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RESUMO

As queimaduras sdo lesbes cutdneas que desencadeiam uma resposta inflamatéria. Os
mastdcitos, células imunoldgicas, desempenham papel central nesse processo, sintetizando,
armazenando e liberando potentes mediadores quimicos do processo inflamatério, através
da sua degranulacéo, afetando a cicatrizacio e a regeneracdo tecidual. E conhecido que o
Laser (light amplification by stimulated emission of radiation) e o Diodo Emissor de Luz
(LED) de baixa poténcia, podem modular o processo inflamatoério. Porém ainda é escasso
estudos que avaliaem os efeitos dessas terapias de fotobiomodulacdo sobre os mastdcitos.
Dessa forma, o objetivo deste estudo foi investigar o efeito da fotobiomodula¢do com LED
verde e vermelho sobre 0s mastdcitos e seus subtipos presentes em queimaduras de terceiro
grau. A amostra foi composta por 75 ratos Wistar, divididos em trés grupos: Controle
(CTRL) (n=25), LED vermelho (VERM) (n=25) e LED verde (VERD) (n=25), com
subgrupos de cinco animais para cada tempo de eutanasia (7, 14, 21, 28 e 32 dias). Ap0s
inducdo da queimadura, a terapia foi realizada diariamente com VERM (630 + 10 nm,
emissdo continua, Dose = 9 J/cmz2, 300 mW, 30 segundos, por ponto) e VERD (520 + 30
nm, emissao continua, Dose = 60 J/cm?, 180 mW, 30 segundos, por ponto) em contato com
quatro pontos da ferida (total: 36 J/cmz2, 120 segundos e 240 J/cmz2, 120 segundos) e no CTRL
houve apenas simulacdo do tratamento. Apos coloracdo com Azul de Toluidina, foram
identificados e quantificados os trés tipos de mastocitos com base no grau de degranulacdo
das células: Mastdcitos Tipo 1 (MCT1), Mastdcitos Tipo 2 (MCT2), e Mastocitos Tipo 3
(MCT3), os dados foram analisados por meio do teste de Mann-Whitney e descritivamente,
considerando um nivel de significancia de 5% (p<0,05). Em relacdo ao grupo controle, 0s
grupos irradiados mostraram um aumento no nimero de mastdcitos totais (MCTtotais) em
7, 14 e 21 dias (p<0,05), correspondentes aos estagios iniciais de inflamagdo, uma
diminuicdo nos grupos irradiados de mastocitos tipo 1 (MCT1) em todos os periodos de
tempo quando comparados ao CTRL (p<0,05). Os indices mais significativos estiveram nos
mastocitos tipo 3, com intensa degranulacdo, observados no VERM aos 7, 14, 21 dias
(p<0,009) e do VERD aos 14 dias (p<0,009) e 32 dias (p<0,028) comparados ao controle, e
entre 0 VERM e o VERD aos 7 dias (p<0,009). Dessa forma, foi possivel concluir que
dependendo do periodo, o LED vermelho e verde mostraram-se efetivos no processo de

modulacgéo da degranulacdo de mastdcitos em queimaduras no dorso de ratos.

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



ABSTRACT

Burns are skin lesions that trigger an inflammatory response. Mast cells, immune cells, play a
central role in this process, synthesizing, storing and releasing potent chemical mediators of the
inflammatory process, through their degranulation, affecting wound healing and tissue
regeneration. It is known that Laser (light amplification by stimulated emission of radiation)
and low power Light Emitting Diode (LED) can modulate the inflammatory process. However,
studies evaluating the effects of these photobiomodulation therapies on mast cells are still
scarce. Thus, the aim of this study was to investigate the effect of photobiomodulation with
green and red LED on mast cells and their subtypes present in third-degree burns. The sample
consisted of 75 Wistar rats, divided into three groups: Control (CTRL) (n=25), red LED
(VERM) (n=25) and green LED (VERD) (n=25), with subgroups of five animals for each time
of euthanasia (7, 14, 21, 28 and 32 days). After burn induction, therapy was performed daily
with VERM (630 + 10 nm, continuous emission, Dose = 9 J/cm?, 300 mW, 30 seconds, per
point) and VERD (520 + 30 nm, continuous emission, Dose = 60 J/cm?, 180 mW, 30 seconds,
per point) in contact with four wound points (total: 36 J/cm?2, 120 seconds and 240 J/cmz, 120
seconds) and in the CTRL there was only treatment simulation. After staining with Toluidine
Blue, the three types of mast cells were identified and quantified based on the degree of cell
degranulation: Type 1 Mast Cells (MCT1), Type 2 Mast Cells (MCT2), and Type 3 Mast Cells
(MCT3), the data were analyzed using the Mann-Whitney test and descriptively, considering a
significance level of 5% (p<0.05). In relation to the control group, the irradiated groups showed
an increase in the number of total mast cells (total MCT) at 7, 14 and 21 days (p<0.05),
corresponding to the initial stages of inflammation, a decrease in the irradiated groups of type
mast cells 1 (MCT1) at all time periods when compared to CTRL (p<0.05). The most significant
indices were in type 3 mast cells, with intense degranulation, observed in VERM at 7, 14, 21
days (p<0.009) and VERD at 14 days (p<0.009) and 32 days (p<0.028) compared to control,
and between VERM and VERD at 7 days (p<0.009). Thus, it was possible to conclude that
depending on the period, the red and green LED were effective in the modulation process of

mast cell degranulation in burns on the back of rats.

Keywords: Burns; Mast Cells; Low-Level Light Therapy; Phototherapy.



Quadro 1.
Quadro 2.
Quadro 3.

Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Fig 1.

Fig 2.

LISTA DE ILUSTRACOES

Elenco de varidveis analisadas N0 estudo............cccceevrvreririeeneesinieenienan, 23
Informacdes técnicas dos equipamentos utilizados para a fototerapia.... 25
Caracteristicas dos tratamentos realizados na pesquisa.............c.ccccuvenen. 25
Mediadores dos mastocitos e suas fungdes no reparo em lesdes

(Modificado de Wernersson, Pejler, 2014; Wilgus, Wulff; 2014)..........

