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RESUMO

As feridas cutaneas s@o consideradas um problema de saude publica por sua alta prevaléncia na
populagéo. Dentre as novas terapias estudadas que visam a aceleracdo e otimizacgao do processo
de cicatrizacdo dessas injurias, tem-se a terapia com a luz laser de baixa intensidade em
diferentes comprimentos de onda. O objetivo deste estudo foi avaliar a reparacédo tecidual de
feridas cicatrizadas por segunda intencdo em dorso de ratos atraves de parametros clinicos e
histopatoldgicos. Esta pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB) de Campina Grande-PB. Foram
utilizados 60 ratos albinos machos da linhagem Wistar, anestesiados e submetidos a uma ferida
cutanea excisional na regido dorsal com 0,6mm de didmetro e divididos por randomizacgéo
simples em 4 grupos experimentais: Grupo Controle (tratamento simulado com aparelho
desligado) (n=15); Vermelho (A=660 nm, 100 mW, 1 J por ponto, 10 segundos) (n=15);
Infravermelho (A=808 nm, 100 mW, 1 J por ponto, 10 segundos) (n=15); Combinado:
Vermelho e Infravermelho (A=660 nm, 100 mW, 0,5 J + A=808 nm, 100 mW, 0,5 J) (n=15),
irradiados simultaneamente, com subgrupos de 5 animais para cada tempo de eutanasia (03, 07,
14 dias ap0s a lesdo). As terapias foram realizadas imediatamente ap6s a inducdo das lesbes e
se repetiram a cada 48h, com excec¢do dos dias de eutanasia. Apds eutanasia dos animais nos
tempos preestabelecidos, realizou-se a avaliacdo do Indice de Retracdo da Ferida (IRF),
remocao do espécime e os cortes foram submetidos a coloracdo em Hematoxilina-Eosina (HE)
e Azul de Toluidina (AT). No periodo de 14 dias ocorreram maiores retracdes das feridas,
quando comparado aos demais periodos estudados com significancia estatistica entre os grupos
CTRL e COMB (p=0,09); CTRL e VERM (p=0,09); INFRA e CTRL (p=0,09); INFRA e
VERM (p=0,09). Além disto, a quantidade de células inflamatdrias diminuiu ao final do periodo
avaliado principalmente nos grupos COMB e INFRA. O nimero de mastdcitos foi variado e
em 14 dias os resultados estatisticamente significaticos foram analisados nos grupos INFRA e
CTRL em MCT3 (p=0,11) e, INFRA x VERM também em MCT3 (p=0,12). O grau de
reepitelizacdo dos grupos tratados foi completo também aos 14 dias. Destaca-se que com 0s
resultados observados neste estudo, somados a caréncia de pesquisas que utilizam esses

parametros, a presente pesquisa abre um campo que merece destaque e futuras investigacoes.

Palavras-chave: laser; feridas; cicatrizacéo; ratos.



ABSTRACT

Skin sores are considered a public health concern due to their high occurrence rate among the
population. Low-level laser therapy (LLLT) with different wavelengths is one of the novel
therapies that focus on speeding up and optimising these injuries’ healing process. The goal of
this study is to evaluate the tissue reparation from secondary intention wound healing in rats
through clinic and histopathologic parameters. This research was sent to and approved by the
Ethical Animal Use Commision (CEUA) of the State University of Paraiba (UEPB) in Campina
Grande-PB. In this study, 60 male albino rats of the Wistar lineage were used. Each of these
animals weighed approximately 250g and was 10 weeks old. The animals were anaesthetised
and subjected to an excisional skin wound in the dorsal region measuring 0.6mm in diameter
and four experimental groups were formed through simple randomization. The groups were:
the Control Group (simulated treatment with a turned-off device), the Red Group (A=660 nm,
100 mW, 1J per stitch, 10 second) (n=15); the Infrared Group (A=808 nm, 100 mW, 1J per
stitch, 10 seconds) (n=15); the Combined Group: Red and Infrared (A=660 nm, 100 mW, 1J +
A=808 nm, 100 mW, 1J) (n=15): irradiated simultaneously, with subgroups of 5 animals for
each eutanasia period (03, 07, and 14 days after the wound). The therapy sessions occurred
immediately after the wounds were introduced and were repeated every 48 hours, except on the
day the animal was euthanized. After the animals were euthanized, in their respective
predefined days, the Wound Contraction Index (WCI) was evaluated, the specimen was
removed, and its tissue cuttings were submitted to hematoxylin-eosin (HE) and toluidine blue
(TBO) staining. The largest wound retractions occurred in the 14-day period, compared to the
other periods analysed. Moreover, the amount of inflammatory cells decreased at the end of the
period evaluated, the number of mastocytes varied, and the re-epithelialization process in the

groups was also completed at the 14-day mark.

Keywords: laser; wound; rats; repair.
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1 CONSIDERACOES INICIAIS

As feridas podem ser definidas como lesdes traumaticas localizadas em tecidos do corpo
e e na pele sendo causadas principalmente por fatores como fricgéo, calor, radiacdo, contato de
produtos quimicos e eletricidade. Como exemplos de feridas, pode-se citar as queimaduras,
lesGes por pressao e feridas cirargicas que muitas vezes podem culminar em necroses teciduais,
aumento no nivel de sintomatologia dolorosa e incapacidade (KYAW et al., 2018; REZAIE et
al., 2019).

Uma vez que a lesdo é formada, a pele possui dois mecanismos a fim de reparacédo
tissular, que séo a regeneracao e a cicatrizacdo. A regeneracao é caracterizada pela substituicdo
de tecido lesionado através de um processo inflamatério agudo que aproxima as bordas
epiteliais em direcdo a regido central da ferida, ocluindo rapidamente sua superficie,
permanecendo integra a camada basal do epitélio (WOESSNER et al., 2019).

A cicatrizacdo pode ser classificada em dois tipos basicos: por primeira intencéo,
guando ha uma pequena perda de tecido, ndo havendo impedimento para que as bordas teciduais
sejam aproximadas mecanicamente; e por segunda intencao, existindo uma consideravel perda
tecidual, impossibilitando que as bordas da lesdo sejam aproximadas mecanicamente
(MORTAZAV!I et al., 2016).

Uma cascata de processos € necessaria para que haja a cicatrizacdo dessas feridas, sendo
esta, coordenada por eventos celulares e moleculares que se interrelacionam para efetiva
reconstituicdo tecidual. Esses processos se desenvolvem ao longo de trés periodos sobrepostos:
a fase inflamatoria, a fase proliferativa e a de maturagdo. Diversos fatores podem contribuir
para que esses fatos ocorram de forma insatisfatoria, ou até mesmo, ndo ocorram, como a
presenca de doencas sistémicas, doencas cronicas, desnutri¢cdo, idade, insuficiéncia renal e
diabetes mellitus (SHI et al., 2020).

Alguns métodos como farmacos, materiais e terapias de reparo séo estudados a fim de
melhorias nos quadros da reparagéo tecidual em seres vivos. A terapia de fotobiomodulacéo
com laser de baixa intensidade (LBI) é utilizada como relevante recurso para aliviar a
sintomatologia dolorosa, devido seus efeitos anti-inflamatorios, e também, empregada para
acelerar o processo de cicatrizacdo em casos de lesdo muscular, Glceras e queimaduras (LIMA
et al., 2016; MEDEIROS et al., 2016).

Nesse sentido, estudos in vivo voltados a utilizagdo da fotobiomodulagdo com o laser de

baixa poténcia na cicatrizacdo de feridas se intensificam e tém demonstrado resultados
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importantes na neoangiogénese, estimulo da sintese e deposi¢do de colageno, aumento da
quantidade de fibroblastos e contracéo da ferida (CATAO et al., 2015; SUZUKI et al., 2016;
EISSA et al., 2017; SOLEIMANI et al., 2018; AMADIO et al., 2020; AMINI et al., 2021).

1.1 CICATRIZACAO POR SEGUNDA INTENCAO

A cicatrizacdo de feridas é a fase de reparo desencadeada em praticamente todos 0s
tecidos pds lesdo, sendo caracterizada por uma dinamicidade de processos bioquimicos e
bioldgicos incluindo mediadores soluveis, fatores de coagulacdo, células imunes, células de
tecido conjuntivo e componentes da matriz extracelular (GINESTAL et al., 2019).

A lesdo vascular desencadeia a angiogénese principalmente ap6s os dois primeiros dias,
a fim da formacdo de novos capilares, 0 ambiente metabdlico da ferida induz a liberagédo
dindmica de familias de fatores de crescimento como o fator de necrose tumoral (TNF), fator
de crescimento transformante (TGF), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de
crescimento de fibroblastos (FGF) e fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)
(BARDAA et al., 2016; SORG, 2012; FREKRAZAD et al., 2017).

A angiogénese desempenha um papel significativo na patogénese da cicatrizacdo de
feridas em decorréncia dos seus efeitos micro e macrovasculares, evidenciando uma diminui¢éo
da vascularizacdo e da densidade capilar. Mudancas e interferéncias nesse processo podem
ocasionar defeitos de cicatrizacdo de feridas ou transformacdes em Ulceras crénicas,
tipicamente observadas na insuficiéncia venosa e na doenca arteriosclerética (CAMPOS et al.,
2020; YADAV; GUPTA, 2017).

