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RESUMO

As queimaduras sdo consideradas um grave problema de sadde publica em todo o mundo.
Dentre essas lesdes, as queimaduras de terceiro grau sdo consideradas as mais graves, pois
destroem todas as camadas da pele, podendo também atingir musculos, ligamentos, tenddes e
0ssos. Atualmente, dentre as novas terapias estudadas que visam a aceleracdo e otimizacgao do
processo de cicatrizagdo dessas injurias, tem-se a fototerapia com o uso de Diodo Emissor de
Luz (LED) em diferentes comprimentos de onda. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos
da fotobiomodulacdo do LED vermelho e azul na cicatrizacdo de queimaduras de terceiro grau
em pele de ratos, através de parametros clinicos e histoldgicos. Foram utilizados 60 ratos
Wistar, machos, divididos aleatoriamente em 3 grupos: controle (CTR) (n=20), LED vermelho
(VERM) (n=20) e LED azul (AZUL), com subgrupos (n=5) para cada tempo de eutanasia (7,
14, 21 e 28 dias). As aplicacdes do LED vermelho (630 £10nm, 300 mW, 9 J/cm? por ponto,
30 segundos) e azul (470nm, 1W, 12,5 J/cm? por ponto, 28 segundos) foram realizadas
diariamente em contato com quatro pontos da ferida (total: 36 J/cm?no VERM e 50 J/cm? no
AZUL), exceto no dia da eutanasia. O consumo de comida dos animais foi mensurado a cada
dois dias nos 3 grupos, com auxilio de uma balanca analitica. Apds eutanasia dos animais nos
tempos preestabelecidos, realizou-se a avaliagdo do indice de Retracdo da Ferida (IRF),
remocao do espécime e os cortes foram submetidos a coloracdo em Hematoxilina-Eosina (HE)
e Tricrémico de Masson (TM). Em 7 dias, observou-se que o IRF do CTR foi maior que do
VERM (p=0,01) e ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre os grupos AZUL
e CTR (p>0,05) em todos os periodos avaliados. O Indice Angiogénico (IA) do CTR foi menor
guando comparado ao VERM (p=0,02) e AZUL (p=0,01) em 7 dias, e maior quando comparado
ao VERM em 21 dias (0,04). Os animais do CTR consumiram menos ra¢do que o VERM em
7, 14 e 28 dias (p<0,05) e que 0 AZUL em 14, 21 e 28 dias (p<0,05). Em 28 dias, todos 0s
grupos apresentaram predominancia de infiltrado inflamatério cronico de intensidade leve,
todos os casos do VERM apresentaram reepitelizacdo completa e do AZUL, no mesmo periodo,
reepitelizacdo incompleta. Este estudo sugere que o LED, nas dosimetrias utilizadas, contribui
em etapas importantes da cicatrizacdo de queimaduras de terceiro grau em pele, estimulando,
em estagios iniciais, a reepitelizacdo, angiogénese, atenuacdo da resposta inflamatéria e
possiveis efeitos analgésicos. Com base nos achados dessa pesquisa, estudos futuros seréo
importantes para aprofundar o conhecimento sobre os efeitos da fotobiomodulagéo desses dois
tipos de LED na cicatrizacao dessas injdrias.

Palavras-chave: Fototerapia; Queimaduras; Cicatrizacdo; Terapia com Luz de Baixa

Intensidade.
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Burns are considered a serious public health problem worldwide. Among these lesions, third
degree burns are considered the most serious ones, since they cause the destruction of all layers
of the skin, which can also reach muscles, ligaments, tendons, and bones. Currently, among the
new studied therapies that aim to accelerate and optimize the healing process of these injuries,
there is the phototherapy with the use of Light Emitting Diode (LED) at different wavelengths.
The objective of this study was to evaluate the effects of red and blue LED photobiomodulation
on the healing of third degree burns in rat skin, through clinical and histological parameters. 60
Wistar male rats were randomly divided into three groups: control (CTR) (n = 20), red LED
(RED) (n = 20) and blue LED (BLUE), with subgroups (n = 5) for each time of euthanasia (7,
14, 21 and 28 days). The red (630 = 10nm, 300 mW, 9 J/cm2 per point, 30 seconds) and blue
LED applications (470 nm, 1W, 12.5 J/cm2 per point, 28 seconds) were performed daily in
contact with four points of the wounds (total: 36 JJcm2 in the RED and 50 J/cm2 in the BLUE),
except on the day of euthanasia. The food consumption of the animals was measured every two
days in the 3 groups, with the aid of an analytical balance. After euthanasia of the animals at
the pre-established times, the Wound Retention Index (WRI) and removal of the specimen were
performed and the sections were stained in Hematoxylin-Eosin (HE) and Masson's Trichrome
(MT). At 7 days, it was observed that the WRI of the CTR was greater than the RED (p = 0.01)
and there were no statistically significant differences between the BLUE and CTR groups (p>
0.05) in all evaluated periods. The Angiogenic Index (Al) of CTR was lower when compared
to RED (p = 0.02) and BLUE (p = 0.01) in 7 days, and higher when compared to RED in 21
days (0.04). The CTR animals consumed less food than the RED ones at 7, 14 and 28 days (p
<0.05) and the BLUE at 14, 21 and 28 days (p <0.05). At 28 days, all groups presented a
predominance of chronic inflammatory infiltrate of mild intensity, all cases of the RED group
presented complete re-epithelialization and BLUE, in the same period, incomplete re-
epithelialization. This study suggests that LED, in the dosimetry used, contributes to important
steps in the healing of third degree burns, stimulating re-epithelialization, angiogenesis,
attenuation of the inflammatory response and possible analgesic effects in the initial stages.
Based on the findings of this research, future studies will be important to deepen the knowledge
about the effects of photobiomodulation of these two types of LED in the healing of these
injuries

Keywords: Phototherapy; Burns; Wound Healing; Low Intensity Light Therapy.
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1 CONSIDERACOES INICIAIS

As queimaduras podem ser definidas como lesdes traumaticas na pele ou em outros
tecidos do corpo, causadas principalmente pelo calor, radiacéo, eletricidade, friccdo ou contato
com produtos quimicos. S&o consideradas um grave problema de salde publica, causando
aproximadamente 265.000 mortes por ano no mundo, ocorrendo em sua maioria nos paises de
baixa e média renda, principalmente na casa e local de trabalho da vitima. As queimaduras nao-
fatais sdo uma das principais causas de morbidade, incluindo hospitalizacdo prolongada,
desfiguracdo e incapacidade, deixando muitas vezes grande impacto fisico e psicoldgico nas
vitimas (WHO, 2016).

Dependendo de sua profundidade e extensdo na pele podem ser classificadas em
gueimaduras de primeiro, segundo e terceiro grau (LEE; JOORY, MOIEMEN, 2014). As lesdes
de primeiro grau sdo mais superficiais e comprometem apenas a epiderme. Nao formam bolhas,
causam dor varidvel e eritema e regridem em poucos dias sem deixar cicatrizes. As queimaduras
de segundo grau atingem completamente a epiderme e parcialmente a derme, causam dor,
eritema, bolhas, edema e ulceracdo. A cicatrizacdo é mais lenta, entre 2 e 4 semanas, podendo
deixar cicatrizes e manchas claras ou escuras (ORYAN; ALEMZADEH; MOSHIRI, 2017).

As queimaduras de terceiro grau destroem todas as camadas da pele, podendo também
atingir masculos, ligamentos, tendbes e 0ssos. S&o lesfes brancas ou escurecidas, secas e
inelasticas, eventualmente podem cicatrizar com retracdo das bordas, deixando deformidades
ou cicatrizes. A sensacdo dolorosa geralmente é pequena ou inexistente pois a lesdo é tdo
profunda que danifica as terminagdes nervosas do local (MORAES et al., 2013; FIORIO et al.,
2014; CATAO et al., 2015).

A cicatrizacdo de queimaduras é um processo complexo e dinamico, altamente regulado
por mecanismos celulares, humorais e moleculares. Comeca imediatamente apds o ferimento e
prossegue em trés fases inter-relacionadas e dinamicas que se sobrepdem no tempo (REINKE;
SORG, 2012; DARBY et al., 2014; ORYAN; ALEMZADEH; MOSHIRI, 2017).

A fase inflamatoria ou exsudativa inicia-se imediatamente ap6s a lesdo e nela se observa
a formacdo de uma rede de fibrina e a migracdo de células inflamatdria. Os neutrofilos,
primeiras células a chegar ao local, tém fungdes antimicrobianas inatas, além de liberar
proteases para eliminar tecido necrdtico e mediadores que amplificam a resposta inflamatoria.

Os monacitos se transformam em macrofagos no local, eliminam detritos e micro-organismos
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e também liberam fatores de crescimento importantes que iniciam a formacdo do tecido de
granulacdo (REINKE; SORG, 2012; PAKYARI et al., 2013).

A segunda fase, denominada proliferativa (5 a 20 dias geralmente), é responsavel pela
cobertura da superficie da ferida, formacdo do tecido de granulacdo e restauracdo da rede
vascular. E nessa etapa onde observa-se o inicio da reepitelizacio, pela migracdo de
ceratinocitos, a proliferacdo de fibroblastos, angiogénese, producdo de colageno,
glicosaminoglicanos, proteoglicanos, fibronectina, elastina e outras proteinas da matriz
extracelular e inicio do fendmeno de contracéo realizado pelos miofibroblastos (REINKE;
SORG, 2012).

O fenbmeno chave da contracdo da ferida é a diferenciacéo fenotipica dos fibroblastos
preexistentes, em miofibroblastos, caracterizados pela expressdo de a-actina de musculo liso
(a-SMA) que concede a essas células a propriedade de contrair-se, e consequentemente,
contrair o tecido. Geralmente ocorre a partir da segunda semana de cicatrizagcdo, onde 0s
fibroblastos se tornam as popula¢fes mais numerosas de células no tecido de granulagéo
(DARBY etal., 2014; OLCZYK; MENCNER; KOMOSINSKA-VASSEV, 2014).

A restauracdo da microcirculacdo no local da queimadura com a formacdo de vasos
sanguineos é essencial para a cicatrizagdo e reparo da area lesada, pois além de ser um meio de
conducéo celular, fornece oxigénio e nutrientes aos tecidos, permitindo assim a proliferacdo de
células e deposicdo de proteinas importantes, como o coladgeno (BUSUIOC et al., 2011;
COLOMBO et al., 2013).

A Ultima fase da cicatrizacdo é a de maturacdo ou remodelacdo, dura meses, onde a ferida
é contraida e observa-se a maturagdo das fibras colagenas e reducdo da quantidade de capilares,
por agregacdo em vasos sanguineos maiores. A densidade celular e a atividade metabélica do
tecido também sdo reduzidas. Portanto, nessa fase, o tecido cicatricial inicial, caracterizado por
fibras colagenas delicadas e desorganizadas, é substituido por uma matriz que se assemelha a
derme em que as fibras de colageno maduras, de didmetro apropriado, caracterizam o0 novo
tecido formado (OLCZYK; MENCNER; KOMOSINSKA-VASSEV, 2014).

Nos ultimos 50 anos, observou-se grandes avangos no tratamento de queimaduras,
porém ha ainda muitas areas relacionadas ao cuidado dessas injurias que merecem ser melhor
exploradas e otimizadas (LEE; JOORY, MOIEMEN, 2014). A necessidade de cuidar desses
tipos de feridas ainda € um desafio crescente que requer estratégias inovadoras (CHAVES et
al., 2014).

Terapias que acelerem o processo de reparo, aumentem a qualidade de vida do paciente

e reduzam custos de tratamento, vém sendo foco de diversas pesquisas cientificas. Dentre 0s
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métodos terapéuticos testados estdo os tratamentos topicos com agentes fitoterapicos
(AKHOONDINASAB et al., 2015; BEJENARU et al., 2016), ultrassom terapéutico de baixa
intensidade (FANTINATI et al., 2016; MESQUITA et al., 2016), uso de biomateriais (DAS;
BAKER, 2016; BANO et al., 2017), terapia fotodindmica (TFD) (GARCIA et al., 2010;
CATAO et al, 2015) e a fototerapia com uso de Laser (Light Amplification
by Stimulated Emission of Radiation) ou LED (Light Emitting Diode) (CATAO et al., 2015;
GUPTA et al., 2015; TRAJANO et al., 2015; BRASSOLATTI et al., 2016; GOMES et al.,
2017; MEDEIROS et al., 2017).

Os LEDs séo dispositivos compostos por semicondutores sélidos, ligados entre si, com
propriedade de transformar energia elétrica em uma luz monocromatica que pode promover a
iluminacdo de uma superficie ampla e de forma homogénea. Sdo equipamentos de facil uso,
com meia vida longa (até 50.000 horas) e flexibilidade de design (CHANG et al., 2012).

A fototerapia compreende a aplicacdo de luz no tratamento de varias condicoes
patoldgicas. A fotobiomodulacdo, anteriormente denominada "Terapia com Luz de Baixa
Intensidade”, uma das categorias da fototerapia, envolve a aplicacdo de uma fonte de luz de
baixa poténcia, ndo térmica e ndo ablativa, predominantemente o Laser ou LED, para estimular
ou inibir diretamente processos celulares e bioldgicos. Os efeitos terapéuticos dependem tanto
das caracteristicas dpticas de cada tecido quanto das propriedades fotofisicas da luz, que
incluem parédmetros de irradiacdo, como comprimento de onda, poténcia, irradiancia, tempo de
exposicao e frequéncia de pulso (AVCI et al., 2013; FREITAS; HAMBLIN, 2016; HADIS et
al., 2017; YADAV; GUPTA, 2017).

O completo mecanismo de acdo da fotobiomodulagdo ainda ndo esta totalmente claro,
mas sabe-se que a luz em baixa intensidade pode interagir com células, levando a mudancas
nos niveis molecular, celular e tecidual. Cada tecido, no entanto, responde a essa interacédo de
maneira diferente (FREITAS; HAMBLIN, 2016), a partir que a luz é absorvida ou ndo por
moléculas do tecido alvo que sdo denominadas como cromdéforos ou fotorreceptores.

E reconhecido que a luz em baixas doses pode modular significativamente a producéo
de citocinas, fatores de crescimento, interleucinas e varias outras moléculas intracelulares. A
luz visivel atua também diretamente sobre a enzima citocromo-c oxidase, enzima terminal da
cadeia respiratoria mitocondrial celular, responsavel pincipalmente pela inducéo da sintese de
adenosina trifosfato (ATP), essencial para 0 metabolismo energético celular (GAO; XING,
2009; KIM; CALDERHEAD, 2011; FREITAS; HAMBLIN, 2016).