(A) Administracéo realizada na regido intraperitoneal utilizando uma 18
seringa estéril de uso unico (com agulha) de 1mL para insulina. (B)
Realizacdo da tricotomia na regido dorsal...........cc.ccoeeveiiiininiiicienen, 23
(A) Aquecimento do instrumento metalico na chama azul do macarico
por 40s. (B) Instrumento metalico aquecido em contato com a pele do
ANIMAL POF 20S......e it sreea e sneene 24
(A) Aplicacéo do LED vermelho. (B) Aplicacgdo do LED verde. (C) Os
4 pontos de aplicacéo realizados no dorso do rato .........ccccceeeereerveennen, 26
(A) Equipamento MoticEasyScan Pro. (B) Software Aperio
IMAGESCOPE. ettt 97
(A) Mastdcitos Tipo 1 (MCT1). (B) Mastdcitos Tipo 2 (MCT2). (C)
Mastocitos TIPO 3 (MCT3)....ccueieiiirieieierie e 8
Gréfico box plot ilustrando a quantidade de mastdcitos de acordo com
0s subtipos, em diferentes tempos de avaliacdo (7, 14, 21, 28 e 32 dias
apos a queimadura). a Mastdcitos tipo 1. b Mastocitos tipo 2................ 45

Grafico box plot ilustrando a quantidade de mastocitos de acordo com
0s subtipos, em diferentes tempos de avaliacéo (7, 14, 21, 28 e 32 dias

apos a queimadura). a Mastocitos tipo 3. b Mastocitos totais................. 46



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Analise da quantidade de mastocitos subtipos 1, 2, 3 e totais em grupos
experimentais, em diferentes tempos de avaliacdo (7, 14, 21, 28 e 32 dias

APOS @ QUETMAAUIA)....c.veeveeeeeciieiieeiesieeseeeesaeste e staesae e sreesre s e e sreeneeeneesreas



CESED
CEUA

Cm

cm?

cm3

CO
CONEP

CTR
EGF

FCM
FGF-2

g
IL 10

IL8
IL-1
IL-4
IL-6
J
Kg
KGF

LED
MCP-1

MCT
MCT 1
MCT 2
MCT 3
MCTs

Mg
MIP-alpha

mil
mw
nm
PB
PDGF

S
SP
TGF-beta

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Mais ou menos (simbolo matematico).
Centro de Ensino Superior e Desenvolvimento.
Comissao de Etica no Uso de Animais.

Centimetro (unidade de comprimento).

Centimetro quadrado (unidade de comprimento).
Centimetro cubico (unidade de comprimento).
Grau Celsius (unidade de temperatura).

Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa.

Controle.

Do inglés epidermal growth factor, traduzido como fator de crescimento
epidérmico.

Faculdade de Ciéncias Médicas.

Do inglés fibroblast growth fator-2, traduzido como fator de crescimento
fibrobléastico-2.

Grama (unidade de medida de massa).

Do inglés interleukyne-10, traduzido como interleucina-10.

Do inglés interleukyne-8, traduzido como interleucina-8.

Do inglés interleukyne-1, traduzido como interleucina-1.

Do inglés interleukyne-4, traduzido como interleucina-4.

Do inglés interleukyne-6, traduzido como interleucina-6.

Joule (unidade de energia).

Quilograma (unidade bésica de massa).

Do inglés keratinocyte growth factor, traduzido como traduzido como fator de
crescimento de queratindcito.

Do inglés Light Emitting Diode, traduzido como Diodo Emissor de Luz.

Do inglés monocyte chemoattractant protein-1, traduzido como proteina
quimioatraente de mondcitos-1.

Mastacito.

Mastocitos tipo 1.

Mastacitos tipo 2.

Mastocitos tipo 3.

Mastocitos.

Miligrama (unidade de massa).

Do inglés macrophage inflammatory protein-1 Alpha, traduzido como
proteinas inflamatorias de macrofagos-alfa.

Mililitro (unidade de volume).

Miliwatt (unidade de poténcia).

Nandmetro (unidade de comprimento).

Paraiba (estado do Brasil).

Do inglés platelet-derived growth factor, traduzido como fator de crescimento
derivado de plaguetas.

Segundos (unidade de medida de tempo).

Sé&o Paulo (estado do Brasil).

Do inglés transforming growth factor-beta, traduzido como fator de
transformacéo de crescimento beta.

TNF-alpha Do inglés tumor necrosis factor-alfa, traduzido como fator de necrose tumoral



alfa.

VEGF Do inglés vascular endothelial growth factor, traduzido como fator de
crescimento endotelial vascular.



2.1
2.2

31
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7
3.8
3.9
3.10
311

3.12
3.12.1
3.13

41
4.2

SUMARIO

Péagina
CONSIDERACOES INICIAIS......coo e 16
OBUIETIVOS......c. oot sttt et 20
(O o] L= LAV o X [=] - | RS 20
ODbjJetiVos ESPECITICOS. .....viveiiiirieiiice e 20
METODOLOGIA......cooe e 21
CONSIAEIAGOES BLICAS. ....c.ceeeveeeieiiririsieieie st 21
Caracterizagao d0 €STUO..........cccevviieiceieee e 21
AMOSTIA. ...t r e st ren e nne e 21
GrupO0S EXPEIIMENTAIS. .....cciviiveeciieceie e ns 21
VAFTAVEIS. .....cvveveiieiee ettt ettt ettt ettt 21
ANESTESIA € TFICOTOMIA. ... .cveciiiiieieie e 22
INAUGEOD da QUEIMAAUIA........cceiiiiieieicicse e 23
Caracteristicas d0 LED..........ccccoooveieiiiiie e 24
Caracteristicas do tratamento..........cccoereririieneiee e 24
Eutanasia doS aniMaiS..........cccveveierieierieie s se e 25
Processamento NiStOIOQICO. .......couvrruriiiriiirieeee e s 25
ANAlISE MOFTOIOQICA. ......cueueiiieieeie e 26
Identificacdo e quantificacdo doS MaStOCItOS. ........ccvvveevereerieierieeres e 26
ANALISE ESTALISTICA. ... cvevcviicieicee e 27
ARTIGO ...ttt 28
APFESENTAGEAD. ......eeeeeeeieeiereete ettt ettt 28
Artigo @ Ser SUDMETIAO. .........ciiiiiire e 29
CONSIDERACOES FINAIS. ... 46
REFERENCIAS.......ootiiieieesse sttt 47
APENDICE Aottt 52
ANEXO Aottt ettt s 53

ANEXO B 54



16

1 CONSIDERACOES INICIAIS

A pele, sendo a camada externa e maior 6rgao do corpo, atua como uma barreira fisica
e proporciona protecdo direta ou indireta contra uma variedade de fatores pro-oxidantes
prejudiciais (Coma et al., 2021; Lateef et al., 2019; Darby et al., 2014). Além disso, sua
estrutura complexa inclui diferentes camadas, como a epiderme, a derme e a hipoderme, cada
uma desempenhando papéis essenciais na regulacdo da temperatura, hidratacdo e sensacéo,
enquanto também sendo suscetiveis a graus variados de queimaduras e lesdes cutaneas,
resultantes de exposicdo a calor, substancias quimicas ou radiacdo ultravioleta (Atiakshin;
Buchwalow; Tiemann, 2020).