Facilitando o processo de entendimento do mecanismo da cicatrizacdo sdo utilizadas
diferentes classificagdes em relacdo as fases, denominadas: fase inflamatdria, fase de
proliferacdo ou de granulacdo e fase de remodelacdo ou de maturacdo. Incluindo uma etapa
precoce, caracterizada por fendbmenos vasculares, hemostase, coagulacdo e mecanismos
predominantemente celulares (FREKRAZAD et al., 2017).

O endotélio lesado, assim como as plaquetas, estimulam a cascata de coagulacgéo,
liberando fatores de crescimento, como o fator de transformacdo do crescimento (TGF-p),
prostaglandinas e tromboxanos que atraem neutréfilos a regido (SILVA et al., 2016). Possuindo
funcGes antimicrobianas, os neutrofilos liberam proteases na eliminacéo de tecido necrotico, e
citocinas pro-inflamatdrias, como a interleucina-1 (IL-1) (CAMPOS; BROGES-BRANCO;
GROTH, 2007; CHEON et al., 2012).

A segunda fase, denominada proliferativa, é responsavel pela cobertura da superficie da
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ferida, formacéo do tecido de granulacéo e restauracdo da rede vascular. Nessa etapa se observa
0 inicio da reepitelizacdo pela migracdo de ceratindcitos, proliferacdo de fibroblastos,
angiogénese, producéo de colageno, glicosaminoglicanos, proteoglicanos, fibronectina, elastina
e outras proteinas da matriz extracelular (MEC) e inicio do fendmeno de contracdo realizado
pelos miofibroblastos. Tais fatores modulam a proliferagéo de células endoteliais, contribuindo
para a proliferacdo de fibroblastos (ROCHA et al., 2012; SOUSA et al., 2013; DARBY et al.,
2014).

A Ultima fase da cicatrizagdo é a de maturacdo ou remodelacdo na qual se constata
maturacgdo das fibras colagenas e redugdo da quantidade de capilares, por agregacdo em vasos
sanguineos maiores. A densidade celular e a atividade metabdlica do tecido também sao
reduzidas. Portanto, nessa fase, o tecido cicatricial inicial, caracterizado por fibras coldgenas
delicadas e desorganizadas, é substituido por uma matriz que se assemelha a derme (OLCZYK;
MENCNER; KOMOSINSKA-VASSEYV, 2014).

A fase final da cicatrizacdo é caracterizada pela remodelacédo tecidual e continua por 6
a 24 meses apos a lesdo inicial. Esse processo envolve a regressdo vascular e remodelagédo do
tecido de granulacdo, além da formacdo de novos componentes da MEC, como colageno,
elastina e fribronectina, promovidos em parte por PDGF (REINKE; SORG, 2012; PAKYARI
etal., 2013).

Havendo perdas mais extensas de células e de tecido, o reparo torna-se mais complexo
envolvendo tanto a regeneracdo quanto a cicatrizagdo, conceituando-se assim, a
cura/cicatrizacdo por segunda intencdo. Sendo caracterizada quando a reacdo inflamatdria é
mais intensa com acimulo de matriz extraceular (MEC), abundéancia de tecido de granulacao,
formacdo de cicatriz e mediacdo da contracdo da ferida por miofibroblastos (ROBBINS &
Cotran, 2010)

As maiores diferencas entre a cura de uma ferida por primeira e por segunda intencao
sdo as maiores proporcdes que a cicatrizacdo por segunda intencdo apresenta. A inflamagéo é
demasiadamente mais intensa, envolvendo maior volume de tecido de granulagéo resultando
em aumento na massa de tecido cicatricial e envolvimento da contracdo da ferida (SARANDY
etal., 2018).

A inducédo do reparo cicatricial em feridas com perda de tecido caracteriza esse tipo
particular de fenbmeno. A reagdo inflamatoria representa o evento mais precoce a ocorrer apds
a lesdo tecidual, cuja principal funcdo é eliminar eventuais microrganismos e proporcionar a
limpeza da ferida. Posteriormente, eventos biologicos, como a formagdo de novos vasos

sanguineos capilares associados a deposicdo progressiva e remodelacdo das fibras colagenas,
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culminar&o em um reparo cicatricial completo da area lesada (SIMOES et al., 2021).

Feridas crénicas e cicatrizes hipertroficas sao as principais complica¢fes no reparo, que
é considerado cronico quando ocorre lentamente em um periodo superior a 12 semanas com
desorganizacao temporal e espacial de uma ou mais fases da cicatrizacdo normal. Uma série de
fatores fisiopatologicos podem causar a falha na cicatrizacdo normal de feridas, entre eles
inflamacéo, infeccdo, desnutri¢do, idade, insuficiéncia renal e diabetes mellitus (HASHEMI,
MADANI, ABEDIANKENARI, 2015).

Alternativas e estudos tém sido relatados a fim melhorar os quadros de cicatrizagéo por
segunda intengéo, que rotineiramente sdo mais dispendiosos noa tempos de cura. Santos et al.,
(2019) estudaram o uso do extrato de Stryphnodendron adstringens (barbatimé&o) de uso tépico
a fim da melhoria dessas feridas em ratos machos higidos, acarretando em resultados
estatiscamente significativos devido a supresséo da inflamacéo.

Simdes et al. (2019) analisaram comparativamente os efeitos do mel, éleo-eosina de
copabaiba e um produto comercial (fibrinolisina, desoxirribonuclease e cloranfenicol) com um
grupo de 40 ratos machos que foram submetidos a feridas na regido central do dorso. Foi
constatada que o uso topico de mel e 6leo-resina de copaiba aumenta a contracao da ferida, a
presenca de colageno tipo | e acelera a cicatrizagéo.

O uso da fotobiomodulacédo também vem sendo estudado como possivel fator facilitador
dessas cicatrizacOes. Oyebode et al., (2021) realizaram uma revisdo sobre o uso do laser
vermelho e infra vermelho nesse tipo de ferida cutanea. Os resultados obtidos nos 51 estudos
avaliados demonstraram os efeitos potencializadores do laser na cicatrizacdo dessas feridas,

ativando respostas bioldgicas eficazes e atividades de sinalizacéo celular.

1.2 LASER

Em busca de melhorias nos processos de cicatrizacdo, terapias sdo estudadas a fim de
se encontrar resultados favoraveis e que possibilitem mudancas na qualidade de vida. Dentre
0s métodos terapéuticos estudados, estdo os tratamentos topicos com agentes fitoterapicos
(AKHOONDINASAB et al., 2015), utilizacdo de biomateriais (BANO et al., 2017), terapia
fotodinamica (TFD) (CATAO et al., 2015) e o uso de Laser (Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation) ou LED (Light Emitting Diode) (CATAO et al., 2015; TRAJANO et
al., 2015; MEDEIROS et al., 2017).

A fotobiomodulagdo, anteriormente denominada "Terapia com Luz de Baixa

Intensidade”, uma das categorias da fototerapia, envolve a aplicagcdo de uma fonte de luz de
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baixa poténcia ndo térmica e ndo ablativa predominantemente o Laser ou LED, para estimular
ou inibir diretamente processos celulares e biologicos. Os efeitos terapéuticos dependem tanto
das caracteristicas opticas de cada tecido quanto das propriedades fotofisicas da luz, que
incluem parédmetros de irradiacdo, como comprimento de onda, poténcia, irradiancia, tempo de
exposicédo e frequéncia de pulso (AVCI et al., 2013; FREITAS; HAMBLIN, 2016; HADIS et
al., 2017; YADAV; GUPTA, 2017).

Atualmente observa-se uma gama exponencial do nimero de pesquisas voltadas para o
conhecimento e melhoras no processo de reparo tecidual, se destacando dentre elas as pesquisas
utilizando fotobiomodulacéo e seus efeitos terapéuticos sobre diferentes eventos bioldgicos
como a cicatrizacdo, que pode ser mais eficaz e mais rapida quando tratada com laser, e
possivelmente associado a outras terapéuticas (KUFFLER, 2016).

As irradiagOes (LBI) séo realizadas por meios ativos de diodo nos comprimentos de
onda vermelho e infravermelho. Os comprimentos de onda menores atingem uma camada de
tecido mais superficial, assim como, os maiores atingem regides mais profundas (ORYAN et
al., 2017; LIMA et al., 2016). A fotobiomodulacdo € amplamente utilizada na cicatrizacao de
feridas orais e cutaneas, em lesdes musculares e nervosas, na reducdo da inflamacéo e da dor,
e na restauracao da funcdo do tratamento de vérias condicGes patoldgicas (YADAV; GUPTA,
2017).