Os efeitos da luz sobre a proliferacédo celular podem ser estimuladores em baixas doses

(o que e util na cicatrizacdo de feridas, por exemplo), mas também inibitérios em altas doses,
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onde os fotorreceptores podem ser danificados e os efeitos diminuidos (o que pode ser Gtil em
cicatrizes hipertréficas e queldides) (FREITAS; HAMBLIN, 2016).

Diferentemente do Laser, a luz LED ndo apresenta as caracteristicas de colimacédo e
coeréncia espacial e temporal. Alguns pesquisadores acreditam que a coeréncia desempenha
um papel fundamental e, portanto, o LED seria menos eficiente do que o Laser ou mesmo
incapaz de promover efeitos terapéuticos (CHAVES et al., 2014).

Apesar do LED néo ser uma luz coerente, estudos apontam que os efeitos fotoquimicos
nos tecidos acontecem independente da coeréncia da luz, ja que essa propriedade é perdida logo
no primeiro extrato da pele, antes da luz ser absorvida pelos cromdéforos, ndo sendo
determinante, portanto, no resultado do tratamento (AGNOL et al., 2009; SOUSA et al., 2013).
A introducdo do LED na fototerapia reduziu algumas preocupacdes anteriormente associadas
aos lasers, simplificando, por exemplo, a fotobiomodulacdo em grandes areas da pele (KIM;
CALDERHEAD, 2011) e reduzindo os custos de aquisicdo e tratamento, ja que 0os LEDs séo
gerados em dispositivos mais baratos (AVClI et al., 2013).

Beneficios terapéuticos da fotobiomodulacdo no tratamento de feridas cutaneas tém sido
relatados em pesquisas, porém muitos dos resultados descritos na literatura mostram
inconsisténcia, principalmente devido a vieses de metodologia ou falta de padroniza¢do nos
estudos. E importante considerar que os efeitos bioldgicos sio dependentes dos parametros de
aplicacdo, especialmente do comprimento de onda da luz e dose aplicada, destacando-se, assim,
a importancia da determinacao de um protocolo apropriado antes de qualquer tratamento. Além
disso, o uso do LED como recurso terapéutico continua controverso (CHAVES et al., 2014).

Os efeitos bioldgicos promovidos por esses recursos no processo de reparo estdo
relacionados com a atenuacdo da resposta inflamatéria (GUPTA et al., 2015; CATAO et al.,
2016), aumento da proliferacdo de fibroblastos (SOUSA et al., 2010), estimulacdo da
angiogénese (SOUSA et al., 2013; MEDEIROS et al., 2017), aumento da sintese de colageno
(FIORIO et al., 2014; CATAO et al., 2015), estimulo & reepitelizacdo (ADAMSKAYA et al.,
2011) e efeitos analgésicos (LINS et al., 2010; FABRE et al., 2015).

Como a maioria dos estudos sobre fototerapia na cicatrizacdo de feridas cuténeas e
gueimaduras em pele utilizaram o Laser como fonte de luz (COLOMBO et al., 2013,
CHIAROTTO et al., 2014; BRASSOLATTI et al., 2016), pesquisas recentes tém avaliado os
efeitos do LED nesse processo (FUSHIMI et al., 2012; CATAO et al., 2016; SILVEIRA et al.,
2016; FEKRAZAD et al., 2017) com diferentes pardmetros e tempos de avaliag&o.

O LED azul (400-470 nm) tem penetracdo maxima no tecido de aproximadamente 1

mm, tendo assim como alvo mais profundo a epiderme, sendo adequado, portanto, para o
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tratamento de condigdes patoldgicas mais superficiais. O LED vermelho (630-700 nm) tem a
penetracdo mais profunda (2-3 mm) dos LEDs com comprimentos de onda visiveis e desse
modo, é utilizado para modular estruturas dérmicas, como anexos e fibroblastos (OPEL et al.,
2015).

Adamskaya et al. (2011) avaliaram os efeitos do LED azul (470 nm) in vivo na
cicatrizacdo de feridas através de uma excisdo em pele de ratos e observaram que ap6s 7 dias,
a luz azul diminuiu significativamente o tamanho da ferida e estimulou fortemente a
reepitelizacdo, quando comparado a um grupo controle.

Estudos experimentais que avaliaram in vivo a eficdcia da fotobiomodulagdo com LED
vermelho no reparo de queimaduras de terceiro grau observaram nos grupos que receberam
fototerapia, uma atenuac&o significativa no nimero de células inflamatérias (FIORIO et al.,
2011), significativa reducao da area da ferida, aumento do nimero de fibroblastos e da sintese
de colageno (NEVES et al., 2014).

Apenas duas pesquisas encontradas na literatura avaliaram os efeitos in vivo do LED
azul na cicatrizacdo de queimaduras de terceiro grau em pele (FEKRAZAD et al., 2014;
FEKRAZAD et al., 2017), onde em ambos ndo se observou diferencas estatisticamente
significativas na retragdo da ferida entre os grupos tratados com LED e controle. Fekrazad et
al. (2014) observaram um leve efeito anti-inflamatério do LED azul durante a fase aguda do
ferimento e enalteceram a necessidade de mais estudos para investigar outros protocolos e
prescricdes de irradiacdo com LED terapéutico, esclarecendo melhor seu papel no tratamento
de queimaduras.

A fototerapia com LED é um campo de pesquisa e atuacdo animador, que ainda ndo
atingiu todo seu potencial, onde os protocolos e dados publicados devem ser melhor explorados.
Assim, mais estudos devem ser executados, inclusive com diferentes comprimentos de onda,
para que sejam encaminhadas orientacdes definitivas da pratica. A medida que o uso do LED
se expandir e suas indicacdes se tornarem melhor definidas, tratamentos mais eficazes estaréo
disponiveis (OPEL et al., 2015).

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da fotobiomodulagédo
do LED vermelho e azul na cicatrizagdo de queimaduras de terceiro grau em pele de ratos,

através de parametros clinicos e histoldgicos.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da fotobiomodulagcdo do LED vermelho e azul na cicatrizagdo de

queimaduras de terceiro grau em pele de ratos, através de parametros clinicos e histologicos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o grau de retracdo da ferida entre os grupos em diferentes tempos de reparo;

e Comparar 0 consumo de comida entre 0s grupos experimentais;

e Determinar os indices percentuais de reepitelizagdo nos grupos;

e Analisar histologicamente a intensidade da resposta inflamatoria nas areas das feridas
entre os grupos e em diferentes tempos de reparo;

e Mensurar e comparar o indice angiogénico entre 0s grupos experimentais.



MATERIAIS E METODOS
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CARACTERIZACAO DO ESTUDO

Tratou-se de uma pesquisa experimental pré-clinica explicativa com abordagem

analitica quantitativa.

3.2 ASPECTOS ETICOS

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Centro
de Ensino Superior e Desenvolvimento (CESED) de Campina Grande/PB (CIAEP/CONCEA
n° 01.001.2012) e seguiu os preceitos da lei n°® 11.794 de 8 de outubro de 2008, do decreto n°
6.899 de 15 de julho de 2009 e das normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal — CONCEA (ANEXO A).

3.3 AMOSTRA

Foram utilizados 60 ratos machos da espécie Rattus norvegicus, linhagem Wistar, com
idade entre 60 e 90 dias, pesando entre 200 e 250 gramas, provenientes do Biotério da Faculdade
de Ciéncias Médicas (FCM) em Campina Grande/PB.

Os animais foram alojados em caixas plasticas de polipropileno (41 x 34 x 16 cm), com
5 ratos por caixa, forradas com cama de maravalha e com tampa de grade metélica por onde
recebiam agua ad libitum por succio em frasco de vidro e ragio padronizada (Presence® Ratos
e Camundongos, Linha Laboratorio, Paulinia, SP, Brasil). A temperatura do biotério foi
padronizada em 22°C + 2°C sob iluminacdo controlada (12 horas de ciclo claro/escuro). Foram

excluidos os animais que apresentaram qualquer manifestacdo de doenca local ou sistémica.

3.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os 60 animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos experimentais: grupo
controle (CTR) (n=20), grupo LED vermelho (VERM) (n=20) e grupo LED azul (AZUL)
(n=20), com subgrupos de 5 ratos para cada tempo de eutanasia (7, 14, 21 e 28 dias apods a

queimadura).



34

3.5 ANESTESIA E TRICOTOMIA

Previamente a tricotomia e indugdo da queimadura, todos 0s animais foram anestesiados
com uma associagao anestésica de 100mg/kg de Ketamina 10% (Cetamin®, Syntec, Santana de
Parnaiba, SP, Brasil) e 5mg/kg de Xilazina 2% (Dopaser®, Hertape, Juatuba, MG, Brasil)
aplicada na regido intraperitoneal com uma seringa estéril de uso unico (com agulha) de 1mL
para insulina (SR®, Manaus, AM, Brasil) (FIGURA 1).

Constatado o plano anestésico profundo, os animais foram posicionados em decubito
ventral e realizou-se a tricotomia em regido de dorso, utilizando 14mina de barbear (LORD®
co., Alexandria, Egito), porta-agulha e solucdo de digliconato de clorexidina 4% (Riohex® 4%,
Rioquimica, So José do Rio Preto, SP, Brasil) (FIGURA 1).

Figura 1. (A) Cloridrato de cetamina 10% utilizado. (B) Xilazina 2% escolhida para anestesia.
(C) Aplicacéo da solugéo anestésica em regido intraperitoneal. (D) Realizag&o da tricotomia no

dorso do animal. (E) Aspecto final apos realizacdo da tricotomia.

3.6 INDUCAO DA QUEIMADURA

Antes da queimadura, realizou-se na pele do animal uma antissepsia tdpica com gaze
estéril embebida em solucdo de digliconato de clorexidina 0,5% (Riohex® 0,5%, Rioquimica,
Sao José do Rio Preto, SP, Brasil) (FIGURA 2).

A queimadura foi realizada por um Unico operador devidamente calibrado, com um
instrumento metalico, previamente confeccionado, com ponta ativa chata, plana e de dimenséo
de 1 cm?®. Esta foi aquecida pelo contato direto com a chama azul de um macarico por 40
segundos e logo ap6s encostada na pele do dorso do animal por 20 segundos, segundo
metodologia de Meyer e Silva (1999) modificada por Catdo et al. (2015).
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Figura 2. (A) Solucdo utilizada para antissepsia tdpica previamente a queimadura. (B)

Agquecimento do instrumento metalico na chama azul do macarico por 40 segundos; (C)

Instrumento metalico aquecido em contato com a pele do animal por 20 segundos.

3.7 CARACTERISTICAS DO LED

Para a realizacdo da fototerapia com LED vermelho utilizou-se o equipamento

eletromédico Bios Therapy 11® (Bios Equipamentos Médicos, Sdo José dos Campos, SP,

Brasil). O aparelho de LED azul escolhido foi o Easy Bleach® (Clean Line IndUstria e Comércio

de Produtos Odontolégicos LTDA, Taubaté, Sdo Paulo, Brasil). As informacdes técnicas dos

dois equipamentos estdo contidas no quadro 1.

Quadro 1. Informagdes técnicas dos equipamentos utilizados para a fototerapia.

Parametros Bios Therapy 11® Easy Bleach®
(LED Vermelho) (LED Azul)
Poténcia 300 mwW 1w
Comprimento de onda 630 £ 10 nm 470 nm
Medida da ponta 0,7 cm 1,6 x 1,4cm
Modo de emisséo Continuo Continuo
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3.8 CARACTERISTICAS DOS TRATAMENTOS

A aplicacdo do LED, realizada por um unico operador devidamente calibrado, iniciou-
se imediatamente apos a inducdo da queimadura, e se repetiu diariamente, exceto nos dias de

eutanasia (FIGURA 3). As demais caracteristicas do tratamento estdo dispostas no quadro 2.

Figura 3. (A) Aplicacdo do LED vermelho. (B) Aplicacdo do LED azul.

Quadro 2. Caracteristicas dos tratamentos realizados na pesquisa.

Grupo Controle Grupo Vermelho Grupo Azul
Foi simulado nenhum Aplicac0es diarias (exceto | AplicacGes diarias (exceto
tratamento de LED. nos dias de eutanasia), de nos dias de eutanésia), de
forma pontual e em contato forma pontual e em
com quatro pontos contato com quatro pontos
coincidentes com os angulos coincidentes com 0s
da ferida, depositando angulos da ferida,

9 J/cm?, por 30 segundos, depositando 12,5 J/cm?,

totalizando 36 J/cm? por por 28 segundos,
sessao. totalizando 50 J/cm? por
Sessdo.

Todas as normas de biosseguranca foram rigorosamente seguidas, como: uso de jaleco,
mascara, luvas de procedimento, 6culos de protecdo para luz intensa e utilizagdo de plastico
filme de PVC na ponteira do equipamento como barreira de protecdo, para evitar possiveis

infeccdes cruzadas.
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3.9 CONSUMO DE COMIDA

O consumo de racéo foi calculado pela diferenca da massa entre dois dias consecutivos,
através de uma balanca analitica Shimadzu® modelo BL3200H (Shimadzu do Brasil Comércio
LTDA, Séo Paulo, SP, Brasil). A cada dois dias, durante os tempos avaliados, a caixa com 0s
animais recebeu uma quantidade de 200g+5g de alimento. Os valores (quantidade colocada e
quantidade que sobrava) foram anotados numa ficha previamente confeccionada (APENDICE

A) para posteriomente ser calculado o valor do consumo por animal.

3.10 EUTANASIA DOS ANIMAIS

Apds o periodo experimental de cada subgrupo, os animais seguiram para eutanasia,
sendo alojados em uma caixa hermeticamente fechada, contendo algoddo embebido com
halotano (Tanohalo® 1mL/mL, Cristalia, Itapira, SP, Brasil) (FIGURA 4). A morte foi
constatada por dois avaliadores previamente calibrados através da auséncia de reflexo corneal
e batimentos cardiacos. Realizada a eutanasia, os animais foram recolhidos por uma empresa

especializada e encaminhados para incineracao.

Tanohalo®
halotano 100%
l (1 mL/mL)

Solugao inalante
\ USO ADULTO E PEDIATRICO

Figura 4. Substancia utilizada para eutanasia dos animais.