Classificadas em diferentes graus de acordo com a profundidade e a extensao da leséo,
as queimaduras de terceiro grau sdo caracterizadas por uma destruicdo completa da epiderme e
derme, atingindo também tecidos mais profundos, como musculos e 0ssos (Coma et al., 2021;
Andrade et al., 2020; Adorno, 2019; Brassolatti et al., 2016).

As queimaduras de terceiro grau sdo amplamente reconhecidas como as lesbes mais
graves na pele, acarretando consequéncias significativas para a pele. Essas lesbes podem
ocasionar perda de sensibilidade na area afetada e resultar em incapacidade funcional, uma vez
que a pele desempenha um papel fundamental na prote¢do, regulacdo térmica e percepgdo
sensorial do organismo (Andrade et al., 2020; Adorno, 2019; Brassolatti et al., 2016).

Essas queimaduras sdo caracterizadas por apresentarem uma coloracdo palida ou escura,
além de uma textura seca e rigida, destacando que essas lesdes podem cicatrizar com a contracao
das bordas, culminando em deformidades ou na formagao de cicatrizes. E valido ressaltar que
a sensacdo de dor frequentemente é reduzida ou inexistente em tais casos, devido a
profundidade da lesdo que afeta as terminagdes nervosas da area (Coma et al., 2021; Lateef et
al., 2019; Oryan; Alemzadeh; Moshiri, 2017; Darby et al., 2014).

O processo inflamatorio é desencadeado imediatamente ap6s a lesdo, visando a remogéo
de detritos celulares e a ativagdo de MCTs, as chamadas sentinelas do sistema imunologico. A
liberacdo de histamina por esses tipos celulares promove vasodilatacdo e aumento da
permeabilidade vascular, permitindo o recrutamento de células inflamatérias para o local
afetado (Burgess et al., 2022; Yeganeh; Tahmasebi; Esmaeilzadeh, 2022).

A resposta inflamatoria é crucial para o inicio do processo, uma vez que estimula a
liberacdo de fatores de crescimento, citocinas e outros mediadores que desempenham papel
fundamental na proliferagdo e migracdo de células envolvidas na cicatrizacdo (Lateef et al.,
2019; Silveira et al., 2016; Freitas; Hamblin, 2016).
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Durante a fase de reparo tecidual, ocorre a ativacéo de células-chave, como fibroblastos
e queratindcitos, que desempenham um papel fundamental na sintese de novo tecido, visando
a restauracdo da integridade da pele. No entanto, em queimaduras de terceiro grau, 0 processo
de reparo apresenta desafios particulares devido a extensdo e profundidade da lesdo (Atiakshin
et al., 2023; Coma et al., 2021; Darby et al., 2014).

A degradacdo da matriz extracelular lesionada e a sintese de novo tecido s&o etapas
cruciais no processo de reparacdo de queimaduras e restauracdo da integridade cutanea
(Atiakshin et al., 2023; Coma et al., 2021). Esses processos sdo cuidadosamente regulados por
interagBes complexas entre diferentes tipos celulares e mediadores bioquimicos. As
qgueimaduras geralmente resultam em isquemia tecidual e inflamacéo, levando ao aumento do
namero de MCT, que desempenham um papel significativo no controle desses eventos
bioquimicos e celulares durante o processo pro-inflamatorio e de reparacdo tecidual em
queimaduras (Atiakshin et al., 2023; Komi; Khomtchouk; Santa Maria, 2020; Wilgus; Wulff,
2014).

Os MCTs sdo células do sistema imunologico residentes nos tecidos,
desempenhando funcdes multifacetadas na resposta inflamatoria e na modulacdo do
processo de reparo tecidual (Komi; Khomtchouk; Santa Maria, 2020; Plum et al., 2020).
Durante a degranulacdo, os MCTs liberam uma série de mediadores, incluindo fatores
quimiotéticos, citocinas e proteases (Figura 1), que contribuem para a degradacdo da matriz
extracelular lesada e para a sintese de novo tecido. Além disso, os MCTs armazenam e
liberam proteinas anti-inflamatdrias envolvidas na regulacdo da inflamacdo, apoptose e
diferenciacéo celular (De Santana Cerqueira et al., 2023; Bagheri et al., 2018; Wernersson;
Pejler, 2014; Wilgus; Wulff, 2014).

Figura 1. Mediadores dos mastocitos e suas fungdes no reparo em lesdes. Os varios mediadores quimicos
liberados contribuem nas diferentes fases do reparo tecidual (Modificado de Wernersson, Pejler, 2014; Wilgus,
Wulff; 2014).
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Mediadores dos mastdcitos Fung¢Ses dos mastécitos
durante reparo tecidual
Citocinas e Quimiocinas
TNF-a, IL-1, IL-4, IL-6, IL-8,
IL-10, MCP-1, MIP-a ™S

Inflamagao

. Angiogénese
Proteases

Triptases, Quimases
— Reepitelizagdo
Aminas vasoativas __—

Histamina, Heparina S Migracdo e ativaio de

fibroblastos
Fatores de crescimento

EGF, FGF-2, KGF, PDGF, - o
TGF-B, VEGF Formagdo de cicatrizes

Fonte: do autor.

Dessa forma, as interacbes dos MCTs no processo de reparo tecidual em queimaduras
de terceiro grau tém sido objeto de estudo e podem influenciar a eficiéncia e a qualidade da
cicatrizacao (Atiakshin et al., 2023; Atiakshin; Buchwalow; Tiemann, 2020; Plum et al., 2020;
Bagheri et al., 2018).