A avaliacdo da qualidade da cicatrizacdo do tecido irradiado, geralmente é realizada por
meio de alguns parametros como a analise histomorfométrica (CALISTO et al., 2015), escala
analdgica visual (CAPON et al., 2010), analise macro e microscopica (SILVA et al., 2013),
imunoistoquimica (COLOMBO et al., 2013) e por meio de testes de resisténcia a tracdo
(TEIXEIRA et al., 2015). Os resultados desses métodos demonstram que o laser de baixa
intensidade apresenta aspectos macro e microscopicos qualitativos e quantitativos que indicam
a melhora do processo inflamatério e maior nimero de fibras colagenas (CALISTO et al.,
2015), cicatrizacdo mais rapida com melhor aposicao tecidual (TABAKOGLU et al., 2010)
sem comprometer a resisténcia tecidual a tragdo (TEIXEIRA et al., 2015)

Beneficios como a estimulagdo ou inibicdo de atividade bioldgicas, fisioldgicas e
proliferativas estdo associadas a laserterapia e consequentemente a biomodulacdo por ela
proporcionada. Os efeitos sdo dependentes dos pardmetros selecionados no aparelho como a
poténcia, dose e tempo de emissao, existindo um limite de exposicdo que determina o alcance
de efeitos benéficos ou ndo. Altas energias acima de limites especificos para diferentes tipos de
tecidos podem ser prejudiciais (CHUNG et al., 2012).

Corroborando com os achados de Tsuka, et al (2019), a laserterapia aumenta os niveis
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de ATP celular, expandindo a disponibilidade de elétrons para a reducao do oxigénio molecular
no centro catalitico da Citocromo ¢ Oxidase e suprimindo algumas citocinas inflamatdrias tais
como TNF-a, IL-1pB, IL-6 e IL-8. Sousa et al. (2011) observaram também que o laser vermelho
(A 630nm £10nm) é capaz de inibir a expressdo do TGF-f causando maior retracdo da ferida
nos estagios iniciais do processo de cicatrizacéo.

Em estudo conduzido por de Loura Santana, et al (2015), a laserterapia apresentou-se
mais eficaz quando aplicada no periodo pos-operatorio por uma melhor organizagdo do
colageno e também aumentando o nimero de miofibroblastos. Apesar de apresentar resultados
similares para dose unica de 4 J/cm2 e em aplica¢es fracionadas de 1 J/cm2 , foi claro que a
aplicacdo no periodo inflamatorio foi um fator importante para o aprimoramento do processo
de reparo tecidual.

Farias, L.G; Catdo, M.H.C (2022) revisaram através de pesquisa bibliografica, estudos
publicados que avaliaram a efetividade da fotobiomodulacdo no reparo tecidual de feridas
cutaneas em ratos. Todas as pesquisas, obtiveram algum resultado estatisticamente positivo,
havendo melhora na cicatrizacdo (SUZUKI et al., 2016; ASGHARI et al., 2017), reepitelizacéo
(MEDEIROS et al., 2017) e maturacéo de colageno (CATAO et al., 2015).

O prematuro tratamento das feridas cirurgicas por meio da aplicacdo do laser de baixa
intensidade pode ser considerado uma estratégia relevante na terapéutica da modulacdo da
resposta inflamatéria e aceleracdo da cicatrizacdo. Prevencdo de infeccdo, diminuicdo de
complicacdes e tempo de hospitalizacdo, reducdo de incidéncia de readmissdes hospitalares, e
consequentemente, reducdo significativa dos gastos em servicos de atencdo a saude também
podem ser constatados (MOKOENA et al., 2020).

Entretanto, existe uma falta na padronizagdo em relacdo aos regimes de dosimetria e
entrega de luz, assim como em relacdo as informacGes referentes aos parametros a serem
utilizados e adaptados as diferentes espécies e tipos de lesbes em tecidos, limitando a
compreensdo dos mecanismos de acdo celulares, bem como, o uso desta modalidade de
tratamento.

Dessa forma, esse estudo objetivou avaliar o efeito da terapia da fotobiomodulagdo em
diferentes protocolos de irradiagdo com laser de baixa intensidade no reparo tecidual de
excisdes realizadas em dorso de ratos, por meio de parametros clinicos e histopatologicos,
analisando-se o efeito dessa combinagdo no tecido a fim de uma assertividade quanto ao
protocolo a ser utilizado em clinica, buscando uma melhoria dos resultados e impacto positivo

para suas aplicacoes.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da fotobiomodulacéo atraves de diferentes protocolos de irradiacdo na
regeneracdo de feridas cutaneas por segunda intencdo através de parametros clinicos e

histopatol6gicos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Avaliar clinicamente o grau de retragdo das feridas;
. Analisar os aspectos macroscopicos das lesdes;
. Determinar os indices percentuais de reepitelizacdo nos grupos;

. Quantificar o nimero de neutréfilos, linfcitos e mastdcitos nas areas das feridas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CARACTERIZACAO DO ESTUDO

Este estudo tratou-se de uma pesquisa experimental pré-clinica explicativa e in vivo

com abordagem analitica quantitativa.

3.2 CONSIDERACOES ETICAS

Esta pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Estadual da Paraiba, situada na cidade de Campina Grande, PB, e seguiu 0s
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 Experimentacdo Animal —

CONCEA, com protocolo de aprovacao numero 003/2020.

3.3 AMOSTRA

Foram utilizados 60 ratos machos da espécie Rattus norvegicus, linhagem Wistar, com
10 semanas de vida e peso entre 200-250 gramas provenientes do Biotério da Universidade
Estadual da Paraiba em Campina Grande/PB. Foram alojados em gaiolas de 1500 cm? do tipo
microisoladoras com grade, tampa e sistema de valvulas para insuflamento e exaustdo de ar,
alojados nestes compartimentos somente trés (03) individuos, em funcdo do peso ou da idade,
a forragdo das mesmas foi realizada com maravalhas de Pinus esterilizada por radiagdo gama.
A racdo e agua foram filtradas e autoclavadas, a temperatura do Biotério foi de 23+ 1°C e

umidade relativa de 40 a 60% sob iluminacdo controlada (12 horas de ciclo claro/escuro).

3.4 VARIAVEIS

As variaveis dependentes e independentes, analisadas neste estudo, estdo listadas nos

Quadros 1 e 2, respectivamente.



Quadro 1. Variaveis dependentes do estudo.
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VARIAVEL

DESCRICAO

NATUREZA

CATEGORIZACAO

indice de Retragéo
da Ferida (IRF)

Area de retraco da ferida.
Percentual de retracdo da area
da ferida.

Quantitativa

Cicatrizacdo completa

Superficie a ser
reepitelizada

Percentual da superficie da
ferida ser reepitelizada.

Semi Quantitativa

0= auséncia;
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

Meédia de células inflamatodrias
(neutrdfilos e linfocitos) em

Mastécitos Tipo 2
Mastécitos Tipo 3

Infiltrado . I
. dez campos (x1000) na regido Quantitativa -
Inflamatdério . . .
da ferida avaliada atraves da
analise morfoldgica.
Identificacdo dos trés tipos de
mastocitos:
Mastdcitos Mastécitos Tipo 1 Quantitativa -

Fonte: Autor.

Quadro 2. Variaveis independentes do estudo.

VARIAVEL DESCRICAO NATUREZA CATEGORIZACAO
. Controle
~ Intervencdes que foram —— . Vermelho
Intervencao utilizadas no estudo Qualitativa . Infravermelho
. Combinado
Tempo em que 0s animais - 3 dias
Tempo de eutanésia P q R L . Qualitativa . 7 dias
foram submetidos a eutanasia. 14 dias

Fonte: Autor.

3.5 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO DA AMOSTRA

Os animais selecionados para o estudo encontravam-se em bom estado de salude, com

peso aproximado de 200-250g e 10 semanas de idade. Foram excluidos do estudo aqueles

animais que nao apresentaram caracteristicas saudaveis e/ou aspectos psicologicos alterados.
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3.6 METODO EXPERIMENTAL

Para controle do peso, foi utilizada uma balanca de precisdo Traveler (Toledo, S&o
Bernardo do Campo, SP, BR). Os animais foram anestesiados previamente ao ato cirargico com
aplicacdo intraperitoneal de solucdo de 100mg/kg de ketamina 10% (Cetamin®, Syntec,
Santana de Parnaiba, SP, BR) e 5 mg/kg de Xilazyna 10% (Dopaser® , Hertape, Juatuba, MG,
BR). Apos atingir o plano anestésico profundo dos animais, foi realizada a tricotomia do dorso,
através do uso de lamina de barbear adaptada em porta agulha cirdrgico, associado a agua com

digluconato de clorexina a 0,5% (Rioehx® 0,5%, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto, SP, BR).

Figura 1. Aspecto final ap6s tricotomia no dorso do animal.

Fonte: Autor.

3.6.1 Confeccdo das excisdes cirurgicas

Anteriormente a confeccdo da ferida, foi realizada a antissepsia topica no dorso dos
animais utilizando gaze estéril embebida em digluconato de clorexina 2% (Solucdo de de
Clorexina 2%, Maquira® Industria de produtos odontoldgicos, LTDA, Maringa, PR, BR). Foi
feita no dorso do animal uma ferida cirdrgica com um punch de 6 mm de didmetro. Todo o
procedimento cirdrgico foi realizado por uma Unica operadora calibrada. Apds a inducdo da
ferida foi realizada uma pressdo com gaze estéril e soro fisioldgico durante dois minutos, a fim

de evitar sangramento.
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Figura 2. Aspecto da ferida realizada com o auxilio de punch metalico.

Fonte: Autor.