3.11 CALCULO DO INDICE DE RETRACAO DA FERIDA (IRF)

Para a avaliacdo da retracdo da ferida, as lesdes foram fotografadas com cémera
fotografica digital Sony SteadyShot (DSC-W710 16.1 MP) Zoom 5x, a uma distancia

padronizada de 15 cm, com auxilio de um tripé. Uma régua foi utilizada na mesma altura do
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dorso do animal, para servir de escala, sem que a mesma entrasse em contato com a ferida
(figura 5).

As imagens foram analisadas no programa gratuito Image J versdo 1.50i (Wayne
Rasband, National Institutes of Health, USA). Depois de transferir a fotografia para o
programa, realizou-se a mensuragdo da distancia de 1cm na régua, para a escolha da escala em
centimetros, por meio da ferramenta Straight line selection e a opcéo Set scale na guia Analyze.
Logo apos, a ferida foi detalhadamente contornada por um Unico avaliador e de forma cega,
através da ferramenta Freehand selections. Feito isso, 0 programa calculou a area de interesse,

por meio da ferramenta Measure, na guia Analyze (FIGURA 5).

area inicial—area do dia da eutanasia

O IRF foi calculado pela equacdo: IRF(%) =

area inicial x 100

Figura 5. (A) Tripé com camera fotografica digital acoplada para fotografia das feridas. (B)

Mensuracdo da area exata da ferida através do programa Image J versdo 1.50i.

3.12 PROCESSAMENTO E ESTUDO MORFOLOGICO

Constatada a morte do animal, realizou-se a remocao do espécime. A ferida foi excisada
com bisturi e tesouras estéreis, respeitando-se uma margem de seguranga de no minimo 0,5 cm,
e acondicionada submersa em recipiente plastico contendo formol a 10%, por 24 horas. Os
recipientes foram todos etiquetados com o nome do grupo e subgrupo experimental, nmero do
animal e data da eutanasia (FIGURA 6).
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Figura 6. (A) Organizacdo da mesa cirurgica e posicionamento do animal. (B) Recipientes
identificados contendo formol 10%. (C) Remocédo da ferida. (D) Espécime envolvido em gaze

estéril e submerso em formol 10%.

No Laboratério de Histopatologia Oral no Departamento de Odontologia da UEPB, a
amostra fixada em formol a 10%, foi incluida em parafina e submetida a cortes de 3 um de
espessura. Em sequéncia, os cortes teciduais foram estendidos em laminas de vidro e

submetidos a métodos para coloracédo, de acordo com os protocolos descritos a seguir:

e Hematoxilina-Eosina (HE)

= Desparafinizacdo: dois banhos em xilol, a temperatura ambiente (10 minutos cada);
= Hidratagdo em cadeia descendente de etandis:
. Alcool etilico absoluto (5 minutos);
e Alcool etilico 95°GL (5 minutos);
e Alcool etilico 70°GL (5 minutos);
e Alcool etilico 70°GL (5 minutos);
Lavagem em agua corrente (5 minutos);
Imersdo em Hematoxilina de Harris (2 minutos);
Lavagem em agua corrente (5 minutos);

Imersdo em eosina de Lison (2 minutos);
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= Trés banhos em alcool etilico absoluto (5 minutos cada);
= Trés passagens em xilol (5 minutos cada);

= Montagem em resina Permount® (Fisher Scientific Inc., Fair Lawn, NJ, USA).

e Tricromico de Masson (EasyPath®, Sdo Paulo, SP, Brasil)

= Desparafinizacdo: dois banhos em xilol, a temperatura ambiente (5 minutos cada);
= Hidratagdo em cadeia descendente de etandis:
o Alcool etilico absoluto (5 minutos);
e Alcool etilico 95°GL (5 minutos);
e Alcool etilico 70°GL (5 minutos);
= Lavagem em agua corrente (5 minutos);
= Passagem rapida em &gua destilada e secagem das laminas;
= Juncdo dos reagentes A (hematoxilina férrica de Weigert — solucdo A) + B (hematoxilina
férrica de Weigert — solucdo B) em um becker pequeno na seguinte propor¢do por lamina: 5
gotas do reagente A + 5 gotas do reagente B.
Aplicacdo da solucdo (A + B) na secdo de tecido (10 minutos);
Lavagem em agua corrente (5 minutos) e secagem das laminas;
Aplicacgéo de 5 gotas por lamina do reagente C (fucsina) (4 minutos);
Lavagem em agua corrente (5 minutos);
Aplicacdo de 5 gotas por lamina do reagente D (&cido fosfomolibdico) (5 minutos);
Secagem das laminas, sem lava-las;
Aplicacdo de 5 gotas por lamina do reagente E (azul de anilina) (5 minutos);

Passagem rapida em agua destilada;

O N Va (

Desidratacdo em cadeia ascendente de etanois:
e Alcool etilico 70°GL (passagem réapida);
e Alcool etilico 95°GL (passagem réapida);
e Alcool etilico absoluto (3 minutos);

Duas passagens em xilol (5 minutos cada);
Montagem em resina Permount® (Fisher Scientific Inc., Fair Lawn, NJ, USA).

Uy
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3.13 ANALISE MORFOLOGICA

Sob microscopia de luz (Leica DM 500, Leica Microsystem Vertrieb GmbH, Wetzlar,
DE) dois examinadores previamente calibrados e de forma cega realizaram a avaliacdo do grau
de reepitelizacdo das feridas seguindo os critérios adotados por Meireles et al. (2008) (quadro
3). Os parametros utilizados para avaliagdo histolégica da intensidade da resposta inflamatéria
nas areas das feridas foram baseados no estudo de Souza et al. (2013) (quadro 4).
A contagem microvascular foi mensurada pela contagem do ndimero de vasos em
cinco campos (x400 ampliagdo) de maior vasculariza¢do por espécime (SOUSA et al., 2013).
Cada uma dessas areas foi fotomicrografada (ICC 50HD, Leica Microsystem Vertrieb GmbH,
Wetzlar, DE) e as imagens obtidas foram transferidas para um computador, onde contabilizou-
se 0S vasos sanguineos com auxilio do programa gratuito Image J versdo 1.50i (Wayne
Rasband, National Institutes of Health, USA). Em sequéncia, foi estabelecido o nimero médio
de vasos para cada animal.
A formacéo do tecido de granulacéo e deposicao de colageno de cada subgrupo foram

analisadas descritivamente, de forma cega, por dois avaliadores previamente treinados.

Quadro 3. Critérios utilizados para analise microscépica da area de reepitelizacdo das feridas
(MEIRELES et al., 2008).

Escores Descricdo
0 Ausente
1 Presente, cobrindo <50% da ferida
2 Presente, cobrindo >50% da ferida
3 Presente, cobrindo 100% da ferida, com tecido irregular
4 Presente, cobrindo 100% da ferida, com tecido regular
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Quadro 4. Descri¢do dos parametros utilizados para avaliacdo histoldgica da intensidade da
resposta inflamatéria nas éareas das feridas (SOUZA et al., 2013).

Escore da resposta | Semiquantificacéo da Classificacéo da resposta
inflamatdéria resposta inflamatoria inflamatdéria
0 Ausente Ausente
1 Leve
Cronica (predominancia de
2 Moderada linfécitos e histidcitos)
3 Intensa
4 Intensa Subaguda (equilibrio de

neutrofilos, linfdcitos e histidcitos)

5 Intensa Aguda (predominancia de
neutrdfilos)

3.14 ANALISE ESTATISTICA

Para analise estatistica, foi utilizado o programa IBM® SPSS Statistics (versdo 20.0;
IBM Corp., Armonk, NY, USA). O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar a
normalidade dos dados. O consumo de comida, IRF e 1A foram analisados através do teste de
Mann-Whitney, considerando nivel de significancia de 5% para diferencas observadas quando

p<0,05. Os dados de reepitelizacdo e resposta inflamatoéria foram analisados descritivamente.
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4 ARTIGOS
4.1 APRESENTACAO

O projeto de pesquisa ora desenvolvido foi apresentado e aprovado em qualificacdo pelo
Programa de P06s-Graduacdo em Odontologia da UEPB. Como resultado da execucdo desse

projeto, 2 artigos sao apresentados nesta dissertacéo:

ARTIGO 1

Acéo do LED vermelho (630 £10nm) na cicatrizacio de queimaduras de terceiro grau em
pele: analise clinica e histoldgica

O referido artigo sera submetido ao periddico Lasers in Medical Science (Qualis Odontologia
A2/ Fator de impacto: 2.461).

ARTIGO 2

LED azul na cicatrizacdo de queimaduras de terceiro grau em pele: avaliacdo clinica e
histolégica

O referido artigo sera submetido ao periddico Burns (Qualis Odontologia B1/ Fator de impacto:
1.904).
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4.2 ARTIGO 1

Acéo do LED vermelho (630 £10nm) na cicatrizacado de queimaduras de terceiro grau

em pele: analise clinica e histolégica

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do Diodo Emissor de Luz (LED) vermelho na
cicatrizacdo de queimaduras de terceiro grau em pele de ratos, através de pardmetros clinicos e
histologicos. Foram utilizados 40 ratos Wistar, machos, divididos aleatoriamente em dois
grupos: controle (CTR) (n=20) e LED vermelho (VERM) (n=20), com subgrupos (n=5) para
cada tempo de eutanasia (7, 14, 21 e 28 dias). A aplicacdo do LED (630 £10nm, 300 mW, 9
Jlem? por ponto, 30 segundos) foi realizada em quatro pontos da ferida (total: 36 J/cm?). O
consumo de comida dos animais foi mensurado durante os tempos de tratamento. Realizou-se
o Indice de Retracdo da Ferida (IRF), remocdo do espécime e os cortes foram submetidos a
coloracdo em Hematoxilina-Eosina (HE) e Tricrémico de Masson (TM). Em 7 dias, observou-
se que o IRF do CTR foi maior que do VERM (p=0,01) e o indice Angiogénico foi maior no
VERM quando comparado ao CTR (p=0,02). Em 7, 14 e 28 dias, os animais do grupo tratado
consumiram mais racdo que o CTR (p<0,05). Em 28 dias, ambos 0s grupos apresentaram
predominancia de infiltrado inflamatdrio cronico de intensidade leve e todos os casos do VERM
apresentaram reepitelizacdo completa. Este estudo sugere que o LED, na dosimetria utilizada,
contribuiu para a cicatrizacdo de queimaduras de terceiro grau em pele, estimulando em estagios
iniciais a reepitelizacdo, angiogénese, atenuacdo da resposta inflamatéria e possiveis efeitos
analgésicos.

Palavras-chave: Fototerapia; Queimaduras; Cicatrizacdo; Terapia com Luz de Baixa

Intensidade.

Introducéo

As queimaduras sdo lesbes traumaticas na pele ou em outros tecidos do corpo, causadas
principalmente pelo calor, radiacdo, eletricidade, friccdo ou contato com produtos quimicos.
Consideradas um grave problema de saude publica, causam aproximadamente 265.000 mortes

por ano no mundo, e sdo observadas com mais frequéncia em paises de baixa e média renda.
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Sdo uma das principais causas de morbidade, desfiguracdo e incapacidade, gerando muitas
vezes grande impacto fisico e psicolégico nas vitimas [1].

As queimaduras de terceiro grau séo lesdes graves e que destroem todas as camadas da
pele, podendo também atingir musculos, ligamentos, tenddes e 0ssos. Sao clinicamente brancas
ou escurecidas, secas e inelasticas e eventualmente cicatrizam com retracdo das bordas,
deixando deformidades ou cicatrizes [2-4].

Vaérios tratamentos que acelerem o processo de reparo de feridas vém sendo foco de
diversas pesquisas cientificas. Dentre as terapias testadas atualmente estdo os tratamentos
topicos com agentes fitoterapicos [5,6], uso de biomateriais [7] e a fototerapia com uso do Laser
(Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation) ou LED (Light Emitting Diode) [4,
8-11].

A fotobiomodulagdo, uma das categorias da fototerapia, envolve a aplicacdo de uma
fonte de luz de baixa poténcia, ndo-térmica e ndo-ablativa, predominantemente o Laser ou LED,
para estimular ou inibir diretamente processos celulares e biologicos [12-15].

Os resultados promovidos pela fotobiomodulagdo no processo de reparo estdo
relacionados com a atenuacdo da resposta inflamatéria [8, 16], aumento da proliferacdo de
fibroblastos [17], estimulagdo da angiogénese [18, 19], aumento da sintese de colageno [3, 4],
estimulo a reepitelizacdo [20] e efeitos analgésicos [21, 22].

A introducdo do LED na fototerapia reduziu algumas preocupacfes anteriormente
associadas aos Lasers, simplificando, por exemplo, a fotobiomodulacdo em grandes areas da
pele [23] e reduzindo os custos de aquisicdo e tratamento, ja que os LEDs sdo dispositivos mais
baratos [12].

O LED vermelho tem a penetragdo mais profunda (2-3 mm) dos LEDs com
comprimentos de onda visiveis e desse modo, € utilizado na fotobiomodulacdo de estruturas
dérmicas, como anexos e fibroblastos [24]. Estudos experimentais com metodologias e
protocolos de tratamento diferentes demonstraram eficacia da fototerapia com LED, de
diferentes comprimentos de onda, no processo de reparo de queimaduras de terceiro grau em
pele [16, 25, 26].

Apesar dos beneficios terapéuticos do LED no tratamento de feridas serem relatados,
muitos dos resultados descritos na literatura mostram inconsisténcias, devido principalmente a
vieses de metodologia ou falta de padronizagéo nos estudos. Além disso, o0 uso do LED como

recurso terapéutico continua controverso [27].
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Diante disso, 0 objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da fotobiomodulagdo com
LED vermelho na cicatrizacdo de queimaduras de terceiro grau em pele de ratos, atraves de

parametros clinicos e histologicos.

Material e Métodos

Animais

Foram utilizados 40 ratos machos Wistar, com idade entre 60 e 90 dias, pesando entre
200 e 250 gramas, provenientes do Biotério da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM). Os
animais receberam agua ad libitum, racdo padronizada e a temperatura do biotério foi
controlada em 22°C + 2°C sob iluminacdo controlada (12 horas de ciclo claro/escuro). Foram
excluidos os animais que apresentaram qualquer manifestagdo de doenga local ou sistémica.
Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Centro de
Ensino Superior e Desenvolvimento (CESED) (CIAEP/CONCEA n°: 01.001.2012).

Grupos experimentais

Os 40 animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos experimentais: grupo
controle (CTR) (n=20) e grupo LED vermelho (VERM) (n=20), com subgrupos de 5 ratos para
cada tempo de eutanasia (7, 14, 21 e 28 dias apds a queimadura).