Estudos que investigaram a expressao e quantificacdo dos mastécitos no processo de
reparo de tecidual, por meio da terapia de fotobiomodulagdo, demostraram resultados
promissores do potencial dessas células no processo inflamatorio, quando irradiadas, abrindo
novas perspectivas, para novos estudos (De Santana Cerqueira et al., 2023; Ahmadi et al., 2022;
Bagheri et al., 2018).

A terapia de fotobiomodulacdo é uma modalidade terapéutica que utiliza a luz como
agente para modular processos bioldgicos e desencadear respostas fisiologicas benéficas. Uma
de suas fontes luminosas é através do uso de diodos emissores de luz (LED) (Dompe et al.,
2020; Brassolati et al., 2016; Avci et al., 2013).

Os LEDs séo dispositivos semicondutores capazes de emitir luz em diferentes
comprimentos de onda, ndo possui as caracteristicas de colimacdo, coeréncia espacial e
temporal, tipicas dos lasers, no entanto, a resposta celular a terapia com luz ndo esta
necessariamente relacionada a propriedades especificas da luz laser, uma vez que essas
propriedades sdo perdidas durante a interacdo da luz com o tecido bioldgico (Hadis et al., 2017;
Paraguassu et al., 2014).

A terapia de fotobiomodulagdo com LED pode ser utilizada tanto em tratamentos
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convencionais como complementares, e assim como a terapia a laser, tem demonstrado efeitos
positivos na promogéo da angiogénese e vascularizacdo do tecido (Farias; Catdo, 2022; Melo
et al., 2018; Fernandes Neto; Nonaka; Catdo, 2019; Oliveira Sampaio et al., 2013; Sousa et al.,
2013).

Estudos que investigaram a eficacia da fotobiomodulagéo utilizando luz LED vermelho
na cicatrizagdo de queimaduras de terceiro grau em modelos in vivo relataram uma reducao
significativa no namero de células inflamatdrias nos grupos estudados (Silveira et al., 2016;
Melo et al., 2018). Além disso, observou-se uma diminuicao na area da ferida, um aumento no
namero de fibroblastos, sintese de coldgeno e aumento de indice angiogénico nos tecidos
tratados com terapia de fotobiomodulagéo (Fernandes Neto; Nonaka; Catéo, 2019; Neves et al.,
2014; Oliveira Sampaio et al., 2013).

Estudos encontrados na literatura cientifica investigaram os efeitos in vivo do LED
verde na cicatrizagdo de queimaduras de terceiro grau na pele. Essas pesquisas observaram uma
aceleracdo no processo de cicatrizacdo dessas lesbes, atribuida ao estimulo da
transdiferenciacdo de fibroblastos em miofibroblastos (Simdes et al., 2020), formacao de novos
vasos sanguineos (Simdes et al., 2020; Catdo et al., 2015), efeito anti-inflamatorio (Catéo et al.,
2016) e a maturacdo das fibras colagenas nos periodos de 3, 7, 11, 21 e 28 dias (Simdes et al.,
2020).

Embora existam alguns estudos do uso de LED em queimaduras (Simdes et al., 2020;
Brassolati et al., 2016; Catdo et al., 2015) nenhum expde até 0 momento a analise dos efeitos
das terapia de LED vermelho e verde sobre MCT, investigacdes anteriores indicaram a
importancia da quimase liberada por essas células no processo de cicatrizacdo de feridas
induzidas por queimadura em ratos (Atiakshin et al., 2023), relacionada a densidade de
capilares, acimulo de colageno e nimero de MCT.

Os resultados dessas analises poderao ser Uteis para o melhor entendimento da acéo
dos MCTs no local da leséo e para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas no
tratamento de queimaduras. A presente investigacdo teve como objetivo determinar os

efeitos da fotobiomodulacgéo verde e vermelho em queimaduras cuténeas de terceiro grau.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito da fotobiomodulagdo com LED vermelho e verde nos MCTs em

queimaduras de terceiro grau.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a identificacdo e quantificacdo dos MCTs e seus subtipos presentes nas
areas de queimaduras de terceiro grau tratadas com terapia de fotobiomodulacao
utilizando LED vermelho e verde, nos periodos de 7, 14, 21, 28 e 32 dias.

e Comparar as quantidades de MCTs e seus subtipos entre 0s grupos terapéuticos
tratados com LED vermelho e verde, em relacdo ao grupo controle ndo tratado, nos

periodos de 7, 14, 21, 28 e 32 dias.
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3 METODOLOGIA

3.1 CONSIDERACOES ETICAS

Esta pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do
Centro de Ensino Superior e Desenvolvimento (CESED) de Campina Grande/PB (n° do
protocolo: 6809092016) seguindo os preceitos da lei brasileira 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).

3.2 CARACTERIZACAO DO ESTUDO
Este estudo tratou-se de uma pesquisa experimental pré-clinica e in vivo com

abordagem, analitica quantitativa.

3.3 AMOSTRA

Foram utilizados 75 ratos machos da espécie Rattus norvegicus, linhagem Wistar,
com idade entre 60 e 90 dias e massa corpdrea variando entre 200 e 250 gramas. Esses
animais foram obtidos do Biotério da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) em Campina
Grande/PB. Para o alojamento dos animais, foram utilizadas caixas plasticas de
polipropileno (41 x 34 x 16 cm), com capacidade para abrigar 5 ratos por caixa. Essas caixas
foram forradas com cama de maravalha e possuiam tampa de grade metalica para permitir a
ventilacao adequada. Os ratos tinham acesso a agua ad libitum por suc¢do em frasco de vidro
e foram alimentados com racdo padronizada (Presence® Ratos e Camundongos, Linha
Laboratorio, Paulinia, SP, Brasil). Os animais foram mantidos a temperatura do biotério em
22°C £ 2°C, com um ciclo de luz controlado de 12 horas de luz e 12 horas de escuro. Nao

houve exclusdo de animais nesta pesquisa.

3.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os 75 animais foram divididos por randomizagao simples em trés grupos experimentais:
grupo controle (CTRL) (n=25), grupo LED vermelho (VERM) (n=25) e grupo LED verde
(VERD) (n=25). Cada grupo experimental foi subdividido em subgrupos de 5 ratos para cada

tempo de eutandsia, que ocorreram nos dias 7, 14, 21, 28 e 32 ap0s a realizagdo da queimadura.