3.7 TIPO DE TRATAMENTO EMPREGADO NOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os 60 animais foram divididos em quatro grupos experimentais (n=15) (Quadro 4).
Todos os animais foram anestesiados e tricotomizados na regido do dorso no dia 1° do
experimento. A ferida cirurgica foi realizada com um punch de 6mm de didmetro no terco
médio do dorso do animal. Apds a excisao, os animais foram divididos de maneira aleatoria e
de acordo com o protocolo de irradiagdo: Grupo CTRL (Controle): simulacdo de tratamento
com aparelho desligado; Grupo VERM (Laser Vermelho): de forma pontual, em quatro pontos
equidistantes ao redor da ferida e um ponto central (A=660 nm = 10 nm, 100 mW, 50s); Grupo
INFRA (Laser Infravermelho): de forma pontual, em quatro pontos equidistantes ao redor da
ferida e um ponto central (A=808nm £ 10 nm, 100 mW; 50s); Grupo COMB (Laser Vermelho
e Laser Infravermelho aplicados simultaneamente): de forma pontual, em quatro pontos
equidistantes ao redor da ferida e um ponto central (A=660 nm = 10 nm + A= 808 nm + 10 nm;
100 mW; 50s) (Quadro 4).

A sessdo de fototerapia imediata nos pos-operatérios cirdrgicos foi realizada a cada
48h, com excecdo do dia da eutandsia. Os tempos de eutanasia serdo de 3, 7, 14 dias apds a
excisdo, com subgrupos de 5 ratos para cada tempo.
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Quadro 3. Grupos experimentais do estudo.

CTRL Simulagdo de tratamento com 15 3, 7614 5
aparelho desligado
VERM Irradiacdo com laser vermelho 15 3,7¢el4 5
INFRA Irradiagdo com laser infravermelho 15 3,7el4 5
COMB Irradlagao_com o laser vermelho e 15 3,7e14 5
infravermelho

Fonte: Autor.

Quadro 4. Caracteristicas dos tratamentos realizados na pesquisa.

Controle (n=15) Tratamento simulado com o aparelho desligado.

IrradiacBes a cada 48 horas (exceto nos dias de eutanasia), de forma pontual, em quatro
pontos equidistantes ao redor da ferida e um ponto central) (660 nm, 100 mW; 115, 2 J cm?
por sessdo durante 50 segundos)

Laser Vermelho
(n=15)

IrradiacBes a cada 48 horas (exceto nos dias de eutanasia), de forma pontual, em quatro
pontos equidistantes ao redor da ferida e um ponto central) (808nm, 100 mW, 115, 2 J cm?
por sessdo durante 50 segundos)

Laser Infravermelho
(n=15)

Laser Vermelho +
Infravermelho
simultaneamente
(n=15)
Fonte: Autor.

IrradiacGes a cada 48 horas (exceto nos dias de eutanasia), de forma pontual, em quatro
pontos equidistantes ao redor da ferida e um ponto central) (660 nm + 808nm; 100 mW;
115, 2 J cm? por sessédo durante 50 segundos)

Figura 3. Aplicagéo do laser no dorso do animal.

Fonte: Autor.
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3.8 CARACTERISTICAS DO APARELHO LASER

Foi utilizado como fonte de luz para esse estudo o laser de baixa poténcia Therapy EC®
(DMC Importagdo e Exportacdo de Equipamentos Ltda, Sdo Carlos — SP, Brasil) com os
seguintes parametros adotados: Diametro da fibra: 600 um; Meio ativo InGaAlIP, saida de 100
mW, Comprimento de onda laser vermelho: 660 nm £ 10 nm; Meio ativo AsGaAl, saida de 100
mW, Comprimento de onda laser infravermelho: 808 nm + 10 nm. As informagdes técnicas do

equipamento estéo contidas no Quadro 5.

Quadro 5. Informagdes técnicas dos equipamentos utilizados para a fotobiomodulacao.

®
PARAMETROS DME Therapy EC
(Laser vermelho e infravermelho)
Poténcia util 100 mW + 10%
Comprimento de onda InGaAl 660 + 10 nm | AsGaAl 808 £10nm
Tempo de irradiagio/ponto 10s

Dose/ponto 1 J/cm?
Modo de emissdo Continuo
Diametro do feixe 0,0984 cm?

Fonte: Autor.

3.9 EUTANASIA DOS ANIMAIS

Apds o periodo experimental de cada subgrupo, 0s animais seguiram para eutanasia,
através da injecdo de Ketamina 10% na dose de 300mg.kg™ + adrenorreceptores alfa-2 e
Xilazina 2% na dose de 30mg. kg™ por via intraperitoneal. A morte foi constatada por dois
avaliadores previamente calibrados por meio da auséncia de movimentos respiratorios, auséncia
de batimentos cardiacos, mucosas palidas e perda de reflexo corneal. Realizada a eutanésia, foi
realizada a remocdo dos espécimes para analises histopatoldgicas e os animais foram recolhidos

por uma empresa especializada e encaminhados para incineracao.

3.10 AVALIACOES MACROSCOPICAS

Para a avaliacio do Indice de Retracio da Ferida (IRF) foi utilizada a metodologia de
Fernandes Neto et al. (2019), As imagens foram analisadas no programa gratuito Image J verséo
1.50i (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA). Depois de transferir a fotografia

para 0 programa, realizou-se a mensuracdo da distancia de 1cm na régua, para a escolha da
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escala em centimetros, por meio da ferramenta Straight line selection e a opgdo Set scale na
guia Analyze. Logo ap6s, a ferida foi detalhadamente contornada por uma Unica avaliadora e
de forma cega, atraves da ferramenta Freehand selections. Feito isso, o programa calculou a
area de interesse, por meio da ferramenta Measure, na guia Analyze. O IRF foi calculado pela
férmula matematica:

area inicial — area do dia da eutanasia

IRF(%) = . — x 100
area inicial

Foi estabelecida a média por grupo de tratamento e os dados obtidos, anotados em ficha

apropriada para esta avaliacdo (APENDICE B).

Figura 4. (A) Mensuracdo da area exata da ferida através do programa Image J versdo 1.50i.
(B) Apresentacdo das medidas em triplicata.

I;ie Edt image Process Analyze Pugins Window Help
oolaf@ <l4l:xAla|ol0) s/ 4]8 |7

4 Results - O e

File Edit Font Results
[area [mean  [Min [max

E3
=

[rm =

1 0184 51377 11 185 6.029 35.800
2 0.189 52067 11 185 6.022 3.783
3 0.184 350637 11 185 6.004 3.781
B El
T [T

Fonte: Autor.

3.11 ANALISE MORFOLOGICA

A partir do material emblocado em parafina, foram obtidos cortes histol6gicos com 3um
de espessura. Os referidos cortes teciduais foram estendidos em laminas de vidro e submetidos
aos métodos de coloragdo histoquimica descritos abaixo, de acordo com os protocolos
estabelecidos no Laboratério de Histopatologia Oral do Departamento de Odontologia da
UEPB — Campus I. Cortes histoldgicos corados em Hematoxilina e eosina foram utilizados para
as analises de reepitelizacdo da ferida e do infiltrado inflamatdrio. Por sua vez, a coloragdo com

azul de toluidina foi utilizada para a avaliagdo e quantificacdo dos mastdcitos.
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Figura 5. (A) Remocéo do espécime. (B) Espécime removido com gaze estéril.

3

Fonte: Autor.

3.11.1 Reepitelizacgdo e infiltrado inflamatdrio

A reepitelizacdo foi avaliada de forma semi-quantitativa de 0 a 4: (0= auséncia; 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) (MEIRELES et al., 2008).

A contagem de células inflamatdrias (neutréfilos e linfécitos) foi mensurada pela
contagem das células em 10 campos da area da ferida (x1000) por espécime, de forma cega e
por uma Unica avaliadora previamente calibrada, de acordo com a metodologia adaptada de
Medeiros et al. (2017). Apds a realizacdo das fotomicrografias, as células foram contabilizadas
com auxilio do programa gratuito Image J versao 1.50i (Wayne Rasband, National Institutes of
Health, USA).

e Hematoxilina-Eosina (HE)

= Desparafinizacdo: 2 banhos em xilol, a temperatura ambiente (15 minutos cada);
= Reidratacdo em cadeia descendente de etandis:
= Alcool etilico absoluto (5 minutos);
= Alcool etilico 95°GL (5 minutos);
= Alcool etilico 70°GL (5 minutos);
= Alcool etilico 70°GL (5 minutos);
= Lavagem em agua corrente (5 minutos);
= Coloragdo com hematoxilina de Harris (5 minutos);

= Lavagem em &gua corrente (5 minutos);
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= Coloragdo com eosina de Lison (4 minutos);
= Desidratacdo em &lcool absoluto:
= Alcool etilico absoluto I (5 minutos);
= Alcool etilico absoluto Il (5 minutos);
= Alcool etilico absoluto I11 (5 minutos);
= Trés passagens em xilol (5 minutos cada);

= Montagem em polimero de acrilatos (Entellan® new, Merck KGaA, Darmstadt, DE).

3.11.2 Identificacdo e quantificacdo de mastocitos

As laminas coradas com azul de toluidina foram escaneadas (x 400 de ampliacdo) com
auxilio do equipamento Scanner Aperio CS2 System (Leica Biosystems Imaging, IL, USA) e as
imagens transferidas para o software Aperio ImageScope 12.4.3.5008 (Leica Biosystems
Pathology Imaging, IL, USA). Foram contabilizados os mastocitos em toda a &rea vidvel da
lesdo, utilizando a ferramenta Counter Tool e de acordo com a metodologia adaptada de Bagheri
et al. (2018). O grau de degranulacdo nas células permite a identificacdo de trés tipos de
mastacitos: Mastdcitos Tipo 1 (MCTL1), mastocitos intactos; Mastocitos Tipo 2 (MCT2),
mastécitos com granulos liberados, porém, com borda celular intacta; e Mastécitos Tipo 3
(MCT3), mastdcitos com enorme degranulacdo e desintegracdo parcial ou completa da borda
celular.