Tricotomia e queimadura

Todos os animais foram anestesiados com uma associacdo anestésica de 100mg/kg de
Ketamina 10% (Cetamin®, Syntec, Santana de Parnaiba, SP, Brasil) e 5mg/kg de Xilazina 2%
(Dopaser®, Hertape, Juatuba, MG, Brasil) aplicada na regido intraperitoneal com seringa para
insulina. Constatado plano anestésico profundo, realizou-se a tricotomia em regido de dorso,
utilizando lamina de barbear, porta-agulha e solugéo de digliconato de clorexidina 4% (Riohex®
4%, Rioquimica, Séo José do Rio Preto, SP, Brasil).

A queimadura foi realizada por um unico operador devidamente calibrado, com um
instrumento metalico de ponta ativa chata, plana e de dimenséo de 1 cm?. Esta foi aquecida pelo

contato direto com a chama azul de um macarico por 40 segundos e logo ap6s encostada na
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pele do dorso do animal por 20 segundos, segundo metodologia de Meyer e Silva [28],
modificada por Catéo et al. [4].

Fototerapia

Foi utilizado o equipamento Bios Therapy 11® (Bios Equipamentos Médicos, Sdo José
dos Campos, SP, Brasil). O LED foi aplicado de forma continua (630+ 10nm, 300mW, 9 J/cm?
por ponto, 30 segundos) em contato com quatro pontos coincidentes com os angulos da ferida
(total: 36 J/cm?), diariamente, exceto nos dias de eutanasia. No grupo CTR ndo foi realizado

nenhum tratamento.

Consumo de comida

O consumo de racgéo foi calculado pela diferenca de massa entre dois dias consecutivos,
através de uma balanca analitica. A cada dois dias, durante os tempos avaliados, a caixa com

0s animais recebeu uma quantidade de 200g+5g de alimento.

Eutanasia e Indice de Retracdo da Ferida (IRF)

Apos o periodo experimental, os animais seguiram para eutanasia, sendo alojados em
uma caixa hermeticamente fechada, contendo algoddo embebido com halotano (Tanohalo®
1mL/mL, Cristélia, Itapira, SP, Brasil). Para a avaliacdo da retracdo da ferida, as lesdes foram
fotografadas apds eutanasia com camera fotogréafica digital, a uma distancia padronizada de 15
cm e analisadas no programa Image J versdo 1.50i (Wayne Rasband, National Institutes of
Health, USA). O IRF foi calculado pela equacdo: IRF (%) = &rea inicial — area do dia da

eutanasia + area inicial x 100.

Processamento Histoldgico

Constatada a morte do animal, realizou-se a remocao do espécime com bisturi e tesouras
estéreis respeitando uma margem de seguranca de no minimo 0,5 cm. Apos fixacdo em formol
a 10%, a amostra foi incluida em parafina e submetida a cortes de 3 pum de espessura. Em
sequéncia, os cortes teciduais foram estendidos em laminas de vidro e submetidos a metodos

rotineiros de coloracdo em Hematoxilina-Eosina (HE) e Tricromico de Masson (TM).
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Avaliacdo morfoldgica

Dois examinadores previamente calibrados e de forma cega realizaran a analise
morfologica dos casos. O grau de reepitelizacdo das feridas seguiu os critérios adotados por
Meireles et al. [29] (tabela 1). Os pardmetros utilizados para avaliacdo histoldgica da
intensidade da resposta inflamatdria nas areas das feridas foram baseados no estudo de Souza
et al. [30] (tabela 2). O indice angiogénico foi mensurado pela contagem de vasos em cinco
campos (x400 ampliacdo) de maior vascularizagédo por especime segundo Sousa et al.[18]. Cada
uma dessas areas foi fotomicrografada (ICC 50HD, Leica Microsystem Vertrieb GmbH,
Wetzlar, DE) e nas imagens obtidas contabilizou-se os vasos sanguineos com auxilio do
programa gratuito Image J versdo 1.50i (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA).
Em sequéncia, foi estabelecido o nimero médio de vasos para cada animal. A formacdo do
tecido de granulacdo e deposicdo de coldgeno de cada subgrupo foram analisadas

descritivamente, de forma cega, por dois avaliadores previamente treinados.

Anélise Estatistica

Para analise estatistica, foi utilizado o programa IBM® SPSS Statistics (versdo 20.0; IBM
Corp., Armonk, NY, USA). O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar a normalidade
dos dados. O consumo de comida, IRF e IA foram analisados através do teste de Mann-
Whitney, considerando um nivel de significancia de 5% (p<0,05). Os dados de reepitelizacdo e

resposta inflamatoria foram analisados descritivamente.

Resultados

Iindice de Retracéo da Ferida (IRF)

Em 7 dias, as feridas do grupo tratado regrediram menos, com IRF do grupo CTR
(mediana: -40%; variacédo: -60 a -33) superior ao VERM (mediana: -81%; variacdo: -125 a -43)
(p=0,01). Apds 14 dias, o IRF do grupo CTR (mediana: -17%; variacao: -84 a 27) foi inferior
ao grupo tratado (mediana: 10%; variacdo: -35 a 76), porém sem diferenga estatisticamente
significativa (p=0,25), assim como em 21 dias, com o IRF do CTR (mediana: 77%; variacao:
61 — 92) menor que do VERM (mediana: 84%; variagéo: 76 — 92) (p=0,36). No ultimo periodo,
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28 dias, os IRF também foram proximos: grupo CTR (mediana: 96%, variacdo: 83 — 100) e
VERM (mediana: 100%; variacdo: 91 — 100) (p=0,43) (Fig. 1).

Consumo de comida

Em 7, 14 e 28 dias de tratamento, os animais do grupo VERM consumiram mais racao,
quando comparados ao grupo CTR, com diferenga estatisticamente significativa (p<0,05)
(tabela 3).

Reepitelizacéo

Ap0s 7 dias da queimadura, observou-se escore 0 em 60% (n=3) dos casos do grupo
CTR, enquanto que no VERM, 60% (n=3) j& apresentavam escore 1. Em 14 dias, o escore 1 foi
observado em todos o0s casos (n=5) no grupo CTR e em 80% (n=4) no VERM. Verificou-se
reepitelizacdo completa (escore 4) em 60% (n=3) dos animais do VERM e predominancia do
escore 2 em 60% (n=3) dos casos no CTR, apds 21 dias da queimadura. Em 28 dias, 100%
(n=5) dos animais do grupo VERM apresentaram reepitelizacdo completa (escore 4), enquanto
gue no CTR, esse percentual foi de 80% (n=4) (Fig. 2a). Na maioria dos casos com
descontinuidade de epitélio, observou-se crosta seroematica de espessura variavel recobrindo a

area da ferida.

Resposta Inflamatéria

Em sete dias, ambos 0s grupos apresentaram predominio de resposta inflamatoria
subaguda (escore 4) (Fig. 2b), com infiltrado inflamatério presente tanto nas margens quanto
na porgéo central da ferida, principalmente no tecido conjuntivo fibroso frouxo (Fig. 3a e 3b).
Importante dilatag@o de arteriolas e vénulas pdde ser observada, assim como degeneracéo das
fibras musculares, confirmando a queimadura de terceiro grau.

No periodo de 14 dias, houve predominio de resposta inflamatoria subaguda (escore 4)
nos dois grupos, com a presenca de neutrdfilos principalmente em areas mais superficiais da
ferida. No grupo VERM, observou-se que 40% (n=2) dos animais apresentaram resposta
inflamatdria crénica moderada (escore 2) (Fig. 2b). Um exuberante tecido de granulacéo foi
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observado em ambos o0s grupos, com fibroblastos jovens em meio a uma matriz extracelular
composta por feixes coldgenos delgados e alongados.

Em 21 dias, observou-se infiltrado inflamatorio de carater crénico (escores 1, 2 e 3), em
ambos os grupos (Fig. 2b), entre fibras coladgenas, mais espessas e mais densamente
organizadas, em comparacdo com o periodo de 14 dias (Fig. 3c, 3d e 3e). Em 28 dias, ambos
0s grupos apresentaram predomindancia de infiltrado inflamatorio cronico de intensidade leve
(escore 1) (Fig. 2b). Comparado com o periodo de 21 dias, as fibras colagenas apresentaram-se

mais espessas e mais densamente dispostas na area (Fig. 3e e 3f), apos 28 dias.

Indice Angiogénico (I1A)

Em 7 dias, observou-se maior 1A no grupo VERM (mediana: 6,8; variacdo: 4,8 - 7,6)
quando comparado ao CTR (mediana: 2,4; variagédo: 0,6 — 8,6) (p=0,02). Em 14 dias, o IA do
grupo VERM (mediana: 4,80; variacdo: 0,6 — 7,8) também foi superior ao CTR (mediana: 4,2;
variacdo: 3,0 — 5,4), porem sem diferenca estatistica significativa (p=0,91). Apos 21 dias da
queimadura, notou-se que o IA foi maior no CTR (mediana: 5,2; variagdo: 2,4 — 9,8) quando
comparado ao grupo VERM (mediana: 3,2; variagédo: 1,8 - 6,2) (p=0,04) (Fig. 3c e 3d). Em 28
dias, o grupo VERM também apresentou IA inferior (mediana: 2,8; variacdo: 0,4 —7,4) ao CTR
(mediana: 3,8; variacdo: 1,8 — 7,2), mas sem diferenca estatistica significativa (p=0,46) (Fig.
4).

Discussao

Estudos experimentais que avaliaram in vivo a eficacia da fotobiomodulacdo com LED
vermelho no reparo de queimaduras de terceiro grau sdo escassos na literatura, mas efeitos
importantes dessa tecnica ja sao relatados, como a atenuacgao no numero de celulas inflamatérias
[31] significativa redugéo da area da ferida, aumento do nimero de fibroblastos e da sintese de
colageno[25]. Deve-se considerar que ha uma diversidade de protocolos adotados nas pesquisas
com fototerapia, o que dificulta a comparacao de resultados. A maioria dos estudos utilizaram
0s Lasers em baixa intensidade como fonte luminosa.

Apesar do LED néo ser uma luz coerente, estudos apontam que os efeitos fotoquimicos

nos tecidos acontecem independente da coeréncia da luz, ja que essa propriedade é perdida logo
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no primeiro extrato da pele, antes da luz ser absorvida pelos cromoforos, ndo sendo
determinante, portanto, no resultado do tratamento [18, 32].

Sugere-se que 0 maior consumo de comida nos grupos tratados com LED observado
neste estudo pode ser decorrente de possiveis efeitos analgésicos, ja que todos os animais foram
padronizados e estavam sob mesmas condi¢Oes de alojamento. Relatos semelhantes foram
apontados por Catéo et al. [4] ao avaliarem os efeitos dos Lasers em baixa intensidade e do
LED verde na cicatrizacdo de queimaduras de terceiro grau em pele de ratos.

Estudos imuno-histoquimicos demonstraram que a luz em baixa intensidade pode inibir
a expressao da enzima ciclo-oxigenase 2 (COX-2), evitando consequentemente a liberacdo de
prostaglandinas, causando assim alivio aos sintomas da inflamagdao e da dor [33,34].

Observou-se que apesar das feridas em 14, 21 e 28 dias regredirem mais no grupo
tratado, ndo houve diferencas estatisticamente significativas quando comparado com o grupo
CTR. Fidrio et al. [31] ao avaliar a regressdo de queimaduras de terceiro grau em ratos,
observaram que no 8° dia apos a lesdo, a diferenca entre as areas da ferida para o grupo tratado
(640 nm, 30 mW, 4 J/cm?) e nio tratado ndo foi estatisticamente significativa. Entretanto, no
16° dia, o tratamento com LED reduziu significativamente a area da ferida em comparagéo com
0 grupo ndo tratado. Cabe destacar que no estudo de Fiorio et al. [31] as doses utilizadas foram
mais baixas e houve intervalos de 48 horas entre uma aplicagéo e outra.

Apesar de muitos mecanismos de acdo permanecerem desconhecidos, estudos in vitro
[35,36] tém demonstrado que aplicacBes de luz em baixa intensidade regula a migracdo e
proliferacdo de queratindcitos, células responsaveis por recobrir a area de injuria e estimular no
tecido conjuntivo subjacente a expressao de fatores de crescimento. Como o epitélio é um dos
primeiros tecidos a ser irradiado durante o tratamento das lesGes, terapias que possam
bioestimular a proliferacdo de células epiteliais podem ter um efeito benéfico na cicatrizacéo
de tecidos.

O estudo de Sousa et al. [18] encontrou resultado semelhante ao deste estudo, ao avaliar
histologicamente a angiogénese em feridas cutaneas dorsais tratadas com LED em ratos machos
Wistar, e observar que o LED vermelho (A700 + 20 nm) causou um aumento significativo da
angiogénese em 7 dias quando comparado com o grupo controle, concluindo que o LED € capaz
de estimular a angiogénese em feridas cutaneas in vivo. Diferente do presente estudo, 0s autores
ndo avaliaram tempos superiores a 7 dias.

Hé& relatos de que a fotobiomodulagdo induz a angiogénese em feridas crbnicas por
estimular o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) [37, 38]. A restauragdo da

microcirculacdo no local da queimadura com a formacéo de vasos sanguineos é essencial para
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a cicatrizacdo e reparo da area lesada, pois além de ser um meio de conducéo celular, fornece
oxigénio e nutrientes aos tecidos, permitindo assim a proliferacdo celular e deposicdo de
colageno [39, 40].

Apbs 21 dias, verificou-se menor nimero de vasos sanguineos no grupo CTR. Uma das
possiveis explicacdes para este fato é de que o LED tenha acelerado a cicatrizacéo das feridas,
e portanto, em 21 e 28 dias ap6s a queimadura, 0 numero de vasos sanguineos tenha sido inferior
no grupo VERM, quando comparado ao CTR, ja que no processo de cicatrizacdo, o nimero de
vasos diminui a medida que o tecido avancga para estagios mais maduros [39,41]. Deve-se
considerar também que em 21 dias, 80% (n=4) dos animais do grupo CTR ainda n&o tinham
atingido reepitelizagdo completa, permanecendo com a superficie da ferida descoberta, o que
poderia justificar também esse aumento do nimero de vasos no grupo CTR.