3.5 VARIAVEIS
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As variaveis independentes e dependentes analisadas no presente estudo estdo

listadas no Quadro 1.

Quadro 1. Elenco de variaveis analisadas no estudo.

VARIAVEL DEFINICAO CATEGORIA TIPO
Identificagdo e Quantificacdo ]
dos Mastdcitos. - MCTs Tipo 1;
. ) Dependente
Mastaocitos - MCTs Tipo 2; L
] (Quantitativa)
- MCTs Tipo 3.
y Tipo de terapia utilizada. - Grupo Controle;
Intervencgdo Independente
- Grupo LED vermelho; .
(Categorica)
- Grupo LED verde.
Tempo de Padrdo de dias para eutanasia - 7 dias; Independente
Eutanasia dos animais. 14 dias: (Categorica)
- 21 dias;
- 28 dias;
- 32 dias.

Fonte: do autor.

3.6 ANESTESIA E TRICOTOMIA

Previamente & da tricotomia e inducdo da queimadura nos animais foi administrada
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).
A administrac&o foi realizada na regido intraperitoneal utilizando uma seringa estéril de uso
unico (com agulha) de 1mL para insulina (SR®, Manaus, AM, Brasil) (FIGURA 2). Ap6s
constatar o estado anestésico profundo, os animais foram posicionados em decubito ventral
e realizou-se a tricotomia na regido dorsal, utilizando uma lamina de barbear (LORD® co.,
Alexandria, Egito), um porta-agulha e uma solucdo de digliconato de clorexidina 4%
(Riohex® 4%, Riogquimica, Sdo José do Rio Preto, SP, Brasil), uma metodologia utilizada

por nosso grupo de pesquisa (Fernandes Neto; Nonaka; Catdo, 2019) (FIGURA 2).

Figura 2. (A) Administracdo foi realizada na regiéo intraperitoneal utilizando uma seringa estéril de uso unico
(com agulha) de 1mL para insulina. (B) Realizacéo da tricotomia na regido dorsal.
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A|B

Fonte: do autor.

3.7 INDUCAO DA QUEIMADURA

Antes da queimadura foi realizada antissepsia topica na pele do animal com uma
gaze estéril embebida em solucdo de digliconato de clorexidina 0,5% (Riohex® 0,5%,
Rioquimica, S&o José do Rio Preto, SP, Brasil). Em seguida, o operador utilizou um
instrumento metalico previamente confeccionado com a ponta ativa chata, plana, com
dimensdo de 1 cm® (FIGURA 3) aquecida com na chama azul de um macarico por 40
segundos e encostou na pele do dorso do animal por 20 segundos (FIGURA 3). Essa
metodologia foi baseada no trabalho de Catéo et al. (2015). A confirmacéo das queimaduras
de terceiro grau foi feita pela observacgéo de destruicéo total da epiderme e derme nos cortes

histolégicos.

Figura 3. (A) Aguecimento do instrumento metalico na chama azul do macarico por 40s. (B) Instrumento
metalico aquecido em contato com a pele do animal por 20s.

. |
/ /y/ |

A B \ ’

Fonte: do autor.
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3.8 CARACTERISTICAS DO LED

Foi utilizado o LED vermelho do equipamento eletromédico Bios Therapy [I®
(BIOS Equipamentos Medicos, Sao Jose dos Campos, SP, Brasil) e 0 LED verde da marca
D-Light Green® (KONDORTECH, S&o Paulo, SP, Brasil) para a realizacdo da terapia de
fotobiomodulacdo. As informacBes técnicas de ambos os equipamentos podem ser

encontradas no quadro 2.

Quadro 2. InformagGes técnicas dos equipamentos utilizados para a fototerapia.

Bios Therapy 1I® D-Light Green®
Parametros
(LED Vermelho) (LED Verde)
Poténcia 300 mwW 180 mwW
Comprimento de onda 630 £ 10 nm 520 £ 30 nm
Densidade de Poténcia 0,03W/cm? 0,18W/cm2
Medida da ponta 0,7 cm 1,3cm
Modo de emissdo Continuo Continuo

Fonte: do autor.
3.9 Caracteristicas dos Tratamentos

A luz LED foi aplicada imediatamente apds a inducdo da queimadura por um Gnico
operador devidamente calibrado. As aplicacbes com luz LED foram repetidas diariamente,
exceto nos dias de eutanasia (FIGURA 4). As demais caracteristicas do tratamento podem ser

encontradas no quadro 3.

Quadro 3. Caracteristicas dos tratamentos realizados na pesquisa.
GRUPO CONTROLE GRUPO VERMELHO GRUPO VERDE

Aplicac0es diarias (exceto nos |AplicacOes diarias (exceto nos dias
dias de eutanasia), de forma de eutanasia), de forma pontual e

_ ) pontual e em contato com quatro | em contato com quatro pontos
Simulacéo de

pontos coincidentes com 0s coincidentes com os angulos da
tratamento de LED.

angulos da ferida, depositando 9 | ferida, depositando 60 J/cm?, 30
Jicmz, 30 segundos por ponto, | segundos por ponto, totalizando

totalizando 36 J/cm? por sesséo. 240 J/cm? por sessdo.

Fonte: do autor.
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Foi seguido rigorosamente todas as normas de biosseguranca, incluindo o uso de jaleco,
mascara, luvas de procedimento e dculos de protecdo para luz intensa. Além disso, foi utilizado
plastico filme de PVC na ponteira do equipamento como barreira de protecéo, a fim de prevenir

possiveis infeccdes cruzadas.

Figura 4. (A) Aplicacdo do LED vermelho. (B) Aplicacdo do LED verde. (C) Os 4 pontos de aplicacdo
realizados no dorso dos ratos.
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Fonte: do autor.

