta a observacdo de que a area de
contracao da ferida nos grupos FEVL76 e FEVL53 foi significativamente
menor comparada aos demais grupos, particularmente ao grupo FEVL27
que apresentou 95% de area de contracdo, sendo o melhor resultado entre

todos os grupos estudados, embora, sem diferenca estatistica significante.
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Possivel razdo para a reducao da reepitelizacdo e prolongamento da
resposta inflamatéria nos grupos FEVL53 e FEVL76 foi o emprego de
poténcias de irradiacdo mais altas utilizadas no decorrer de todo o
experimento. Diferentes estudos sobre a caracteristica bifasica da curva
dose-resposta em terapia por LBP sugerem que irradiancias muito baixas ou
tempos de exposicdo muito curtos nao promoveram efeitos terapéuticos. Da
mesma forma, irradiancias muito altas ou tempos de exposicdo muito
prolongados também né&o resultariam em beneficios (HUANG et al., 2011).

Irradiacdo com LBP de 635nm, com fluéncia de 5J/cm? e irradiancia
de 4mW/cm? promoveu aumento da forca ténsil de tecido cicatricial em
modelos de ferida cutdnea em ratos. Entretanto, o efeito desapareceu
quando a mesma fluéncia foi utilizada com irradiancias superiores a
25mW/cm? (GAL et al., 2009). Lesdes com micropipeta em culturas de
fibroblastos apresentaram aceleracdo do processo de reparo quando
irradiadas com LBP utilizando fluéncias entre 1,5 e 66J/cm?. Os melhores
resultados foram encontrados utilizando doses baixas e médias (SKOPIN;
MOLITOR, 2009).

A combinacéao ideal entre irradiancia, comprimento de onda e tempo
de exposicao varia consideravelmente entre diferentes tecidos considerando
o0 grau de comprometimento patoldgico, fase de evolucéao do reparo tecidual,
estado oxi-redutivo celular, pigmentacdo da pele, presenca de infeccdes e
disponibilidade de oxigénio (HUANG et al., 2009).
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7 CONCLUSOES

Em termos macroscépicos, microscopicos e morfométricos a
aplicacao isolada de FEV ou em associacao ao LBP nas poténcias de 27,
53 e 76mW promoveu melhores resultados no reparo de feridas por
queimadura de terceiro grau em ratos quando comparados ao cuidado
convencional.

Nos periodos iniciais do processo de reparo, fase inflamatéria e
comeco da fase de proliferacdo, a aplicacdo do LBP associada a FEV feita
com irradiancias mais elevadas, entre 53 e 76mW/cm?, promoveu maior
desempenho por seus efeitos mais acentuados na promocao da
angiogénese, aumento do infiltrado polimorfonuclear e migracdo de
fibroblastos.

A partir do periodo intermédio da fase proliferativa até o final da fase
de maturacdo e remodelamento, irradiancias menores, até 27mW/cm?
promoveram maiores beneficios, particularmente na migracdo de
fibroblastos, inducdo da angiogénese, incremento na producdo de colageno
e aceleracao da reepitelizacéo.

Isso indica que sdo necessarios testes de protocolos de utilizacao de
LBP associada a FEV com diferentes modelos de dose ao longo do
processo de cicatrizacéo, e que doses mais altas entre 53 e 76mW/cm?
devem ser utilizadas nos periodos iniciais e, com a evolugcdo da

cicatrizacéo, estao indicadas doses mais baixas (27mW/cm?).
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ANEXOS

Aprovacdo no Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal

de Goias (UFG).

MINISTERIO DA EDUCACAO " =
. UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS LT
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO UFG

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA

Goiania, 04 de novembro de 2013.

PARECER CONSUBSTANCIADO REFERENTE AO PROJETO DE PESQUISA
PROTOCOLADO NA CEUA SOB O N°. 035/13

L. IDENTIFICACAO:

1. Titulo do projeto: Efeitos da a¢@o bioestimulatéria do Laser de baixa poténcia assc
aplicacdo de frag@o estromal autéloga contendo células tronco adiposo derivadas no
tratamento de feridas por queimadura em ratos

2. Pesquisador Responsavel: Maria Marcia Bachion

3. Unidade/Orgio: Instituto de Patologia Tropical e Satde Publica/UFG

4. Pesquisadores Participantes: Maria Marcia Bachion. Ruy de Souza Lino Junior, Milton
Adriano Pelli de Oliveira. Alexandre Lamaro Cardoso. Vénia Beatriz Lopes Moura.

5. Unidade onde sera realizado: Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica/UFG

6. Data de apresentaciio do protocolo a CEUA: 14/05/2013

7. Data de Atendimento das Pendéncias: 16/10/2013

II - Parecer da CEUA:

Informamos que a Comissdo de Etica no Uso de Animais/CEUA da Universidade Federal de Goias, apds
andlise das adequacdes solicitadas, Aprovou, o projeto acima referido, ¢ 0 mesmo foi considerado em
acordo com os principios éticos vigentes.

O pesquisador responsavel devera encaminhar a CEUA/UFG, relatérios da pesquisa, encerramento,
conclusao(des) e publicagdo(des) de acordo com as recomendagdes da Resolugdo n. 01, da Lei 11.794/08

Reiteramos a importdncia deste Parecer Consustanciado, e lembramos que o(a) pesquisador(a)
responsavel devera encaminhar 8 CEUA-PRPPG-UFG o Relatério Final baseado na conclusdo do estudo
e na incidéncia de publicagdes decorrentes deste. de acordo com o disposto na Lei n° 11.794 de
08/10/2008, e Resolucao .\‘nrx‘nati\a n° 01. de 09/07/2010 do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal-CONSEA. O prazo para entrega do Relatério é de até 30 dias apds o
encerramento da pesquisa, prevista para conclusdo em 30/01/2015.

III - Data da reunizo: 04/11/2013
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Dra. Ekaterina Akimovna Botovchenco Rivera
Coordenadora da CEUA/PRPPG/UFG
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