A fototerapia com LED é um campo de pesquisa promissor, que ainda néo atingiu todo
seu potencial, cujos protocolos e dados publicados devem ser melhor explorados. Assim, mais
estudos devem ser executados, inclusive com diferentes comprimentos de onda, para que sejam
encaminhadas orientaces definitivas da pratica. A medida que o uso do LED se expandir e
suas indicacdes se tornarem melhor definidas, tratamentos mais eficazes estardo disponiveis
(OPEL, 2015) [24].

Neste estudo, foi avaliado os efeitos da irradiacdo LED de apenas um comprimento de
onda de luz, Unico tempo de exposicdo e dose. Estudos adicionais que avaliem diferentes
comprimentos de onda, poténcias e duracbes de irradiacdo diferentes serdo importantes para
identificar o melhor método de fotobiomodulacdo no tratamento de queimaduras de terceiro
grau em pele.

Considerando os resultados encontrados neste estudo, as tendéncias por eles revelados
e as limitacdes das técnicas histoquimicas utilizadas no mesmo, sugere-se que futuras pesquisas
sejam realizadas a fim de avaliar com mais detalhes os efeitos do LED vermelho na cicatrizacédo

de queimaduras de terceiro grau em pele.

Conclusodes

Em conclusdo, este estudo sugere que o LED vermelho, na dosimetria utilizada,
contribuiu de forma positiva na cicatrizacdo de queimaduras de terceiro grau em pele,
estimulando em estagios iniciais a reepitelizacdo, angiogénese, atenuacdo da resposta

inflamatdria e possiveis efeitos analgésicos. Com base nos achados desta pesquisa, estudos
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futuros serdo importantes para aprofundar o conhecimento sobre os efeitos da
fotobiomodulagéo desse tipo de LED na cicatrizagdo dessas injurias.
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Tabela 1 Critérios utilizados para anélise microscopica da area de reepitelizacdo das feridas

(Meireles et al., 2008)

Escores Descricéo
0 Ausente
1 Presente, cobrindo <50% da ferida
2 Presente, cobrindo >50% da ferida
3 Presente, cobrindo 100% da ferida, com tecido
irregular
4 Presente, cobrindo 100% da ferida, com tecido

regular
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Tabela 2 Descricdo dos pardmetros utilizados para avaliagdo histoldgica da intensidade da

resposta inflamatéria nas éareas das feridas (Souza et al., 2013)

Escoreda  Semiquantificagdo
resposta da resposta e . -
. P L . P - Classificacdo da resposta inflamatoria
inflamatoéria inflamatoéria
0 Ausente Ausente
1 Leve
2 Moderada Croénica (predominancia de linfdcitos e
histiocitos)
3 Intensa
4 Intensa Subaguda (equilibrio de neutrofilos, linfdcitos e
histiocitos)
5 Intensa Aguda (predominéancia de neutréfilos)




Tabela 3 Comparacdo do consumo de ragdo por animal entre 0s grupos experimentais

Grupo Consumo de racao Valores p*
(gramas) /mediana Minimo - MAximo

CTR7 33,24 30,36 - 33,75 0,05
VERM 7 36,84 34,00 - 37,26

CTR 14 31,63 29,22 — 34,32 0,01
VERM 14 35,46 32,20 — 38,45

CTR21 36,56 31,05 - 40,00 0,325
VERM 21 37,34 29,09 — 40,12

CTR 28 32,51 28,03 — 35,66 <0,01
VERM 28 40,00 31,70 - 40,18

*p<0,05 para diferencas estatisticamente significativas
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Fig. 1 Regressdo das queimaduras nos dois grupos experimentais e em diferentes tempos de
eutanasia (7, 14, 21 e 28 dias). a indice de Retracio da Ferida (IRF) das queimaduras. ***
Diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05). b Regresséo clinica das feridas até 28 dias apos

a queimadura
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Fig. 2 Reepitelizacdo e intensidade da resposta inflamatdria nas queimaduras nos dois grupos
experimentais e em diferentes tempos de eutanésia (7, 14, 21 e 28 dias). a Distribuicdo absoluta
dos casos quanto aos escores de reepitelizacdo das feridas. b Distribuicdo absoluta dos casos

quanto a intensidade da resposta inflamatéria nas queimaduras
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e P (o W s \

Fig. 3 Avaliacao histoldgica das feridas em diferentes periodos. a Aspecto da ferida do grupo
CTR em 7 dias, com areas de necrose tecidual e presenca de infiltrado inflamatério (neutréfilos,
linfocitos e histiécitos) (HE, 200x) b Inicio de reepitelizacdo da ferida do grupo VERM em 7
dias, com presenca de infiltrado inflamatério (neutréfilos, linfdcitos e histiécitos) e vasos
sanguineos no tecido conjuntivo (HE, x200). ¢ Ferida em processo de reepitelizacdo do grupo
CTR, ap0s 21 dias, com presenca de crosta seroemaética recobrindo a regido e grande nimero
de vasos sanguineos no tecido conjuntivo (HE; x200). d Aspecto da ferida do grupo VERM,
em 21 dias, com menor nimero de vasos sanguineos dispostos no tecido conjuntivo (HE, x200)
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e Reepitelizacdo completa da ferida e tecido conjuntivo (TM, x100). f Reepitelizacdo completa
e tecido conjuntivo mais maduro, com fibras colagenas mais densas e organizadas, no local da

ferida apds 28 dias da queimadura (TM, x40)
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Fig. 4 Gréafico box-plot do indice angiogénico nas queimaduras de terceiro grau em pele de

acordo com o grupo e tempos de eutanasia. *** Diferenca estatisticamente significativa entre

0s grupos (p<0,05).
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4.3 ARTIGO 2

LED azul na cicatrizacéo de queimaduras de terceiro grau em pele: avaliacéo clinica e

histologica

Objetivo: Avaliar os efeitos do Diodo Emissor de Luz (LED) azul na cicatrizacdo de
queimaduras de terceiro grau em pele de ratos, através de parametros clinicos e histologicos.
Meétodos: Utilizou-se 40 ratos Wistar, machos, divididos em dois grupos: controle (CTR)
(n=20) e LED azul (AZUL) (n=20), com subgrupos (n=5) para cada tempo de eutanasia (7, 14,
21 e 28 dias). Aplicou-se LED (470 nm, 1W, 12,5 J/cm? por ponto, 28 segundos) em quatro
pontos da ferida (total: 50 J/cm?). O consumo de comida dos animais foi mensurado a cada dois
dias. Resultados: N&o houve diferencas estatisticamente significativas no indice de Retracio da
Ferida (IRF) do AZUL com relagdo ao CTR (p>0,05), nos tempos avaliados. Passados 14, 21 e
28 dias, observou-se que 0s animais do grupo AZUL consumiram mais racdo que o CTR
(p<0,05). Em 7 dias, observou-se um aumento estatisticamente significativo do indice
Angiogénico (1A) no AZUL (mediana: 6,2) quando comparado ao CTR (mediana: 2,4) (p=0,01)
e todos os animais do AZUL ja haviam iniciado a reepitelizacdo. Conclusdes: Este estudo
sugere que o LED azul, na dosimetria utilizada, tenha contribuido positivamente em etapas
importantes e iniciais da cicatrizacdo de queimaduras de terceiro grau.

Palavras-chave: Fototerapia; Queimaduras; Cicatrizagdo; Terapia com Luz de Baixa
Intensidade.

1. Introducéo

As queimaduras sdo consideradas um grave problema de saude puablica, causando
aproximadamente 265.000 mortes por ano em todo o mundo. S&o uma das principais causas de
morbidade, hospitalizacdo prolongada, desfiguracdo e incapacidade, deixando muitas vezes
grande impacto fisico e psicoldgico nas vitimas [1].

Terapias que acelerem o processo de reparo, aumentem a qualidade de vida do paciente
e reduzam custos de tratamento, vem sendo foco de diversas pesquisas cientificas. Dentre 0s
métodos terapéuticos testados atualmente estd a fotobiomodulagdo com uso do LED
(Light Emitting Diode) [2-4].
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O completo mecanismo de acdo da fotobiomodulagdo ndo esta totalmente claro, mas
sabe-se que a luz em baixa intensidade pode interagir com células, levando a mudancgas nos
niveis molecular, celular e tecidual. Cada tecido, no entanto, responde a essa interacdo de
maneira diferente [5] a partir que a luz é absorvida ou ndo por moléculas do tecido alvo que séo
denominadas de cromoforos ou fotorreceptores.

Estudos apontam que os efeitos da luz nos tecidos acontecem independente da coeréncia
da luz, ja que essa propriedade ¢ perdida no primeiro extrato da pele, antes da luz ser absorvida
pelos croméforos, ndo sendo determinante, portanto, no resultado do tratamento [6-7].

Os efeitos bioldgicos promovidos por essa terapia no processo de reparo encontrados na
literatura estdo relacionados com a atenuacdo da resposta inflamatéria [4, 8], aumento da
proliferacdo de fibroblastos [9], estimulacdo da angiogénese [7, 10], aumento da sintese de
colageno [3, 11], estimulo a reepitelizacdo [12] e efeitos analgésicos [13, 14].

Apesar do LED azul (400-470nm) ter penetracdo no tecido de aproximadamente 1 mm,
tendo como alvo mais profundo a epiderme [15], pesquisas tém avaliado os efeitos in vivo dessa
luz na cicatrizacdo de queimaduras de terceiro grau em pele [16, 17].

Diante disso, 0 objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da fotobiomodulacéo do LED
azul na cicatrizacdo de queimaduras de terceiro grau em pele de ratos, através de parametros

clinicos e histoldgicos.

2. Materiais e Métodos

2.1 Animais

Utilizou-se 40 ratos Wistar, clinicamente saudaveis, com idade entre 60 e 90 dias, peso
entre 200 e 250 gramas, provenientes do Biotério da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) em
Campina Grande/PB. Os animais receberam &gua ad libitum, racdo padronizada e a temperatura
do biotério foi 12 horas de ciclo claro/escuro). Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUA) do Centro de Ensino Superior e Desenvolvimento (CESED)
(CIAEP/CONCEA n°: 01.001.2012). Os 40 animais foram divididos aleatoriamente em dois
grupos experimentais: grupo controle (CTR) (n=20) e grupo LED (AZUL) (n=20), com

subgrupos de 5 ratos para cada tempo de eutanasia (7, 14, 21 e 28 dias apds a queimadura).

2.2 Anestesia/tricotomia/queimadura
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Todos os animais foram anestesiados com uma associacao anestésica de 100mg/kg de
Ketamina 10% (Cetamin®, Syntec, Santana de Parnaiba, SP, Brasil) e 5mg/kg de Xilazina 2%
(Dopaser®, Hertape, Juatuba, MG, Brasil), aplicada em regido intraperitoneal com seringa para
insulina. Constatado o plano anestésico profundo, posicionou-se 0s animais em decubito ventral
e realizou-se a tricotomia em regido de dorso, utilizando lamina de barbear, porta-agulha e
solucgdo de digliconato de clorexidina 4% (Riohex® 4%, Rioquimica, S&0 José do Rio Preto,
SP, Brasil). A queimadura foi realizada por um unico operador devidamente calibrado, com um
instrumento metalico de ponta ativa chata, plana e de dimenséo de 1 cm?. Esta foi aquecida pelo
contato direto com a chama azul de um macarico por 40 segundos e logo apds encostada na
pele do dorso do animal por 20 segundos, segundo metodologia de Meyer e Silva [18],

modificada por Catdo et al. [3]

2.3 Aplicacao do LED

Utilizou-se o equipamento Easy Bleach® (Clean Line Industria e Comércio de Produtos
Odontoldgicos LTDA, Taubaté, Sao Paulo, Brasil). O LED foi aplicado de forma continua (470
nm, 1 W, 12,5 J/cm? por ponto, 28 segundos) em contato com quatro pontos coincidentes com
os angulos da ferida (total: 50 J/cm?), diariamente, exceto nos dias da eutanasia do animal. O
grupo CTR ndo recebeu nenhum tratamento.

2.4 Consumo de comida

O consumo de racdo foi calculado pela diferenca de seu peso entre dois dias
consecutivos, através de uma balanca analitica. A cada dois dias, durante os tempos avaliados,
a caixa com os animais recebeu uma quantidade de 200g+5g de alimento.

2.5 Eutanasia/ Indice de Retrac&o da Ferida (IRF)/ processamento histoldgico

Apds o periodo experimental de cada subgrupo, 0s animais seguiram para eutanasia,
sendo alojados em uma caixa hermeticamente fechada, contendo algoddo embebido com
halotano (Tanohalo® 1mL/mL, Cristalia, Itapira, SP, Brasil). Apds eutanasia, as lesdes foram
fotografadas com camera fotografica digital, a uma distancia padronizada de 15 cm, com auxilio
de um tripé, e as imagens foram analisadas no programa Image J versao 1.50i (Wayne Rasband,

National Institutes of Health, USA). A ferida foi detalhadamente contornada por um unico
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avaliador, de forma cega, e o IRF foi calculado pela equacdo: IRF (%) = area inicial — area do
dia da eutanasia + area inicial x 100. Realizou-se a remogdo do espécime com bisturi
respeitando uma margem de seguranca de no minimo 0,5 cm. Apds fixacdo em formol a 10%,
a amostra foi incluida em parafina e submetida a cortes de 3 um de espessura. Em sequéncia,
os cortes teciduais foram estendidos em I&minas de vidro e submetidos a métodos rotineiros de

coloragdo em Hematoxilina-Eosina (HE).

2.6 Avaliacao histologica

Dois examinadores previamente calibrados e de forma cega realizaram a avaliacdo do
grau de reepitelizacdo das feridas seguindo os critérios adotados por Meireles et al. [19] (tabela
1). Os parametros utilizados para avaliacdo histoldgica da intensidade da resposta inflamatéria
nas areas das feridas foram baseados no estudo de Souza et al. [20] (tabela 2). O indice
angiogénico foi mensurado pela contagem de vasos em cinco campos (x400 ampliacdo) de
maior vascularizacdo por espécime [7]. Cada uma dessas areas foi fotomicrografada (ICC
50HD, Leica Microsystem Vertrieb GmbH, Wetzlar, DE) e nas imagens obtidas contabilizou-
se 0s vasos sanguineos com auxilio do programa Image J versdo 1.50i (Wayne Rasband,
National Institutes of Health, USA). Em sequéncia, foi estabelecido o nimero médio de vasos
para cada animal. A formacdo do tecido de granulacdo e deposicdo de colageno de cada

subgrupo foram analisadas descritivamente.