Foi contabilizada a quantidade de cada tipo e 0 nimero total de mastdcitos para cada
animal. A contagem foi realizada de forma cega, por uma Unica avaliadora previamente
calibrada, e todos os dados foram anotados em uma ficha especifica. Em sequéncia, sera

estabelecido o nUmero médio de vasos para cada animal.

e Azul de Toluidina (AT)

= Desparafinizacao: 2 banhos em xilol, a temperatura ambiente (tempo de 15 minutos cada);
= Hidratacdo em agua destilada (1 minuto);

= Coloragdo com solucdo de azul de toluidina (0,19 de azul de toluidina + 100ml de agua
destilada) (10 minutos);

= Lavagem em &gua destilada: 5 minutos;

= Trés banhos em alcool etilico absoluto: 8 mergulhos em cada alcool,;
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= Trés passagens em xilol: 10 mergulhos em cada xilol;

= Montagem em polimero de acrilatos (Entellan® new, Merck KGaA, Darmstadt, DE).

3.12 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 IRF,
infiltrado inflamat6rio e os dados referentes a quantidade de mastdcitos, foram analisados
através do teste de Mann-Whitney. Os dados referentes a superficie a ser reepitelizada foram
analisados descritivamente. Para todos os testes, foi considerado o nivel de significancia de 5%
(p<0,05).
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4 ARTIGO

4.1 APRESENTACAO

O projeto de pesquisa desenvolvido foi apresentado e aprovado em qualificagéo pelo
Programa de Pds-Graduagdo em Odontologia da UEPB. Como resultado da execucdo desse

projeto, um artigo € apresentado nesta dissertacéo:

Acéo da fotobiomodulagdo na cicatrizacdo de feridas cutaneas por segunda intencao:
analise clinica e histologica
O referido artigo sera submetido ao periodico Lasers in Medical Science (Qualis Odontologia
A2/ Fator de impacto: 3.161).
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2 Departamento de Patologia, Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Natal, RN, Brasil

Autor para correspondéncia: Maria Helena Chaves de Vasconcelos Catéo

Endereco de e-mail: mhelenact@zipmail.com.br

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos fotobiomoduladores do laser de baixa intensidade
(LBI) na cicatrizacdo de feridas cutadneas em ratos, através de pardmetros clinicos e
histologicos. Foram utilizados 60 ratos Wistar, machos, divididos aleatoriamente em quatro
grupos: controle (CTR) (n=15); (VERM) (n=15); (INFRA) (n=15) e (COMB) (n=15), com

subgrupos (n=5) para cada tempo de eutanasia (3, 7 e 14 dias). Grupo Controle = tratamento
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simulado com aparelho desligado. Grupo Vermelho =Aplicacéo do laser vermelho (660 £10nm,
100 mW) foi realizada em quatro pontos equidistantes e um ponto central); Grupo
Infravermelho = aplicacdo do laser infravermelho em seu respectivo grupo (808 +10nm, 100
mW) e Grupo Combinado = aplicagdo simultanea do laser vermelho e infravermelho seguindo
0 mesmo protocolo (660 +10nm + 808 £10nm;100 mW). Foram realizadas avaliagOes
macroscopicas e Indice de Retracdo da Ferida (IRF). Cortes histoldgicos foram submetidos a
hematoxilina-eosina e azul de toluidina para a analise quantitativa de neutréfilos, linfocitos e
mastdcitos. Observou-se que o IRF nos gupos tratados foi maior em comparacao ao ndo tratado.
O grau de reepitalizacdo foi completo (escore 4) em todos os grupos tratados, aos 14 dias.
Também aos 14 dias houve diminuicdo do infiltrado inflamatdrio, principalmente nos grupos
COMB e INFRA. Também foi constatada a diminui¢do de mastdcitos tipo 2 e aumento de
mastécitos tipo 3 ao término do periodo final das andlises. Este estudo sugere que a
fotobiomodulacéo, na dosimetria utilizada, contribuiu para a cicatrizagdo de feridas cutaneas
por segunda intencdo, estimulando os estagios iniciais de reepitelizacdo, melhora da resposta
inflamatdria e possiveis efeitos analgésicos.

Palavras-chave: Ferida; Cicatrizacdo; Laser; Ratos.

Introducéo

As feridas podem ser definidas como lesdes traumaticas localizadas em tecidos do corpo
sendo causadas principalmente por fatores como fricgéo, calor, radiagdo, contato de produtos
quimicos e eletricidade. Como exemplos de feridas, pode-se citar as queimaduras, lesdes por
pressdo e feridas cirdrgicas que muitas vezes podem culminar em necroses teciduais, aumento
no nivel de sintomatologia dolorosa e incapacidade [1,2].

Uma vez que a lesdo é formada, a pele possui dois mecanismos a fim de reparacao
tissular, que séo a regeneracao e a cicatrizagdo. A regeneracao é caracterizada pela substituicdo
de tecido lesionado através de um processo inflamatorio agudo que aproxima as bordas
epiteliais em direcdo & regido central da ferida, ocluindo rapidamente sua superficie,
permanecendo integra a camada basal do epitélio [3].

A cicatrizacdo pode ser classificada em dois tipos béasicos: por primeira intencéo,
qguando ha uma pequena perda de tecido, ndo havendo impedimento para que as bordas teciduais
sejam aproximadas mecanicamente; e por segunda intencao, existindo uma consideravel perda

tecidual, impossibilitando que as bordas da lesdo sejam aproximadas de forma mecénica [4].
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Uma cascata de processos é necessaria para que haja a cicatrizacao dessas feridas, sendo
esta, coordenada por eventos celulares e moleculares que se interrelacionam para efetiva
reconstituicéo tecidual. Esses processos se desenvolvem ao longo de trés periodos sobrepostos:
a fase inflamatodria, a fase proliferativa e a de maturacdo. Diversos fatores podem contribuir
para que esses fatos ocorram de forma insatisfatoria, ou até mesmo, nao ocorram, como a
presenca de doencas sistémicas, doencas cronicas, desnutricdo, idade, insuficiéncia renal e
diabetes mellitus [5].

Alguns métodos como farmacos, materiais e terapias de reparo séo estudados a fim de
melhorias nos quadros de reparagéo tecidual em seres vivos. A terapia de fotobiomodulacédo
com laser de baixa intensidade (LBI) é utilizada como relevante recurso para aliviar a
sintomatologia dolorosa, devido seus efeitos anti-inflamatorios e empregada também para
acelerar o processo de cicatrizagdo em casos de lesdo muscular, tlceras e queimaduras [6,7].

Nesse sentido, estudos in vivo voltados a utilizacdo da fotobiomodulagéo com o laser de
baixa poténcia na cicatrizagdo de feridas se intensificam e tém demonstrado resultados
importantes na neoangiogénese, estimulo da sintese e deposicdo de colageno, aumento da
quantidade de fibroblastos e contracdo da ferida [8-13].

Diante disso, 0 objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da fotobiomodulagdo com
laser de baixa intensidade na cicatrizacdo de feridas cutaneas por segunda intengdo em pele de

ratos, através de parametros clinicos e histoldgicos.

Materiais e Métodos

Animais

Foram utilizados 60 ratos machos da espécie Rattus norvegicus, linhagem Wistar, com
10 semanas de vida e peso entre 200-250 gramas provenientes do centro de bioterismo da
Universidade Estadual da Paraiba. Foram alojados em gaiolas de 1500 cm?, do tipo
microisoladoras com grade, tampa e sistema de valvulas para insuflamento e exaustdo de ar,
alojados nestes compartimentos somente trés (03) individuos, em func¢do do peso ou da idade e
a forragdo das mesmas foi realizada com maravalhas de Pinus esterilizada por radiagdo gama.
Os animais receberam agua ad libitum, racdo padronizada, sob temperatura padronizada entre

23°C £ 1°C e iluminacéo controlada (12 horas de ciclo claro/escuro).
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Foram excluidos os animais que apresentaram qualquer manifestacdo de doenga local
ou sistémica. Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), sob nimero de aprovacdo 003/2020.

Grupos Experimentais

Os 60 animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos experimentais: grupo
controle (CTR) (n=15), grupo vermelho (VERM) (n=15), grupo infravermelho (INFRA) (n=15)
e grupo combinado (COMB) (n=15). Com subgrupos de 5 ratos para cada tempo de eutanasia
(3, 7 e 14 dias).

Método Experimental

Os animais foram anestesiados previamente ao ato cirargico com aplicacdo
intraperitoneal de solucdo de 100mg/kg de ketamina 10% (Cetamin®, Syntec, Santana de
Parnaiba, SP, BR) e 5 mg/kg de Xilazyna 10% (Dopaser®, Hertape, Juatuba, MG, BR). Ap0s
atingir o plano anestésico profundo, foi realizada a tricotomia do dorso, através do uso de
lamina de barbear adaptada em porta agulha cirdrgico, associado a d&gua com digluconato de
clorexina a 0,5% (Rioehx® 0,5%, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto, SP, BR).