3.10 EUTANASIA DOS ANIMAIS

Apos o periodo experimental de cada subgrupo foi realizada a eutanésia dos animais, 0s
quais foram alojados em uma caixa hermeticamente fechada com algoddo embebido com
halotano (Tanohalo® 1mL/mL, Cristalia, Itapira, SP, Brasil). Dois avaliadores previamente
calibrados constataram a morte dos animais por meio da auséncia de reflexo corneal e
batimentos cardiacos. Em seguida as feridas foram excisadas, com bisturi e tesouras estéreis,
respeitando uma margem de seguranca de no minimo 0,5 cm, envolvidas com uma fina gaze e
acondicionadas em um recipiente plastico contendo formol a 10%, onde permaneceram
submersas por 24 horas. Todos os recipientes foram devidamente etiquetados com o0 nome do
grupo e subgrupo experimental, nimero do animal e data da eutanasia. Ap0s a eutanasia, 0s

animais foram recolhidos por uma empresa especializada e encaminhados para incineracao.

3.11 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Os referidos cortes teciduais foram estendidos em laminas de vidro e submetidos aos
métodos de coloragéo histoquimica descritos abaixo, de acordo com os protocolos estabelecidos
no Laboratdrio de Anatomia Patologica do Departamento de Patologia da Universidade Federal
do Rio Grande do Norte (UFRN) — Campus Central.

Os espécimes, fixados em formol a 10%, e incluidos em parafina, foram submetidos a
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cortes de 3um de espessura. Em sequéncia, os cortes teciduais foram estendidos em laminas de

vidro, seguindo os protocolos descritos a seguir:

= Desparafinizacdo: 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 (0,1g de azul de toluidina + 100ml de &gua
destilada) (10 minutos);

= Lavagem em agua destilada (5 minutos);

= Trés banhos em alcool etilico absoluto (8 mergulhos em cada alcool);

= Trés passagens em xilol (10 mergulhos em cada xilol);

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

3.12 ANALISE MORFOLOGICA

3.12.1 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DOS MASTOCITOS

Apbs coloracdo em azul de toluidina, as laminas coradas com azul de toluida foram
escaneadas em imagens digitais de alta resolugédo (Leica Biosystems Imaging, IL, USA) com
ampliacdo de x400 (Figura 5), e, posteriormente, visualizados no programa Aperio ImageScope
12.4.6.5003 (Leica Biosystems Pathology Imaging, IL, USA) (Figura 5).

Figura 5. (A) Equipamento Leica Biosystems Imaging. (B) Software Aperio ImageScope.

Fonte: do autor.

Para a contagem dos MCTs, um examinador previamente treinado, sem
conhecimento dos dados clinicos relacionados aos casos, avaliou toda a area viavel da leséo,
utilizando a ferramenta Counter Tool, de acordo com a metodologia adaptada de Bagheri et

al. (2018). Durante a contagem, foram identificados os trés tipos de MCTs com base no grau
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de degranulagdo das células: MCTs intactos (mastdcitos tipo 1 - MCT1); MCTs com
granulos liberados, mas com borda celular intacta (mastécitos tipo 2 — MCT2); MCTs com
grande degranulacéo e desintegracdo parcial ou completa da borda celular (mastdcitos tipo
3 - MCT3) (Figura 6).

Figura 6. (A) Mastdcitos Tipo 1 (MCT1). (B) Mastocitos Tipo 2 (MCT2). (C) Mastocitos Tipo 3

(MCT3).
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Fonte: do autor.

Todos os dados foram anotados em uma ficha especifica (APENDICE A).
3.13 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos com as analises morfoldgicas foram organizados em um banco de
dados informatizado com o auxilio do programa IBM SPSS Statistics (versdo 20.0; IBM Corp.,
Armonk, NY, USA). Os dados obtidos com analises dos MCTs foram submetidos ao teste de
Shapiro-Wilk, o qual revelou auséncia de distribui¢cdo normal. As comparac@es das medianas
dos mastocitos entre os grupos de estudo foram realizadas por meio do teste ndo paramétrico
de Mann-Whitney. Todas as anlises foram conduzidas considerando um 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 P6s-Graduagdo em Odontologia da UEPB. Como resultado da execucéo desse
projeto, um artigo é apresentado nesta dissertacdo: “Resposta fotobioldgica dos mastocitos
ao Diodo Emissor de Luz (LED) verde e vermelho em queimaduras cutaneas de
terceiro grau”.

O referido artigo sera submetido ao periddico Lasers in Medical Science (ISSN:
1435-604X; Fator de impacto [2023]: 2.555; Qualis CAPES/Odontologia: A2), cujas
normas para submissdo de trabalhos estdo apresentadas no Anexo B.
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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos fotobiomoduladores do Diodo Emissor de Luz
(LED) vermelho e verde nos MCTs e seus subtipos em queimaduras de terceiro grau em pele.
Foram utilizados 75 ratos Wistar, divididos em controle (CTRL) (n=25), LED vermelho
(VERM) (n=25) e LED verde (VERD) (n=25) com subgrupos (n=5) para cada tempo de
eutanasia (7, 14, 21, 28 e 32 dias). Os animais tratados foram irradiados com VERM (630 * 10
nm, 300mW, 0,03W/cmz, 9 J/cm?, 30 segundos, por ponto) e VERD (520 + 30 nm, 180mW,
0,18 W/cmz, 60 J/cmz?, 30 segundos, por ponto) diariamente. Cortes histoldgicos foram corados
em azul de toluidina e escaneados em alta resolugdo. Em sequéncia, foram quantificados os
MCT (totais e subtipos (MCT1, MCT2 e MCT3) em toda a area vidvel das lesdes. Ndo houve
diferencas estatisticamente significativas nos MCT2 entre 0s grupos e os tempos (p>0,05). Os
grupos irradiados mostraram um aumento no nimero de MCTotais em 7, 14 e 21 dias (p<0,05).
Houve diminuicdo, nos grupos irradiados. de MCT1 em todos os periodos de tempo quando
comparados ao CTRL (p<0,05). Os indices mais significativos estiveram nos MCT3, com
intensa degranulacédo, observados no VERM aos 7, 14, 21 dias (p<0,009) e do VERD aos 14
dias (p<0,009) e 32 dias (p<0,028) comparados ao controle, e entre 0 VERM e 0 VERD aos 7
dias (p<0,009). Os resultados sugerem que, dependendo do periodo, o LED vermelho e verde
podem modular o processo de recrutamento e degranulagdo de MCT em queimaduras no de

terceiro grau em pele.