2.7 Andlise Estatistica

Utilizou-se teste de Shapiro-Wilk para verificar a normalidade dos dados. O consumo
de comida, do IRF e da IA foram analisados através do teste de Mann-Whitney, considerando
nivel de significancia de 5% (p<0,05). Os dados de reepitelizacdo e resposta inflamatdria foram
analisados descritivamente. O programa IBM® SPSS Statistics (versio 20.0; IBM Corp.,
Armonk, NY, USA) foi utilizado para as analises.

3. Resultados
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3.1 indice de Retracéo da Ferida (IRF)

N&o houve diferengas estatisticamente significativas no IRF entre os grupos AZUL e
CTR (p>0,05), nos tempos avaliados (Tabela 3). Os aspectos clinicos da retracdo das

queimaduras de ambos os grupos em 7, 14, 21 e 28 dias podem ser vistos na Fig.1.

3.2 Consumo de comida

Passados 14, 21 e 28 dias, observou-se que os animais do grupo AZUL consumiram
mais racdo, que os dos grupos CTR, com diferenca estatisticamente significativa (p<0,05)
(tabela 4).

3.3 Reepitelizacéo

Ap0s 7 dias da queimadura, observou-se o inicio de reepitelizacdo das feridas (escore
1) em 100% (n=5) dos animais do grupo AZUL, enquanto que no CTR, 60% (n=3) dos casos
esse processo ainda ndo havia iniciado (escore 0). Em 14 dias, o escore 1 foi observado em
100% (n=5) no grupo CTR e em 80% (n=4) dos animais do grupo tratado, verificou-se um
estagio de reepitelizagdo mais avancado (escore 2). Em 21 dias, observou-se que o0 escore 2
ainda foi predominante em 60% (n=3) e 80% (n=4) dos casos, nos grupos CTR e AZUL,
respectivamente. No Ultimo periodo de avaliacdo, 28 dias, enquanto que 80% (n=4) das feridas
do CTR foram reepitelizadas completamente (escore 4), no grupo AZUL, todos o0s casos (n=5)
permaneceram no escore 2 (Fig. 2a). Em feridas com descontinuidade de epitélio, observou-se

com frequéncia presenca de crosta seroematica de espessura variavel recobrindo a regido

3.4 Tecido de granulagao/ infiltrado inflamatdrio

Em 7 dias, ambos 0s grupos apresentaram predominio de resposta inflamatéria aguda
(escore 5) e subaguda (escore 4) (Fig. 2b), com infiltrado inflamatério presente em toda a regido
da ferida. Dilatacdo de arteriolas e vénulas péde ser observada, assim como degeneracdo de

fibras musculares (Fig. 3a e 3b).
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Passados 14 dias da queimadura, houve predominio de resposta inflamatoria subaguda
(escore 4) nos dois grupos, com presenca de neutrofilos principalmente em areas superficiais
da lesdo. No AZUL, observou-se que 40% (n=2) dos animais apresentaram resposta
inflamatdria cronica moderada (escore 2) (Fig.2b). Exuberante tecido de granulacdo foi
observado em ambos os grupos, com fibroblastos jovens e vasos sanguineos neoformados em
meio a uma matriz extracelular composta por feixes colagenos delgados e alongados.

Em 21 dias, observou-se infiltrado inflamatorio de carater cronico moderado nos dois
grupos (Fig.2b, 3c e 3d). Em comparagdo com 14 dias, as fibras colagenas apresentaram-se
mais espessas e mais densamente organizadas.

No Ultimo periodo de avaliacdo, 28 dias, ambos 0s grupos apresentaram predominancia
de infiltrado inflamatério crénico de intensidade leve (escore 1) (Fig. 2b, 3e e 3f). Em 60%
(n=3) dos casos do AZUL, o tecido conjuntivo guardava muita semelhanca ao tecido encontrado
em 21 dias, com predominio de fibras colagenas mais delgadas e células dispostas de forma

mais aleatoria na matriz extracelular.

3.5 Indice Angiogénico (1A)

Em 7 dias, observou-se um aumento estatisticamente significativo do 1A no grupo
AZUL (mediana: 6,2; variacdo: 4,6 — 9,8) quando comparado ao CTR (mediana: 2,4; variagdo:
0,6 — 8,6) (p=0,01) (Fig. 3a e 3b). Nos demais tempos de avaliacdo, ndo houve diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos (p>0,05) (Fig. 4). Em 14 dias, o IA do grupo
AZUL (mediana: 4,80; variagéo: 0,6 — 7,8) foi superior ao CTR (mediana: 4,2; variagdo: 3,0 —
5,4) (p=0,83). Apds 21 dias, o IA de ambos 0s grupos assumiram valores iguais: AZUL
(mediana: 5,2; variacdo: 2,8 — 9,4) e CTR (mediana: 5,2; variagdo: 2,4 — 9,8) (p=1,00). Em 28
dias, o grupo AZUL apresentou IA inferior (mediana: 3,2; variacdo: 2,4 — 8,8) quando

comparado ao grupo CTR (mediana: 3,8; variacdo: 1,8 — 7,2) (p=0,83).

4. Discussao

A introducdo do LED na fototerapia reduziu algumas preocupacfes anteriormente
associadas aos Lasers, simplificando, por exemplo, a fotobiomodulacdo em grandes areas da
pele (KIM; CALDERHEAD, 2011) e reduzindo os custos de aquisi¢do e tratamento, j& que 0s

LEDs séo gerados em dispositivos mais baratos [21].
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Neste estudo, observou-se que o LED azul estimulou a proliferacéo de vasos sanguineos
no periodo de 7 dias. N&o foram encontrados na literatura, outros estudos que avaliaram 0s
efeitos desse LED na angiogénese durante o processo de reparo de queimaduras em pele, porém
héa relatos de que fotobiomodulacéo influencia a proliferacdo de células endoteliais [22]. Dungel
et al.[23] observaram que terapia de luz em baixa intensidade com LED de diferentes
comprimentos de onda (azul e vermelho) induz a angiogénese e melhora a cicatrizacdo de
feridas isquémicas.

Ao analisar a ferida 7 e 14 dias ap6s a queimadura, verificou-se IRF negativos em ambos
0s grupos. Isso possivelmente se deve ao edema intersticial gerado, o que aumenta as dimensoes
macroscopicas das feridas, como apontado por Catéo et al. [3]. Em 21 e 28 dias, notou-se que
as feridas regrediram, sem diferenca estatisticamente significativa entre o0s grupos,
possivelmente devido a transformacéo dos fibroblastos em miofibroblastos, aléem da reducéo
do edema e vascularizagéo.

O fenbmeno chave da contracdo da ferida é a diferenciacdo fenotipica dos fibroblastos
preexistentes, em miofibroblastos, caracterizados pela expressdo de a-actina de musculo liso
(a-SMA) que concede a essas células a propriedade de contrair-se, e consequentemente,
contrair o tecido. Geralmente ocorre a partir da segunda semana de cicatrizagcdo, onde 0s
fibroblastos se tornam as populacGes mais numerosas de células no tecido de granulagdo [24,
25].

Fekrazad et al. [17] ao estudar os efeitos do LED azul (405 nm, 1,5 J/cm?, 21 dias) na
cicatrizacdo de queimaduras de terceiro grau em ratos, também ndo encontraram diferencas
estatisticamente significativas na retragdo da ferida, entre o grupo tratado e controle.

Sousa et al. [9] avaliaram histologicamente a proliferacdo fibroblastica em feridas
cutaneas dorsais em ratos tratados diariamente com LEDs de trés comprimentos de onda
(vermelho, verde e azul) por 7 dias e observaram que o LED azul (460+20 nm, 22 mW, 10J/cm?)
ndo mostrou aumento significativo na proliferacdo de fibroblastos quando comparado com o
controle, ao contrario dos outros dois comprimentos de onda.

Estudos in vitro [26,27,28] tém apontado que o LED azul pode inibir, de uma forma
dose-dependente, a proliferacdo e velocidade de migracdo dos fibroblastos dérmicos. Porém,
mais estudos, in vitro e in vivo, sdo necessarios para um maior esclarecimento do assunto.

O estudo de Adamskaya et al. [12] investigou in vivo os efeitos do LED azul (470 nm,
1W, 50 mW/cm?) em feridas cutaneas de ratos e observou que a luz reduziu significativamente

o tamanho da ferida em 7 dias e estimulou fortemente a reepitelizag&o. Os achados no presente
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estudo sugerem que a reepitelizagdo nos animais tratados tenha sido estimulada pelo LED nos
primeiros dias, ja que a mesma, em 7 dias, iniciou-se em todas as feridas do grupo AZUL.

E importante pontuar que os resultados contrastantes sobre fototerapia encontrados na
literatura, podem ser justificados pela falta de padronizacdo dos protocolos, ja que o0s estudos
utilizam equipamentos, doses, comprimentos de onda, tempos de irradiacdo e poténcias
diferentes, o que dificulta assim, a comparacdo dos dados. Os efeitos bioldgicos sdo
dependentes dos parametros de aplicacao, especialmente do comprimento de onda da luz e dose
aplicada, destacando-se, assim, a importancia da determinacdo de um protocolo apropriado
antes de qualquer tratamento [29].

O maior consumo de racdo nos grupos tratados observado nesse estudo pode sugerir
possiveis efeitos analgésicos e anti-inflamatérios do LED, ja que todos os animais (CTR e
AZUL) foram padronizados quanto sexo, idade, peso e mantidos sob mesmas condicbes de
alojamento. Relatos semelhantes foram apontados por Catéo et al. [3] ao avaliarem os efeitos
dos Lasers e LED verde na cicatrizacdo de queimaduras de terceiro grau em pele. Estudos
demonstraram que a fototerapia pode inibir a expressdo da enzima ciclo-oxigenase 2 (COX-2),
evitando assim a liberacdo de prostaglandinas, gerando alivio aos sintomas da inflamacéo e
da dor [30, 31].

Considerando as limitagdes das técnicas histoquimicas utilizadas neste estudo, sugere-
se que pesquisas futuras sejam realizadas, a fim de avaliar com mais detalhes os efeitos
fotobiomoduladores do LED azul no processo de reparo de queimaduras de terceiro grau em

pele.

5. Conclusdo

Com base nos achados deste estudo, sugere-se que o LED azul tenha estimulado etapas
importantes da cicatrizagdo de queimaduras de terceiro grau em pele, como a reepitelizagéo e
angiogénese nos periodos iniciais, acompanhadas de possiveis efeitos analgésicos. Entretanto,
estudos futuros sdo necessarios para compreeender com maior clareza os efeitos

fotobiomoduladores desse LED no reparo dessas lesdes.
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Tabela 1 Critérios utilizados para anélise microscopica da area de reepitelizacdo das feridas

(Meireles et al., 2008)

Escores

Descricéo

0
1
2
3

Ausente
Presente, cobrindo <50% da ferida
Presente, cobrindo >50% da ferida
Presente, cobrindo 100% da ferida, com tecido
irregular
Presente, cobrindo 100% da ferida, com tecido

regular
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Tabela 2 Descricdo dos pardmetros utilizados para avaliagdo histoldgica da intensidade da
resposta inflamatéria nas éareas das feridas (Souza et al., 2013)

Escoreda  Semiquantificagdo

resposta da resposta Classificacdo da resposta inflamatoria
inflamatoria inflamatoria

0 Ausente Ausente

1 Leve

2 Moderada Cronica (predominancia de linfécitos e
histidcitos)

3 Intensa

4 Intensa Subaguda (equilibrio de neutrofilos, linfdcitos e
histiocitos)

5 Intensa Aguda (predominéancia de neutréfilos)




Tabela 3 Valores do indice de Retracio da Ferida (IRF) de ambos os grupos, em diferentes
tempos de avaliagéo.

Grupo IRF (%) Minimo - Méximo p*
CTR7 -40 -60 - -33 0,28
AZUL 7 -53 -122 - -24

CTR 14 -17 -84 - 27 0,53
AZUL 14 -36 -70 - -6

CTR 21 77 61—92 0,83
AZUL 21 81 -34 -84

CTR 28 96 83-100 0,57
AZUL 28 100 82 -100

*p<0,05 para diferencas estatisticamente significativas
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Fig. 1 Regressao clinica das feridas até 28 dias ap6s a queimadura.
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Fig. 2 Reepitelizacdo e intensidade da resposta inflamatdria nas queimaduras nos dois grupos
experimentais e em diferentes tempos de eutanésia (7, 14, 21 e 28 dias). a Distribuicdo absoluta
dos casos quanto aos escores de reepitelizacdo das feridas. b Distribuicdo absoluta dos casos

quanto a intensidade da resposta inflamatéria nas queimaduras
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Fig. 3 Avaliacdo histoldgica das feridas em diferentes periodos. a Ferida do grupo CTR em 7
dias com presenca de infiltrado inflamatorio (neutrdéfilos, linfocitos e histiocitos) e inicio de
reepitelizacdo (HE; 200x) b Grupo AZUL em 7 dias, mostrando maior nimero de vasos
sanguineos e presenca de infiltrado inflamatério (neutréfilos, linfdcitos e histidcitos) (HE,
x200). ¢ Ferida em processo de reepitelizacdo do grupo CTR, ap0s 21 dias, com presenga de
crosta seroematica, vasos sanguineos e infiltrado inflamatorio (HE; x200). d Aspecto da ferida
do AZUL, em 21 dias, com vasos sanguineos dispostos no tecido conjuntivo e infiltrado
inflamatorio de carater crénico (HE; x200) e Reepitelizacdo completa da ferida no CTR, apés

28 dias da ferida, com pequenos vasos sanguineos e pequeno numero de células inflamatorias



85

no tecido conjuntivo (HE; x200). f Auséncia de reepitelizacdo completa no AZUL, em 28 dias,
e vasos sanguineos de didmetros maiores no tecido conjuntivo (HE; x200).



Tabela 4 Comparacgdo do consumo de ragdo por animal entre 0s grupos experimentais.