Anteriormente a confeccdo da ferida, foi realizada a antissepsia topica no dorso dos
animais utilizando gaze estéril embebida em digluconato de clorexina 2% (Solucdo de de
Clorexina 2%, Maquira® Industria de produtos odontoldgicos, LTDA, Maringa, PR, BR). Foi
confeccionada no dorso do animal uma ferida cirargica com um punch de 6 mm de diametro.
Todo o procedimento cirargico foi realizado por uma Gnica operadora calibrada. Apos a inducéo
da ferida foi realizada uma pressdo com gaze estéril e soro fisioldgico durante dois minutos, a

fim de se evitar sangramento.

Laserterapia

Foi utilizado como fonte de luz para esse estudo o laser de baixa intensidade
Therapy EC® (DMC Importacdo e Exportacdo de Equipamentos Ltda, Sdo Carlos — SP, Brasil).
O laser foi aplicado de forma continua, de acordo com o protocolo de irradiacdo: Grupo CTRL
(Controle): simulacéo de tratamento com aparelho desligado; Grupo VERM (Laser Vermelho):

de forma pontual, em quatro pontos equidistantes ao redor da ferida e um ponto central (A=660
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nm £ 10 nm, 100 mW, 50s); Grupo INFRA (Laser Infravermelho): de forma pontual, em quatro
pontos equidistantes ao redor da ferida e um ponto central (A=808nm + 10 nm, 100 mW; 50s);
Grupo COMB (Laser Vermelho e Laser Infravermelho aplicados simultaneamente): de forma
pontual, em quatro pontos equidistantes ao redor da ferida e um ponto central (A=660 nm + 10

nm + A= 808 nm £ 10 nm; 100 mW; 50s).

Eutanasia e Indice de Retragdo da Ferida

Apos o periodo experimental de cada subgrupo, 0s animais seguiram para eutanésia,
através da injecdo de Ketamina 10% na dose de 300mg.kg® + adrenorreceptores alfa-2 e
Xilazina 2% na dose de 30mg. kg por via intraperitoneal. Para a avaliacdo da retracédo da ferida,
todas as lesdes foram fotografadas com camera digital, a uma altura de 15 cm da lesdo, e
analisadas no programa Image J versdo 1.50i (Wayne Rasband, National Institutes of Health,
USA). O IRF foi calculado pela formula: IRF (%) = (area inicial — area do dia da eutanasia) +
area inicial x 100. As mensuracdes foram realizadas em triplicata por uma mesma avaliadora

calibrada e de forma cega.

Processamento Histoldgico

Constatada a morte do animal, realizou-se a remocao do espécime com bisturi e tesouras
estéreis. Apos 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 laminas de vidro
e submetidos a métodos rotineiros de coloragdo em Hematoxilina-Eosina (HE) e Azul de
Toluidina (AT).

Avaliacdo Morfoldgica

O grau de reepitelizacdo das feridas seguiu os critérios adotados por Meireles et al. [14]
(tabela 1). A contagem de células inflamatorias (neutrofilos e linfdcitos) foi mensurada pela
contagem das células em 10 campos da area da ferida (x1000) por espécime, de forma cega de
acordo com a metodologia adaptada de Medeiros et al. [15].

As laminas coradas com azul de toluidina foram escaneadas (x 400 de amplia¢do) com

auxilio do equipamento Scanner Aperio CS2 System (Leica Biosystems Imaging, IL, USA) e as
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imagens transferidas para o software Aperio ImageScope 12.4.3.5008 (Leica Biosystems
Pathology Imaging, IL, USA). Foram identificados e contabilizados os mastdcitos em toda a
area viavel da lesdo (em campos superficiais e profundos), utilizando a ferramenta Counter
Tool e de acordo com a metodologia adaptada de Bagheri et al [16], a contagem foi realizada

de forma cega, por uma Unica avaliadora previamente calibrada.

Anadlise 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 IRF, infiltrado inflamatoério e os dados referentes a quantidade de
mastdcitos, foram analisados através do teste de Mann-Whitney. Para todos os testes, foi
considerado o nivel de significancia de 5% (p<0,05). Os dados referentes a reepitelizacdo foram

analisados descritivamente.

Resultados

Indice de Retracéo da Ferida

Dentre os resultados obtidos para as amostras realizadas em 3 dias, as conferéncias
realizadas entre 0os grupos que obtiveram resultados significativos estatisticamente foram:
Combinado x Controle; Vermelho x Controle; Infravermelho x Controle. Destes resultados, as
feridas dos grupos combinado (mediana 30%; variacdo 38,63 a 9,87) versus controle (mediana
-24%; variacdo 9,38 a -65,91) (p=0,09) obtiveram maiores indices de retracao de feridas, assim
como ocorrido entre os grupos vermelho (mediana 21,00%; variacdo 32,70 a -8,17) versus
controle (mediana -24%; variacdo 9,38 a -65,91) (p=0,027) e infravermelho (mediana 29%;
variacdo 41,7 a 11,18) versus controle (mediana -24%; variagdo 9,38 a -65,91) (p=0,09).

Em 7 dias, a conferéncia realizada entre os grupos que obteve resultado significativo
estatisticamente foi verificada apenas entre Combinado (mediana 29%; varia¢do 51,08-12,07)
e Vermelho (mediana 38%; variacdo 59,72-49,22) (p=0,028).

No ultimo periodo, 14 dias, houveram resultados estatisticamente significativos entre os
grupos: Combinado x Controle; Vermelho x Controle; Infravermelho x Controle e
Infravermelho x Vermelho. Dentre os comparativos dos grupos citados, foram: Combinado
(mediana 9%; variacdo 88,48-76,10) e Controle (mediana 28%; variacdo 91,57-49,45)
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(p=0,09); Vermelho (mediana 29%, variagéo 87,36-81,17) e Controle (mediana 28%; variacéo
91,57-49,45) (p=0,09); Infravermelho (mediana 18%; variacdo 91,57-85,28) e Controle
(mediana 28%; variacdo 91,57-49,45) (p=0,09); Infravermelho (mediana 18%; variacao 91,57-
85,28) e Vermelho (mediana 29%, variagéo 87,36-81,17) (p=0,047).

No periodo de 14 dias ocorreram maiores retracdes das feridas, quando comparado aos
demais periodos estudados. Além disto, a variabilidade dos resultados para esse Gltimo tempo

foi substancialmente mais constante que os demais.

Reepitelizagéo

Apbs 3 da inducdo da ferida, observou-se escore 0 em 100% (n=5) dos casos do grupo
CTRL; 100% (n=5) dos casos do grupo VERM; 100% (n=5) dos casos do grupo COMB e o
mesmo resultado observado no grupo INFRA. No tempo de 7 dias, 0 escore 2 foi observado em
60% dos casos (n=3) do grupo CTR; escore 1 em 80% dos casos do grupo COMB (n=4); escore
1 em 60% (n=3) dos casos do grupo VERM e escore 1 em 40% dos casos (n=2) do grupo
INFRA. Aos 14 dias, verificou-se reepitelizacdo completa (escore 4) em 100% (n=5) dos
animais dos grupos VERM, COMB e INFRA e reepitelizacéo irregular (escore 3) em 80%
(n=4) dos animais do CTRL.

Infiltrado Inflamatorio

Dentre os resultados obtidos para as amostras realizadas no tempo de 3 dias, as
conferéncias realizadas entre os grupos que obtiveram resultados significativos estatisticamente
foram: Combinado x Infravermelho (p=0,16); Combinado x Vermelho (p=0,27).

Em 7 dias, a conferéncia realizada entre os grupos que obteve resultado significativo
estatisticamente foi verificada apenas entre Combinado (mediana %; variagdo) e Controle
(mediana %; variacdo) (p=0,033). No ultimo periodo de 14 dias, houve resultados
estatisticamente significativos entre os grupos: Combinado x Controle; Combinado x
Infravermelho; Infravermelho x Vermelho e Combainado x Vermelho.

Aos 14 dias, foi constatada uma diminuicdo na quantidade de células inflamatorias
(neutrdfilos e linfocitos) principalmente nos grupos COMB e INFRA (Tabela 1).
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Mastdcitos

Né&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas no periodo de trés dias.
No periodo de 7 dias foram observadas diferencas estatiscamente significativas entre os grupos
Combinado e Controle nas médias de MCT2 (p=0,21) e MCTtotal (p=0,59). Grupos
Infravermelho e Controle na média de MCT2 (p=0,59); Vermelho e Controle em MCT3
(p=0,009).

Em 14 dias os resultados estatisticamente significaticos foram analisados nos grupos
Infravermelho e Controle em MCT3 (p=0,11) e, Infravermelho x Vermelho também em MCT3
(p=0,12). Visualizam-se os resultados nas tabelas (Tabelas 2, 3 e 4).

Foram identificados e avaliados 0os mastacitos integros, em degranulacéo e degranulados

nas regides superficiais e profundas das feridas.

Discussao

A fotobiomodulacdo que inclui o uso do laser de baixa intensidade (LBI) e também o
LED, tem sido considerada relevante pelos varios efeitos bioldgicos nos tecidos, principalmente
por suas funcOes terapéuticas. Tais efeitos dependem da absorcao de energia de uma radiacéo
incidente (fotoreceptores) nas células que provocam repercussdes fotofisicas e fotoguimicas a
nivel molecular e celular [17].