Introducéo

As queimaduras cutaneas sdo lesbes decorrentes da exposicdo ao calor, substancias
quimicas, eletricidade ou radiacdo, podendo ocasionar danos extensos e graves a pele [1-3].
Classificadas em diferentes graus de acordo com a profundidade e a extensdo da lesdo, as
qgueimaduras de terceiro grau sdo caracterizadas por uma destruicdo completa da epiderme e
derme, atingindo também tecidos mais profundos, como musculos e 0ssos. Além do intenso
sofrimento doloroso, tais lesdes podem ocasionar perda de sensibilidade na area afetada e
resultar em incapacidade funcional [1, 4, 5].

O processo de reparo dessas lesdes envolve interagdes complexas entre diferentes tipos
celulares e mediadores bioquimicos. As queimaduras geralmente resultam em isquemia tecidual
e inflamagdo, levando ao aumento do ndimero de MCTs, que desempenham um papel

significativo no controle desses eventos celulares durante o processo de reparacéo tecidual de
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queimaduras [6-8].

Os MCTs sdo células do sistema imunolodgico residentes nos tecidos, desempenhando
funcbGes multifacetadas na resposta inflamatdria. Através de sua degranulacéo, liberam uma
série de mediadores, incluindo fatores quimiotaticos, citocinas e proteases, que contribuem para
0 inicio do processo inflamatério e para a sintese de novo tecido [7, 8]. Dessa forma, as
interaces dos mastdcitos no processo inflamatorio e no reparo tém sido objeto de estudo na
area de modulacéo de suas funcdes, por meio da fotobiomodulacao abrindo novas perspectivas
para estas células [6, 8, 9].

Diversos métodos terapéuticos tém sido investigados para aprimorar a cicatrizacdo de
feridas. Entre essas abordagens, destaca-se a terapia de fotobiomodulacdo utilizando o Light
Emitting Diode (LED). Essa forma de irradiacdo, caracterizada por ser de baixa intensidade,
ndo-térmica e ndo-ablativa, demonstrou a capacidade de estimular ou inibir diretamente
processos celulares e biolégicos envolvidos no processo de cicatrizagdo [10-12].

Estudos que investigaram a eficacia da fotobiomodulacédo utilizando o LED vermelho
na cicatrizacdo de queimaduras de terceiro grau em modelos in vivo relataram uma reducéo
significativa no numero de células inflamatérias nos grupos estudados [10, 13, 14]. Além disso,
observou-se uma diminuicdo na area da ferida, um aumento no nimero de fibroblastos, sintese
de colageno e aumento de indice angiogénico nos tecidos tratados com terapia de
fotobiomodulagdo [12, 15, 16].

Apenas um pequeno numero de estudos encontrados na literatura cientifica investigou
os efeitos in vivo do LED verde na cicatrizacdo de queimaduras de terceiro grau na pele [10,
17, 18]. Essas pesquisas observaram uma aceleragéo no processo de cicatrizagdo dessas lesoes,
atribuida ao estimulo da proliferagdo de fibroblastos, ao efeito anti-inflamatdrio e a maturagédo
das fibras colagenas.

Entretanto, nenhum desses estudos trouxe até 0 momento a anélise dos efeitos dessas
terapias de LED vermelho e verde em MCT. Investigacdes anteriores indicaram a importancia
da quimase liberada por essas células no processo de cicatrizacdo de feridas induzidas por
gueimadura em ratos, relacionada a densidade de capilares, acimulo de colageno e nimero de
MCT [9, 19-21].

Diante disso, 0 objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos fotobiomoduladores do LED

vermelho e verde em MCTSs presentes em queimaduras de terceiro grau.
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Materiais e Métodos

Esta pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do
Centro de Ensino Superior e Desenvolvimento (CESED) de Campina Grande/PB (n° do
protocolo: 6809092016) seguindo os preceitos da lei brasileira 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).

Animais

Foram utilizados 75 ratos machos Wistar, com idade entre 60 e 90 dias e massa corporea
entre 200 e 250 gramas, clinicamente saudaveis, provenientes do Biotério da Faculdade de
Ciéncias Médicas (Campina Grande, PB, Brasil). Os animais receberam agua ad libitum, racéo
padronizada e a temperatura do biotério foi mantida em 22°C + 2°C, sob iluminacgéo controlada

(12 horas de ciclo claro/escuro).

Grupos Experimentais

Os 75 animais foram divididos por randomizacao simples em grupo controle (CTRL)
(n=25) e grupo LED vermelho (VERM) (n=25), e grupo LED verde (VERD) (n=25), com
subgrupos de cinco ratos para cada tempo de eutanasia (7, 14, 21, 28 e 32 dias apds a

queimadura).

Anestesia e Tricotomia

Todos os animais foram anestesiados com uma associacdo 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. Constatado plano anestésico
profundo, foi realizada a tricotomia no dorso, utilizando I&mina de barbear (LORD® co.,
Alexandria, Egito), porta-agulha e gel de digliconato de clorexidina 4% (Riohex® 4%,

Rioguimica, Sdo José do Rio Preto, SP, Brasil).

Queimadura

O operador calibrado realizou previamente a queimadura uma antissepsia topica na pele
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do animal, utilizando gaze estéril embebida em solucdo de digliconato de clorexidina 0,5%
(Riohex® 0,5%, Rioquimica, Séo Jose do Rio Preto, SP, Brasil). O animal foi colocado em
plano anestésico profundo, e a queimadura foi executada usando um instrumento metalico com
uma ponta ativa plana e dimenséo de 1 cm3. Essa ponta foi aquecida pelo contato direto com a
chama azul de um macarico por 40 segundos e encostada na pele do dorso do animal por 20
segundos, seguindo a metodologia de Catéo et al., [17]. A confirmacdo das queimaduras de
terceiro grau foi feita pela observacdo de destruicdo total da epiderme e derme nos cortes

histologicos.

Terapia de fotobiomodulacéo

Com os equipamentos Bios Therapy 1I® (Bios Equipamentos Médicos, Sdo José dos
Campos, SP, Brasil) e D-Light Green® (Kondortech, Sdo Paulo, SP, Brasil) foi realizado a
terapia de fotobiomodulacdo com LED vermelho e verde, respectivamente. A luz LED foi
irradiada de forma continua em vermelho (630 £ 10 nm, 300 mW, 9 J/cm? por ponto, 30
segundos) e em verde (520 £ 30 nm, 180 mW, 60 J/cm? por ponto, 120 segundos) em contato
com os quatro angulos da ferida (total: 36 J/cmz2, 120 segundos e 240 J/cm?, 480 segundos),
recobrindo toda a lesdo. O tratamento foi realizado diariamente, exceto nos dias de eutanasia.