Grupo Consumo de racao Minimo - Maximo p*
(gramas) /mediana

CTR7 33,24 30,36 - 33,75 0,27
AZUL 7 37,79 31,64 — 40,38

CTR 14 31,63 29,22 — 34,32 <0,01
AZUL 14 40,05 40,02 - 40,39

CTR 21 36,56 31,05 - 40,00 0,01
AZUL 21 39,99 32,60 — 40,60

CTR 28 32,51 28,03 — 35,66 <0,01
AZUL 28 40,10 40,00 — 40,60

*p<0,05 para diferencas estatisticamente significativas
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Fig. 4 Grafico box-plot do indice angiogénico nas queimaduras de terceiro grau em pele de
ambos os grupos em diferentes tempos avaliados. *** Diferenca estatisticamente significativa

entre os grupos (p<0,05).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados deste estudo, pode-se sugerir que os LEDs vermelho e o azul,
nas dosimetrias e protocolos utilizados, podem estimular em estagio inicial, atividades
importantes do processo de cicatrizacdo, como reepitelizacdo e angiogénese, acompanhadas de
possiveis efeitos analgésicos. Considerando as limitagfes das técnicas histoquimicas e analises
utilizadas, sugere-se que futuros estudos sejam desenvolvidos, a fim de avaliar com maior
minuciosidade as tendéncias reveladas nessa pesquisa e compreender melhor os efeitos
fotobiomodulares dos LEDs na cicatrizacao de queimaduras de terceiro grau em pele.

Conveém destacar que com os resultados observados neste estudo, somados a caréncia
de pesquisas sobre os efeitos de luzes ndo coerentes, principalmente do LED azul, no processo
de fotobiomodulagdo em feridas de queimadura, o presente estudo abre um campo que merece

destaque e futuras investigacdes.
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Parecer do Comité de Etica em Uso de Animais - CEUA
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ANEXO B

Normas para submissao de trabalhos para o periddico Lasers in Medical Science.

Lasers in Medical Science
Editor-in-Chief: Keyvan Nouri

Lasers in Medical Science (LIMS) has established itself as the leading international journal in
the rapidly expanding field of medical and dental applications of lasers and light. It provides a
forum for the publication of papers on the technical, experimental, and clinical aspects of the
use of medical lasers, including lasers in surgery, endoscopy, angioplasty, hyperthermia of
tumors, and photodynamic therapy. In addition to medical laser
applications, LIMS presents high-quality manuscriptson a wide range of dental topics,
including aesthetic dentistry, endodontics, orthodontics, and prosthodontics.

The journal publishes articles on the medical and dental applications of novel laser
technologies, light delivery systems, sensors to monitor laser effects, basic laser-tissue
interactions, and  the  modeling  of  laser-tissue interactions. Beyond laser
applications, LIMS features articles relating to the use of non-laser light-tissue interactions.

Instructions for Authors

Types of papers
e Original Article — limited to 4000 words, 45 references, no more than 5 figures
e Review Article — limited to 5000 words, 50 references, no more than 5 figures
e Brief Report - limited to 2000 words, 25 references, no more than 4 figures -
Case Reports will not be accepted!
e Letter to the Editor — up to 600 words

Manuscript Submission

Manuscript Submission

Submission of a manuscript implies: that the work described has not been published before;
that it is not under consideration for publication anywhere else; that its publication has been
approved by all co-authors, if any, as well as by the responsible authorities — tacitly or explicitly
— at the institute where the work has been carried out. The publisher will not be held legally
responsible should there be any claims for compensation.

Permissions

Authors wishing to include figures, tables, or text passages that have already been published
elsewhere are required to obtain permission from the copyright owner(s) for both the print and
online format and to include evidence that such permission has been granted when submitting
their papers. Any material received without such evidence will be assumed to originate from
the authors.
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Online Submission

Please follow the hyperlink “Submit online” on the right and upload all of your manuscript files
following the instructions given on the screen.

Title Page
The title page should include:

The name(s) of the author(s)

A concise and informative title

The affiliation(s) and address(es) of the author(s)

The e-mail address, and telephone number(s) of the corresponding author
e |[f available, the 16-digit ORCID of the author(s)

Abstract

Please provide a structured abstract of 150 to 250 words which should be divided into the
following sections:

Purpose (stating the main purposes and research question)
Methods

Results

Conclusions

Keywords
Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes.

Text Formatting
Manuscripts should be submitted in Word.

Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text.
Use italics for emphasis.

Use the automatic page numbering function to number the pages.
Do not use field functions.

Use tab stops or other commands for indents, not the space bar.
Use the table function, not spreadsheets, to make tables.

Use the equation editor or MathType for equations.

Save your file in docx format (Word 2007 or higher) or doc format (older Word
versions).

Manuscripts with mathematical content can also be submitted in LaTeX.
e LaTeX macro package (zip, 182 kB)

Headings
Please use no more than three levels of displayed headings.

Abbreviations
Abbreviations should be defined at first mention and used consistently thereafter.

Footnotes

Footnotes can be used to give additional information, which may include the citation of a
reference included in the reference list. They should not consist solely of a reference citation,
and they should never include the bibliographic details of a reference. They should also not
contain any figures or tables.
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Footnotes to the text are numbered consecutively; those to tables should be indicated by
superscript lower-case letters (or asterisks for significance values and other statistical data).
Footnotes to the title or the authors of the article are not given reference symbols.

Always use footnotes instead of endnotes.

Acknowledgments

Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate section on the
title page. The names of funding organizations should be written in full.

Scientific style
Generic names of drugs and pesticides are preferred; if trade names are used, the generic name
should be given at first mention.

Units and abbreviations

e Please adhere to internationally agreed standards such as those adopted by the
commission of the International Union of Pure and Applied Physics (IUPAP) or
defined by the International Organization of Standardization (1ISO). Metric Sl
units should be used throughout except where non-Sl units are more common
[e.q. litre (1) for volume].

e Abbreviations (not standardized) should be defined at first mention in the
abstract and again in the main body of the text and used consistently thereafter.

e Drugs

e When drugs are mentioned, the international (generic) name should be used. The
proprietary name, chemical composition, and manufacturer should be stated in
full in Materials and methods.

References

Citation

Reference citations in the text should be identified by numbers in square brackets. Some
examples:

1. Negotiation research spans many disciplines [3].
2. This result was later contradicted by Becker and Seligman [5].
3. This effect has been widely studied [1-3, 7].

Reference list

The list of references should only include works that are cited in the text and that have been
published or accepted for publication. Personal communications and unpublished works should
only be mentioned in the text. Do not use footnotes or endnotes as a substitute for a reference
list.

The entries in the list should be numbered consecutively.

e Journal article

Gamelin FX, Baquet G, Berthoin S, Thevenet D, Nourry C, Nottin S, Bosquet L
(2009) Effect of high intensity intermittent training on heart rate variability in
prepubescent children. Eur J Appl Physiol 105:731-738. doi: 10.1007/s00421-008-
0955-8
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Ideally, the names of all authors should be provided, but the usage of “et al” in long
author lists will also be accepted:
Smith J, Jones M Jr, Houghton L et al (1999) Future of health insurance. N Engl J
Med 965:325-329

e Atrticle by DOI
Slitka MK, Whitton JL (2000) Clinical implications of dysregulated cytokine
production. J Mol Med. doi:10.1007/s001090000086

e Book
South J, Blass B (2001) The future of modern genomics. Blackwell, London

e Book chapter
Brown B, Aaron M (2001) The politics of nature. In: Smith J (ed) The rise of modern
genomics, 3rd edn. Wiley, New York, pp 230-257

e Online document
Cartwright J (2007) Big stars have weather too. IOP Publishing PhysicsWeb.
http://physicsweb.org/articles/news/11/6/16/1. Accessed 26 June 2007

e Dissertation
Trent JW (1975) Experimental acute renal failure. Dissertation, University of
California
Always use the standard abbreviation of a journal’s name according to the ISSN List of Title
Word Abbreviations, see
e |ISSN.org LTWA
If you are unsure, please use the full journal title.

For authors using EndNote, Springer provides an output style that supports the formatting of
in-text citations and reference list.

e EndNote style (zip, 2 kB)
Authors preparing their manuscript in LaTeX can use the bibtex file spbasic.bst which is
included in Springer’s LaTeX macro package.

Electronic Figure Submission

o Supply all figures electronically.

« Indicate what graphics program was used to create the artwork.

« For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please use TIFF
format. MSOffice files are also acceptable.

« Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

« Name your figure files with "Fig" and the figure number, e.g., Figl.eps.

Line Art

o Definition: Black and white graphic with no shading.

o Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and lettering within
the figures are legible at final size.

e All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide.

e Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a
minimum resolution of 1200 dpi.

e Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

Halftone Art



« Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading, etc.

« If any magnification is used in the photographs, indicate this by using scale bars
within the figures themselves.

« Halftones should have a minimum resolution of 300 dpi.

Combination Art

« Definition: a combination of halftone and line art, e.g., halftones containing line
drawing, extensive lettering, color diagrams, etc.
o Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi.

Color Art

o Color art is free of charge for online publication.

o If black and white will be shown in the print version, make sure that the main
information will still be visible. Many colors are not distinguishable from one
another when converted to black and white. A simple way to check this is to
make a xerographic copy to see if the necessary distinctions between the
different colors are still apparent.

o If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the
captions.

o Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).

Figure Lettering

o To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).

Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually
about 2-3 mm (8-12 pt).

e Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use
8-pt type on an axis and 20-pt type for the axis label.

Avoid effects such as shading, outline letters, etc.

Do not include titles or captions within your illustrations.

Figure Numbering

o All figures are to be numbered using Arabic numerals.

o Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.

« Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.).

o If an appendix appears in your article and it contains one or more figures,
continue the consecutive numbering of the main text. Do not number the
appendix figures,

o« "Al, A2, A3, etc." Figures in online appendices (Electronic Supplementary
Material) should, however, be numbered separately.

Figure Captions

« Each figure should have a concise caption describing accurately what the figure
depicts. Include the captions in the text file of the manuscript, not in the figure
file.

o Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure
number, also in bold type.

e No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be
placed at the end of the caption.
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« Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes,
circles, etc., as coordinate points in graphs.

 ldentify previously published material by giving the original source in the form
of a reference citation at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size

o Figures should be submitted separately from the text, if possible.

o When preparing your figures, size figures to fit in the column width.

o For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174 mm
wide and not higher than 234 mm.

o For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm or 122 mm wide
and not higher than 198 mm.

Permissions

If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain permission
from the copyright owner(s) for both the print and online format. Please be aware that some
publishers do not grant electronic rights for free and that Springer will not be able to refund any
costs that may have occurred to receive these permissions. In such cases, material from other
sources should be used.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your figures,
please make sure that

« All figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-speech
software or a text-to-Braille hardware)

« Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying information
(colorblind users would then be able to distinguish the visual elements)

o Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1

Ethical Responsibilities of Authors

This journal is committed to upholding the integrity of the scientific record. As a member of
the Committee on Publication Ethics (COPE) the journal will follow the COPE guidelines on
how to deal with potential acts of misconduct.

Authors should refrain from misrepresenting research results which could damage the trust in
the journal, the professionalism of scientific authorship, and ultimately the entire scientific
endeavour. Maintaining integrity of the research and its presentation can be achieved by
following the rules of good scientific practice, which include:

e The manuscript has not been submitted to more than one journal for simultaneous
consideration.

e The manuscript has not been published previously (partly or in full), unless the
new work concerns an expansion of previous work (please provide transparency
on the re-use of material to avoid the hint of text-recycling (“self-plagiarism™)).

e A single study is not split up into several parts to increase the quantity of
submissions and submitted to various journals or to one journal over time (e.g.
“salami-publishing”).

« No data have been fabricated or manipulated (including images) to support your
conclusions

» No data, text, or theories by others are presented as if they were the author’s own
(“plagiarism™). Proper acknowledgements to other works must be given (this
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includes material that is closely copied (near verbatim), summarized and/or
paraphrased), quotation marks are used for verbatim copying of material, and
permissions are secured for material that is copyrighted.

o Important note: the journal may use software to screen for plagiarism.

« Consent to submit has been received explicitly from all co-authors, as well as

from the responsible authorities - tacitly or explicitly - at the
institute/organization where the work has been carried out, before the work is
submitted.

o Authors whose names appear on the submission have contributed sufficiently to
the scientific work and therefore share collective responsibility and
accountability for the results.

« Authors are strongly advised to ensure the correct author group, corresponding
author, and order of authors at submission. Changes of authorship or in the order
of authors are notaccepted after acceptance of a manuscript.

o Adding and/or deleting authors at revision stage may be justifiably warranted.

A letter must accompany the revised manuscript to explain the role of the added
and/or deleted author(s). Further documentation may be required to support your
request.

e Requests for addition or removal of authors as a result of authorship disputes
after acceptance are honored after formal notification by the institute or
independent body and/or when there is agreement between all authors.

o Upon request authors should be prepared to send relevant documentation or data
in order to verify the validity of the results. This could be in the form of raw data,
samples, records, etc. Sensitive information in the form of confidential
proprietary data is excluded.

e If there is a suspicion of misconduct, the journal will carry out an investigation
following the COPE guidelines. If, after investigation, the allegation seems to raise valid
concerns, the accused author will be contacted and given an opportunity to address the
issue. If misconduct has been established beyond reasonable doubt, this may result in
the Editor-in-Chief’s implementation of the following measures, including, but not
limited to:

o If the article is still under consideration, it may be rejected and returned to the
author.

o If the article has already been published online, depending on the nature and
severity of the infraction, either an erratum will be placed with the article or in
severe cases complete retraction of the article will occur. The reason must be
given in the published erratum or retraction note. Please note that retraction
means that the paper is maintained on the platform, watermarked "retracted"
and explanation for the retraction is provided in a note linked to the watermarked
article.

o The author’s institution may be informed.

Compliance with Ethical Standards

To ensure objectivity and transparency in research and to ensure that accepted principles of
ethical and professional conduct have been followed, authors should include information
regarding sources of funding, potential conflicts of interest (financial or non-financial),
informed consent if the research involved human participants, and a statement on welfare of
animals if the research involved animals.
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Authors should include the following statements (if applicable) in a separate section entitled
“Compliance with Ethical Standards” when submitting a paper:

o Disclosure of potential conflicts of interest

e Research involving Human Participants and/or Animals

e Informed consent

» Please note that standards could vary slightly per journal dependent on their peer review
policies (i.e. single or double blind peer review) as well as per journal subject discipline.
Before submitting your article check the instructions following this section carefully.

e The corresponding author should be prepared to collect documentation of compliance
with ethical standards and send if requested during peer review or after publication.

« The Editors reserve the right to reject manuscripts that do not comply with the above-
mentioned guidelines. The author will be held responsible for false statements or failure
to fulfill the above-mentioned guidelines.