Estudos experimentais que avaliaram in vivo a eficacia da fotobiomodula¢do séo
presentes na literatura [9-13], efeitos importantes dessa técnica séo relatados, como a atenuagdo
no numero de células inflamatorias [18] reducdo da area da ferida, aumento do numero de
fibroblastos e da sintese de colageno [19]. E relevante considerar que existe uma diversidade
de protocolos adotados nas pesquisas com fotobiomodulacdo, o que pode ser um fator que
dificulta a comparacéo de resultados.

Nos Ultimos anos, grandes avancos foram obtidos em relacdo aos tratamentos das feridas
cuténeas cicatrizadas por segunda intencdo. A necessidade desses tratamentos ainda é um
desafio crescente, que exige estratégias em saude inovadoras. Além disso, ha um aumento nas
evidéncias que os fibroblastos nas feridas crénicas sd@o senescentes e que possuem uma
capacidade migratdria e proliferativa diminuida. Isso pode ser associado ao processo de reparo
dessa ferida prejudicada e suas eventuais falhas de cura [18,19].

O tempo de retracdo da ferida, € um dos parametros iniciais de avaliagdo. Na pratica, a

comparacdo dos valores mensurados indica 0 possivel sucesso ou insucesso da terapia, bem
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como o tempo que o paciente pode permanecer exposto a uma série de complicagdes como
infeccdes, dificuldades de cicatrizacdo, perda de fluidos, entre outros [17-19].

No presente estudo, observou-se um fechamento mais efetivo da ferida nos grupos
tratados (COMB, INFRA e VERM), apresentando uma taxa de retracdo da ferida ainda mais
elevada no grupo INFRA em relagéo aos demais grupos, estando todas as feridas desse grupo
fechadas ao 14° dia. Resultados semelhantes foram encontrados por [20, 11] em modelos
experimentais in vivo utilizando a fotobiomodulagéo.

O grupo CTRL apresentou resultados satisfatorios em relagdo a cicatrizacdo natural da
ferida, mas o que po6de ser avaliado é que as feridas tratadas obtiveram retracdo ainda mais
satisfatoria.

Apesar da taxa de contracdo ser um parametro basico e sempre utilizado na avaliacédo
de feridas cutaneas [21] o entendimento de como 0s tecidos se comportam com 0 uso de
determinadas terapias durante o reparo tecidual permite entender quais os beneficios e
maleficios das escolhas desses tratamentos [22].

O mecanismo de acdo da luz laser vermelho e infravermelho, ou seja, da
fotobiomodulacdo utilizada, atua nas mitocondrias que podem promover modulages teciduais,
agindo na cadeia respiratoria reverberando no processo de cicatrizacdo e proliferacdo celular
[23].

A cicatrizacdo de feridas € um processo intimamente orquestrado pelas fases de
hemostasia, inflamacdo, remodelacédo e proliferacdo. Durante os estagios iniciais da ferida,
existe um predominio de células inflamatérias como neutréfilos, linfocitos e macréfagos que
sdo importantes na secrecao da variedade de células regulatorias [24].

Na andlise do infiltrado inflamatério desse estudo, que consistiu na identificacdo e
contagem de neutréfilos e linfécitos, se apreendeu que houve uma atenuante diminuicdo na
quantidade dessas células compreendendo o periodo total da pesquisa, de 3 a 14 dias. Durante
0s estagios iniciais de uma ferida, as células inflamatdrias sdo importantes a fim de que se haja
o0 debridamento da &rea, liberagdo de citocinas e fatores de crescimento. Existe, portanto, um
pico de inflamacdo nos primeiros dias apos a lesdo [25].

Os resultados predominantemente significativos estatisticamente  ocorreram
principalmente aos 14 dias entre os grupos, onde o grupo COMB e INFRA (p=0,03)
apresentaram significativa diminuicdo de células inflamatorias. Resultados similares foram
obtidos por Castro et al. [26] ao avaliar os efeitos das luzes em comprimentos de onda
semelhantes a este estudo, havendo decrescimo dessa inflamacdo principalmente nos grupos

que receberam os tratamentos combinado e infravermelho.
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E relevante compreender que a luz laser infravermelha apresenta caracteristicas de
maior penetracdo e maior espalhamento na profundidade, modulando os quadros de inflamacdo.
Sendo assim, uma possivel potencializacdo dos efeitos quando se agrega os lasers vermelho e
infravermelho pode ser observada, em virtude principalmente deste Gltimo. Usando os
parametros de lasers semelhantes [27], se observa uma tendéncia de melhoria nesses quadros
inflamatdrios nos grupos tratados, comparando-se aos nao tratados.

Compreendendo a complexidade dos eventos celulares integrados na cicatrizacdo das
feridas, encontrar elementos que interajam em maior quantidade nestas circunstancias tem se
tornado fundamental para uma modulagdo integral no processo de cicatrizagdo. Os mastdcitos
podem agregar de forma ampla e enfatica nas cascatas que envolvem a resposta imune nas fases
proliferativas e inflamatorias, assim como na transicao dessas etapas [28].

Além de seu classico papel nas fungdes alérgicas, os mastdcitos contribuem para varios
processos biolégicos, incluindo a cicatrizacdo das feridas. Aspectos importantes de sua
distribuicdo histoldgica sdo relatados pois representam cerca de 8% de todas as células
presentes na derme e, no inicio de uma leséo cutanea, acumulam-se e liberam mediadores pré
inflamatdrios e biomoduladores [28, 29].

No presente estudo, foram identificados e avaliados os mastocitos integros (MCT1),
em degranulacdo (MCT?2) e degranulados (MCT3) nas regides superficiais e profundas das
feridas. Compreendendo os achados se pode observar uma diminuicdo dos MCT1 ao término
do periodo de 14 dias nos grupos COMB e VERM, havendo também decréscimo dos MCT2
nos grupos COMB e INFRA. Nos estudos de Bagheri et al. [16] e Ahmadi et al. [29]
evidenciaram a diminuicdo da quantidade dessas células na cicatrizacdo de feridas excisionais
em ratos de estudos semelhantes a esta pesquisa.

E relevante ressaltar que os comprimentos de onda utilizados s&o importantes fatores a
serem observados no que diz respeito as mudancas nos padrdes de volume dos mastdcitos.
Kouhkheil et al. [30] buscaram avaliar o papel que a fotobiomodulagdo pode desempenhar
nessas células na etapa de remodelagdo tecidual, os comprimentos de onda 660, 820, 940, e
950nm sdo citados como possiveis indicadores para a potencializagdo nos aumentos
estatisticamente significativos do numero de mastocitos [31-33].

Neste estudo foram usados os comprimentos de onda nos espectros 660 e 808 nm e
houve aumento do nimero de mastécitos MCT3 ao término dos 14 dias de avaliagdo INFRA e
CTRL (p=0,11); INFRA e VERM (p=0,12). A medida que os mastdcitos degranulam, liberam
um amplo espectro de mediadores ativos como histamina, serotonina e proteases, modulando o

processo inflamatorio [28].
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Esse aumento dos MCT3 pode ser explicado em virtude tanto do espectro de irradiacéo,
como da regido mais detalhada das analises compreendendo campos superficiais e profundos
da area da ferida. Entende-se dessa forma, o0s possiveis efeitos bioldgicos que a

fotobiomodulagdo pode desempenhar nessas células.

Concluséao

Os achados deste estudo de acordo com o protocolo utilizado e periodos estudados,
sugerem que a fotobiomodulagdo com a luz laser de forma combinada contribuiu de forma
assertiva na cicatrizacao de feridas cutaneas por segunda intencdo. Baseado nestes resultados
estudos futuros serdo importantes para aprofundar o conhecimento sobre os mecanismos de

acdo dos efeitos fotobiomoduladores desse tipo de luz na cicatrizacdo dessas injrias.
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Tabela 1. Namero de células inflamatdrias em todos os grupos

Grupo Dias Mediana Minimo Maximo
Neutrofilos e Linfocitos

3 2,45 1,10 3,90
Verm. 7 2,50 1,60 4,80
14 2,10 1,50 3,00
3 2,50 2,30 3,40
Infra. 7 1,70 1,40 2,90
14 0,60 0,50 1,50
3 4,30 3,30 790
Comb. 7 1,60 0,70 2,50
14 0,20 0,10 0,60
3 3,00 1,80 510
Ctrl. 7 2,50 2,30 2,70
14 1,50 1,30 2,70

Fonte: Autor.