Disclosure of potential conflicts of interest

Authors must disclose all relationships or interests that could have direct or potential influence
or impart bias on the work. Although an author may not feel there is any conflict, disclosure of
relationships and interests provides a more complete and transparent process, leading to an
accurate and objective assessment of the work. Awareness of a real or perceived conflicts of
interest is a perspective to which the readers are entitled. This is not meant to imply that a
financial relationship with an organization that sponsored the research or compensation
received for consultancy work is inappropriate. Examples of potential conflicts of interests that
are directly or indirectly related to the research may include but are not limited to the
following:

e Research grants from funding agencies (please give the research funder and the
grant number)
e Honoraria for speaking at symposia
« Financial support for attending symposia
« Financial support for educational programs
o Employment or consultation
e Support from a project sponsor
« Position on advisory board or board of directors or other type of management
relationships
o Multiple affiliations
« Financial relationships, for example equity ownership or investment interest
o Intellectual property rights (e.g. patents, copyrights and royalties from such
rights)
« Holdings of spouse and/or children that may have financial interest in the work
In addition, interests that go beyond financial interests and compensation (non-financial
interests) that may be important to readers should be disclosed. These may include but are not
limited to personal relationships or competing interests directly or indirectly tied to this
research, or professional interests or personal beliefs that may influence your research.
The corresponding author collects the conflict of interest disclosure forms from all authors. In
author collaborations where formal agreements for representation allow it, it is sufficient for
the corresponding author to sign the disclosure form on behalf of all authors. Examples of forms
can be found here.
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The corresponding author will include a summary statement in the text of the manuscript in a
separate section before the reference list, that reflects what is recorded in the potential conflict
of interest disclosure form(s).

See below examples of disclosures:
Funding: This study was funded by X (grant number X).

Conflict of Interest: Author A has received research grants from Company A. Author B has
received a speaker honorarium from Company X and owns stock in Company Y. Author C is a
member of committee Z.

If no conflict exists, the authors should state:

Conflict of Interest: The authors declare that they have no conflict of interest.

Research involving human participants and/or animals

Statement on the welfare of animals

The welfare of animals used for research must be respected. When reporting experiments on
animals, authors should indicate whether the international, national, and/or institutional
guidelines for the care and use of animals have been followed, and that the studies have been
approved by a research ethics committee at the institution or practice at which the studies were
conducted (where such a committee exists).

For studies with animals, the following statement should be included in the text before the
References section:

Ethical approval: “All applicable international, national, and/or institutional guidelines for the care
and use of animals were followed.”

If applicable (where such a committee exists): “All procedures performed in studies involving
animals were in accordance with the ethical standards of the institution or practice at which the
studies were conducted.”

If articles do not contain studies with human participants or animals by any of the authors,
please select one of the following statements:

“This article does not contain any studies with human participants performed by any of the
authors.”

“This article does not contain any studies with animals performed by any of the authors.”

“This article does not contain any studies with human participants or animals performed by any
of the authors.”

English Language Editing
For editors and reviewers to accurately assess the work presented in your manuscript you need
to ensure the English language is of sufficient quality to be understood. If you need help with
writing in English you should consider:
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o Asking a colleague who is a native English speaker to review your manuscript
for clarity.

« Visiting the English language tutorial which covers the common mistakes when
writing in English.

e Using a professional language editing service where editors will improve the
English to ensure that your meaning is clear and identify problems that require
your review. Two such services are provided by our affiliates Nature Research
Editing Service and American Journal Experts.

o English language tutorial

o Nature Research Editing Service

e American Journal Experts

Please note that the use of a language editing service is not a requirement for publication in this
journal and does not imply or guarantee that the article will be selected for peer review or
accepted.

If your manuscript is accepted it will be checked by our copyeditors for spelling and formal
style before publication.


http://www.springer.com/gp/authors-editors/authorandreviewertutorials/writinginenglish
http://authorservices.springernature.com/language-editing/?utm_source=springer&utm_medium=referral&utm_campaign=springerJournalPages
http://www.aje.com/?utm_source=springer&utm_medium=referral&utm_campaign=springerJournalPages
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ANEXO C

Normas para submisséo de trabalhos para o periédico Burns.

Burns (OXFORD)

Editor
S.E. Wolf, Professor, Department of Surgery, UT Southwestern Medical Center, 5323 Harry
Hines Blvd., Dallas.

Burns aims to foster the exchange of information among all engaged in preventing and treating
the effects of burns. The journal focuses on clinical, scientific and social aspects of these
injuries and covers the prevention of the injury, the epidemiology of such injuries and all aspects
of treatment including development of new techniques and technologies and verification of
existing ones. Regular features include clinical and scientific papers, state of the art reviews
and descriptions of burn-care in practice.

Types of paper:

e Original Paper

e Burn-care in practice
o Letter to the Editor

o Review Paper

o Editorial
e Personal Report
e Addendum

e Book Review
e Supplement

Ethics in publishing
Human and animal rights

All animal experiments should comply with the ARRIVE guidelines and should be carried out
in accordance with the U.K. Animals (Scientific Procedures) Act, 1986 and associated
guidelines, EU Directive 2010/63/EU for animal experiments, or the National Institutes of
Health guide for the care and use of Laboratory animals (NIH Publications No. 8023, revised
1978) and the authors should clearly indicate in the manuscript that such guidelines have been
followed.

Declaration of interest

All authors must disclose any financial and personal relationships with other people or
organizations that could inappropriately influence (bias) their work. Examples of potential
conflicts of interest include employment, consultancies, stock ownership, honoraria, paid expert
testimony, patent applications/registrations, and grants or other funding. If there are no conflicts
of interest then please state this: 'Conflicts of interest: none'.
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Authorship

All authors should have made substantial contributions to all of the following: (1) the
conception and design of the study, or acquisition of data, or analysis and interpretation of data,
(2) drafting the article or revising it critically for important intellectual content, (3) final
approval of the version to be submitted.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a mixture
of these). Authors who feel their English language manuscript may require editing to eliminate
possible grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific English may wish
to use the English Language Editing service available from Elsevier's WebShop.

Article structure

Subdivision - unnumbered sections

Divide your article into clearly defined sections. Each subsection is given a brief heading. Each
heading should appear on its own separate line. Subsections should be used as much as possible
when cross-referencing text: refer to the subsection by heading as opposed to simply 'the text'.

Introduction

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed
literature survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published should
be indicated by a reference: only relevant modifications should be described.

Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with in
the Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation section
represents a practical development from a theoretical basis.

Results

Results should be clear and concise.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined
Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion

of published literature.

Conclusions
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The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may
stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and
equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a
subsequent appendix, Eqg. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1,
etc.

Essential title page information

« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

« Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s)
of each author and check that all names are accurately spelled. Present the authors' affiliation
addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a
lower-case superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate
address. Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if
available, the e-mail address of each author.

« Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of
refereeing and publication, also post-publication. Ensure that the e-mail address is given and
that contact details are kept up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article
was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address’) may be
indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the
work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used
for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately
from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided,
but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon
abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in
the abstract itself.

Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to
the online article. The graphical abstract should summarize the contents of the article in a
concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide readership. Graphical
abstracts should be submitted as a separate file in the online submission system. Image size:
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Please provide an image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more.
The image should be readable at a size of 5 x 13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi.
Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. You can view Example Graphical
Abstracts on our information site.

Authors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure the best
presentation of their images and in accordance with all technical requirements: Illustration
Service.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that
convey the core findings of the article and should be submitted in a separate editable file in the
online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet
points (maximum 85 characters, including spaces, per bullet point). You can view example
Highlights on our information site.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling
and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, ‘and’, 'of"). Be
sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible.
These keywords will be used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first
page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at
their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations
throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references
and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List
here those individuals who provided help during the research (e.g., providing language help,
writing assistance or proof reading the article, etc.).

Formatting of funding sources

List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:
Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxx,
yyyy]; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the United

States Institutes of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and awards.
When funding is from a block grant or other resources available to a university, college, or
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other research institution, submit the name of the institute or organization that provided the
funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public,
commercial, or not-for-profit sectors.

Nomenclature and units

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units
(SI). If other quantities are mentioned, give their equivalent in SI. You are urged to consult IUB:
Biochemical Nomenclature and Related Documents for further information.

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae in
line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for small
fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers of e are
often more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that have to be
displayed separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many
word processors can build footnotes into the text, and this feature may be used. Otherwise,
please indicate the position of footnotes in the text and list the footnotes themselves separately
at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference list.

Artwork
Electronic artwork
General points

+ Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.
e Embed the wused fonts if the application provides that option.
«  Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman,
Symbol, or use fonts that look similar.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.
. Use a logical naming convention  for  your  artwork  files.
*  Provide captions to illustrations separately.
»  Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.
*  Submit each illustration as a separate file. A detailed guide on electronic artwork is
available.

Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint,
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Excel) then please supply ‘'as is' in the native document format.
Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork
is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the
resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given
below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.
TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of
1000 dpi.

TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a
minimum of 500 dpi.

Please do not:

* Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPQG); these typically
have a low number of pixels and limited set of colors;

* Supply files that are too low in resolution;

* Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF),
or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you
submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures
will appear in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not
these illustrations are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in
print, you will receive information regarding the costs from Elsevier after receipt of your
accepted article. Please indicate your preference for color: in print or online only. Further
information on the preparation of electronic artwork.

Illustration services

Elsevier's WebShop offers Illustration Services to authors preparing to submit a manuscript but
concerned about the quality of the images accompanying their article. Elsevier's expert
illustrators can produce scientific, technical and medical-style images, as well as a full range of
charts, tables and graphs. Image 'polishing' is also available, where our illustrators take your
image(s) and improve them to a professional standard. Please visit the website to find out more.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure.
A caption should comprise a brief title (noton the figure itself) and a description of the
illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and
abbreviations used.

Tables
Please submit tables as editable text and not as images. Tables must be placed on separate files

and not embedded within the article text. Number tables consecutively in accordance with their
appearance in the text and place any table notes below the table body. Be sparing in the use of
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tables and ensure that the data presented in them do not duplicate results described elsewhere
in the article. Please avoid using vertical rules.

References
Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and
personal communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in
the text. If these references are included in the reference list they should follow the standard
reference style of the journal and should include a substitution of the publication date with
either 'Unpublished results' or ‘Personal communication’. Citation of a reference as 'in press'
implies that the item has been accepted for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online links
to the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing services,
such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the references are
correct. Please note that incorrect surnames, journal/book titles, publication year and pagination
may prevent link creation. When copying references, please be careful as they may already
contain errors. Use of the DOI is encouraged.

A DOI can be used to cite and link to electronic articles where an article is in-press and full
citation details are not yet known, but the article is available online. A DOI is guaranteed never
to change, so you can use it as a permanent link to any electronic article. An example of a
citation using DOI for an article not yet in an issue is: VanDecar J.C., Russo R.M., James D.E.,
Ambeh W.B., Franke M. (2003). Aseismic continuation of the Lesser Antilles slab beneath
northeastern Venezuela. Journal of Geophysical Research,
https://doi.org/10.1029/2001JB000884. Please note the format of such citations should be in
the same style as all other references in the paper.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed.
Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication,
etc.), should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list)
under a different heading if desired, or can be included in the reference list.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing
them in your text and including a data reference in your Reference List. Data references should
include the following elements: author name(s), dataset title, data repository, version (where
available), year, and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference
so we can properly identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your
published article.

References in a special issue
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Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations
in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular
reference management software products. These include all products that support Citation Style
Language styles, such as Mendeley and Zotero, as well as EndNote. Using the word processor
plug-ins from these products, authors only need to select the appropriate journal template when
preparing their article, after which citations and bibliographies will be automatically formatted
in the journal's style. If no template is yet available for this journal, please follow the format of
the  sample references and citations as  shown in  this Guide.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking the
following link:

http://open.mendeley.com/use-citation-style/burns
When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley
plug-ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference style

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The actual
authors can be referred to, but the reference number(s) must always be given.
List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in which they
appear in the text.

Examples:
Reference to a journal publication:

[1] Van der Geer J, Hanraads JAJ, Lupton RA. The art of writing a scientific article. J Sci
Commun 2010;163:51-9.

Reference to a book:

[2] Strunk Jr W, White EB. The elements of style. 4th ed. New York: Longman; 2000.
Reference to a chapter in an edited book:

[3] Mettam GR, Adams LB. How to prepare an electronic version of your article. In: Jones BS,
Smith RZ, editors. Introduction to the electronic age, New York: E-Publishing Inc; 2009, p.
281-304.

Reference to a website:
[4] Cancer Research UK. Cancer  statistics reports for the UK,

http://www.cancerresearchuk.org/aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/; 2003 [accessed
13.03.03].
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Reference to a dataset: [dataset] [5] Oguro M, Imahiro S, Saito S, Nakashizuka T. Mortality
data for Japanese oak wilt disease and surrounding forest compositions, Mendeley Data, v1;
2015.https://doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.

Note shortened form for last page number. e.g., 51-9, and that for more than 6 authors the first
6 should be listed followed by ‘et al." For further details you are referred to 'Uniform
Requirements for Manuscripts submitted to Biomedical Journals' (J Am Med Assoc
1997;277:927-34) (see also Samples of Formatted References).

Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations.
Supplementary material

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published with
your article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as they are
received (Excel or PowerPoint files will appear as such online). Please submit your material
together with the article and supply a concise, descriptive caption for each supplementary file.
If you wish to make changes to supplementary material during any stage of the process, please
make sure to provide an updated file. Do not annotate any corrections on a previous version.
Please switch off the "Track Changes' option in Microsoft Office files as these will appear in
the published version.

Additional informations

Please submit your original manuscript and figures online, together with a covering letter which
should be signed by the corresponding author on behalf of all authors, including:

« A statement that all authors have have made substantial contributions. All contributors
who do not meet the criteria for authorship as defined above should be listed in an
acknowledgements section. Authors should disclose whether they had any writing
assistance and identify the entity that paid for this assistance.

o A statement that the manuscript, including related data, figures and tables has not been
previously published and that the manuscript is not under consideration elsewhere.

e The names and contact addresses (including e-mail) of 3 potential reviewers that have
not been involved in the design, performance and discussion of the data and are not a
co-worker. You may also mention persons who you would prefer not to review your

paper.

Each of the following sections should begin on a new page: title page; abstract; text;
acknowledgements; references; tables; legends for illustrations. The title page should give the
following information: title of the article; names, initials and appointment held by each author;
name of the department or institution to which the work should be attributed and name and
address of the author responsible for correspondence. The second page should carry an abstract
of not more than 200 words. It should embody the purpose of the study or investigation, basic
procedures (study material, observational and analytical methods), main findings (with specific
data and their statistical significance) and the principal conclusions.