Tabela 2. Nimero de mastécitos tipo 1 em todos 0s grupos

Grupo Dias Mediana Minimo Maximo
Mastécitos Tipo 1

3 0,75 0,10 2,50
Verm. 7 1,80 0,70 2,60
14 1,30 0,70 2,00
3 1,90 0,70 3,70
Infra. 7 0,80 0,50 1,60
14 2,00 0,90 2,40
3 1,20 0,80 3,60
Comb. 7 1,60 0,10 2,10
14 0,80 0,40 2,80
3 1,60 0,50 1,80
Ctrl. 7 0,70 0,10 0,90
14 1,30 1,00 2,20

Fonte: Autor.
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Tabela 3. Nimero de mastocitos tipo 2 em todos 0s grupos

Grupo Dias Mediana Minimo Maximo
Mastocitos Tipo 2

3 2,20 1,50 3,10
Verm. 7 1,90 0,40 2,90
14 2,30 1,40 3,30
3 0,90 0,70 2,70
Infra. 7 2,30 1,70 2,80
14 1,90 1,40 2,30
3 2,50 1,70 340
Comb. 7 2,50 2,10 3,30
14 2,20 1,50 2,80
3 2,10 1,60 290
Ctrl. 7 1,60 0,70 2,30
14 1,90 1,30 2,10

Fonte: Autor.

Tabela 4. Namero de mastocitos tipo 3 em todos os grupos

Grupo Dias Mediana Minimo Maximo
Mastocitos Tipo 3

3 0,80 0,50 1,00
Verm. 7 1,00 0,90 150
14 1,90 1,40 2,60
3 1,10 0,00 1,60
Infra. 7 1,80 0,70 2,30
14 1,20 1,00 140
3 0,60 0,20 1,20
Comb. 7 1,10 0,30 2,80
14 1,80 0,90 2,40
3 1,00 0,10 1,70
Ctrl. 7 1,90 1,70 2,90
14 1,80 1,40 3,30

Fonte: Autor.
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Fig 1. Avaliagdo histoldgica para contagem de neutréfilos e linfocitos (HE; x1000).

Fonte: Autor.

Fig 2. Identificacdo dos tipos de mastdcitos para contagem (campos superficial e pronfundo)
(A) Campo superficial. (B) Campo profundo. (HE X 400)

- X .

Fonte: Autor.



Fig 3. Gréafico box-plot ilustrando a quantidade de células inflamatérias nos grupos

experimentais em diferentes tempos de avaliacdo (3, 7 e 14 dias).
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Fig 4. Gréfico box-plot ilustrando a quantidade de mastocitos tipo 1 nos grupos
experimentais em diferentes tempos de avaliacdo (3, 7 e 14 dias).
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Fig 5. Grafico box-plot ilustrando a quantidade de mastdcitos tipo 2 nos grupos

experimentais em diferentes tempos de avaliacao (3, 7 e 14 dias).
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Fig 6. Grafico box-plot ilustrando a quantidade de mastocitos tipo 3 nos grupos
experimentais em diferentes tempos de avaliacdo (3, 7 e 14 dias).
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Fig 7. Gréafico box-plot ilustrando a quantidade de mastdcitos totais nos grupos

experimentais em diferentes tempos de avaliacdo (3, 7 e 14 dias).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados deste estudo, sugere-se que a fotobiomodulagdo nas
dosimetrias e protocolos utilizados, pode estimular atividades importantes do processo de
cicatrizacdo, acompanhadas de possiveis efeitos analgésicos.

Considerando as limitacGes das técnicas histoquimicas e andlises utilizadas, sugere-se
que futuros estudos sejam desenvolvidos, a fim de avaliar com maior minuciosidade as
tendéncias reveladas nesta pesquisa e compreender melhor os efeitos fotobiomodulares da luz
laser de baixa intensidade na cicatrizacdo de feridas cutaneas por segunda intencéo.

Destaca-se que com os resultados observados neste estudo, somados a caréncia de
pesquisas que utilizam esses pardmetros, a presente pesquisa abre um campo que merece

destaque e futuras investigagoes.
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APENCICE A — FICHA PARA COLETA DE DADOS REFERENTE A AVALIACAO DO

INDICE DE RETRACAO DA FERIDA (IRF).

Animal

Avaliagdo Clinica do IRF

Area Inicial

Area Final

IRF




APENDICE B — FICHA PARA COLETA DE DADOS REFERENTE A AVALIACAO DO INFILTRADO INFLAMATORIO.

Avaliacgéo do infiltrado inflamatorio

Animal Campos (x1000) Total

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Média
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APENDICE C — FICHA PARA COLETA DE DADOS REFERENTE A AVALIACAO DOS MASTOCITOS.

CAMADA: O SUPERFICIAL  OPROFUNDA
1 2 3 4 5

TOTAL

GRUPOS DIAS MCT1 MCT2 MCT3 MCT1 MCT2 MCT3 MCT1 MCT2 MCT3 MCT1 MCT2 MCT3 MCT1 MCT2 MCT3 MCT1 MCT2 MCT3
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% Universidade Estadual da Paraiba

/ Pro-Reitoria de Pos-Graduagao e Pesquisa

\), COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

Campus | - Campina Grande - PB.

U E P B e-mail: ceuauepb@gmail.com

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado A\{ALIAQI\O DE DIFERENTES PROTOCOLOS DA
TERAPIA DE FOTOBIOMODULACAO NO REPARO TECIDUAL DE FERIDAS
CUTANEAS: ANALISE CLINICA E HISTOLOGICA, sob a responsabilidade da Profa.
Dra. Maria Helena Chaves de Vasconcelos Catao, que envolve o uso de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebra (exceto o homem) para fins de pesquisa
cientifica - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei 11.794, de 8 de outubro de
2008, com o decreto 6.899 de 5 de julho de 2009, com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi
APROVADO pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual da
Paraiba, em reunido de 15/12/2020, com protocolo de aprovagédo namero 003/2020.

Vigéncia da Proposta: de 02/2021 a 01/2022
Procedéncia dos animais: Centro de Bioterismo da UEPB
Espécie: Rattus norvegicus

Linhagem: Wistar

Sexo: Machos

Idade: 10 semanas

Numero de animais autorizados: 60 (Sessenta)

Informacao ao pesquisador:

Lembramos que o pesquisador responsével devera encaminhar 8 CEUA-UEPB o Relatorio Final
baseado na conclusao do estudo e na incidéncia de publicacdes decorrentes deste, de acordo com o
disposto na Lei n° 11.794 de 08/10/2008, e Resolucdo Normativa n°. 01, de 09/07/2010 do
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal-CONCEA. O prazo para entrega do
Relatério é de até 30 dias apoés o encerramento da pesquisa, prevista para conclusio em
01/2022.

Campina Grande, 27 de janeiro de 2021

Q/)A‘gzﬁd/a /Z;Z‘/c:‘z"ti’ o> ¥l
Coordenador da Comisséo de Etica no Uso de Animais/UEPB
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ANEXO B — NORMAS PARA SUBMISSAO DE TRABALHOS PARA O PERIODICO 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 manuscripts on 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

Brief Report - limited to 2000 words, 25 references, no more than 4 figures -

Case Reports will not be accepted!

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:
e  The name(s) of the author(s)
e Aconcise and informative title
e The affiliation(s) and address(es) of the author(s)
e The e-mail address, and telephone number(s) of the corresponding author
o If 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:
e Purpose (stating the main purposes and research question)
e Methods
e Results
e Conclusions
Keywords
Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes.
Text Formatting
Manuscripts should be submitted in Word.
e  Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text.
e  Use italics for emphasis.
e  Use the automatic page numbering function to number the pages.
e Do not use field functions.
e  Use tab stops or other commands for indents, not the space bar.
e  Use the table function, not spreadsheets, to make tables.
e  Use the equation editor or MathType for equations.
e  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.
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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.
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
o 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 (ISO). Metric Sl units should be used
throughout except where non-Sl units are more common [e.qg. litre () 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.
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o 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- 0080955-8

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

Slifka MK, Whitton JL (2000) Clinical implications of dysregulated cytokine production. J Mol

Med. doi:10.1007/s001090000086
e Book

South JBlass B (2001) The future of modern genomics. Blackwell, London
o 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.
o 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
e Supply all figures electronically.
e Indicate what graphics program was used to create the artwork.
e For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please use TIFF format.
MSOffice files are also acceptable.
e Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

o Name your figure files with "Fig" and the figure number, e.g., Figl.eps.
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Definition: Black and white graphic with no shading.

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

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

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

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

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

Color Art

Definition: a combination of halftone and line art, e.g., halftones containing line
drawing, extensive lettering, color diagrams, etc.

Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi

Color art is free of charge for online publication.

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

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

Figure Lettering

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).

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

All figures are to be numbered using Arabic numerals.
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Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.

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

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,

"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.

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

No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be placed
at the end of the caption.

Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes, circles,
etc., as coordinate points in graphs.

Identify 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

Permissions

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

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

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

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

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
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(colorblind users would then be able to distinguish the visual elements)

e 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:

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

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 reuse of
material to avoid the hint of text-recycling (“self-plagiarism”)

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 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.

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.

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.

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).
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Further documentation may be required to support your request.

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.

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.

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:

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

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.

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.

Authors should include the following statements (if applicable) in a separate section entitled

“Compliance with Ethical Standards” when submitting a paper:

Disclosure of potential conflicts of interest

Research involving Human Participants and/or Animals

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.

The corresponding author should be prepared to collect documentation of compliance with

ethical standards and send if requested during peer review or after publication.
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e The Editors reserve the right to reject manuscripts that do not comply with the
abovementioned 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

o Financial support for attending symposia

¢ Financial support for educational programs

o Employment or consultation ¢ Support from a project sponsor

o Position on advisory board or board of directors or other type of management relationships

e Multiple affiliations

e 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.

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
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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:

e 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.

e English language tutorial
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¢ 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.
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