No grupo controle (CTRL), foi simulado a fototerapia com o equipamento desligado.

Eutanésia e Processamento Histoldgico

Apos o periodo experimental de cada subgrupo foi realizada a eutanésia dos animais, 0s
quais foram alojados em uma caixa hermeticamente fechada. Nessa caixa foi utilizado algodao
embebido com halotano (Tanohalo® 1mL/mL, Cristalia, Itapira, SP, Brasil). Dois avaliadores
previamente calibrados constataram a morte dos animais por meio da auséncia de reflexo
corneal e batimentos cardiacos.

As lesbes foram removidas respeitando uma margem de no minimo 0,5 cm. Apoés
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 corados

com azul de toluidina.

Analise Morfologica

Um unico avaliador realizou as analises de forma cega. Os cortes histoldgicos foram
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escaneados em imagens digitais de alta resolugdo (Leica Biosystems Imaging, IL, USA) com
ampliacdo de x400 e, posteriormente, visualizados no programa Aperio ImageScope
12.4.6.5003 (Leica Biosystems Pathology Imaging, IL, USA). A contagem dos mastdcitos foi
realizada em toda a area vidvel da lesdo utilizando a ferramenta Counter Tool, de acordo com a
metodologia adaptada de Bagheri et al. [9].

Durante a contagem, foram identificados os trés tipos de MCTs com base no grau de
degranulacdo das células: MCTs intactos (mastocitos tipo 1 - MCT1); MCTs com granulos
liberados, mas com borda celular intacta (mastécitos tipo 2 — MCT2); MCTs com grande
degranulagdo e desintegracdo parcial ou completa da borda celular (mastocitos tipo 3 - MCT3).
Foi contabilizado a quantidade de cada tipo e o nimero total de MCT, para cada animal.

Analise Estatistica

Os resultados obtidos com as analises morfologicas foram organizados em um banco de
dados informatizado com o auxilio do programa IBM SPSS Statistics (versdo 20.0; IBM Corp.,
Armonk, NY, USA). Os dados obtidos com a quantificacdo dos MCTs foram submetidos ao teste
de Shapiro-Wilk, o qual revelou auséncia de distribui¢do normal. As comparacgdes das medianas
dos MCTs entre os grupos de estudo foram realizadas por meio do teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney. Todas as analises foram conduzidas considerando um nivel de significancia de
5% (p < 0,05).

Resultados

Influéncia da fotobiomodulagédo com LED nos subtipos de MCTs

Os resultados dos estudos de microscopia de luz encontram-se sumarizados na Tabela
1. Os resultados graficos para os subtipos de MCTs 1 e 2 nos dias 7, 14, 21, 28 e 32 (Fig. 1a,b)
e MCTs 3 (Fig. 2a).

Nos dias 7, 14, 21 e 32, o grupo CTRL apresentou quantidades significativamente
maiores de MCT1 em relagdo aos grupos VERM e VERD, exceto no dia 28, em que o grupo
CTRL teve nimeros notavelmente maiores de MCT1 em relacdo a VERD (p = 0,009). Para os
MCT2, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre 0s grupos ou
periodos. Quanto aos MCT3, VERM apresentou maiores quantidades quando comparado ao
que CTRL e VERD nos dias 7 e 14 (p = 0,009). Aos 21 dias, foram constatadas menores
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quantidades de MCT3 no grupo CTRL quando comparado aos grupos VERM (p = 0,009) e
VERD (p = 0,047). No dia 32, VERD foi significativamente maior que CTRL (p = 0,028).

Influéncia da fotobiomodulacdo com LED no numero total de MCTs

Os resultados graficos para nimero total de MCT nos dias 7, 14, 21, 28 e 32 (Fig. 2b).

Nos dias 14 e 21, VERM apresentou quantidades significativamente e notavelmente
maiores de MCTtotais em comparacdo com CTRL (p = 0,047, p = 0,009 respesctivamente),
com excecdo do dia 7, em que VERM teve niveis notavelmente maiores em relacdo ao grupo
VERD (p = 0,009). No dia 21, tanto VERM quanto VERD tiveram MCTtotais notavelmente e
significativamente maiores do que CTRL (p = 0,009, p = 0,047, respectivamente). Entretanto,
nos dias 28 e 32, ndo foram observadas diferencas significativamente estatisticas em MCTtotais

entre os grupos de estudo.

Discussao

Os mecanismos da resposta inflamatéria através da fotobiomodulacdo tém sido
minuciosamente investigados. Um recente estudo de nosso grupo ressaltou o papel relevante
dos MCTs na regulacdo das células inflamatorias nos estagios iniciais, especialmente aos 7 dias,
com foco em LED azul [12]. A complexa modulacdo dos MCTs e a interacdo deles com a
amplificacdo ou reducdo do processo inflamatdrio por meio da ativacdo pela luz destacaram um
potencial notavel para o envolvimento direto dessas células nesse processo [24]. Dentro desse
contexto, evidéncias emergentes sugerem de maneira consistente que a modulagdo dos MCTs
induzida pela fotobiomodulacéo tem a capacidade de influenciar o aumento ou a diminuicdo da
resposta inflamat6ria em queimaduras.

Ao estudarem feridas causadas por laser de CO?, Melo et al. [11], verificaram aumento
de células inflamatdrias apds 7 dias, e aos 14 e 21 dias verificaram uma diminuic¢do gradativa
no grupo LED. Nossos achados estdo alinhados aos encontrados por Melo et al. [11], alinhando
0 achado de aumento dos MCT3 em estagios iniciais do processo inflamatério, e a menor
presenca de MCT3 nos estagios finais do processo de cicatrizacdo. Neste sentido, os achados
corroboram aos encontrados por estudos anteriores [13, 16], que indicam uma atividade anti-
inflamatoria do LED.

Investigages prévias [20, 18], relataram a redugdo da degranulacdo de MCTs. Ao

investigarem os efeitos da fotobiomodulacdo, Kouhkheil et al. [20], em meio condicionado nas
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feridas infectadas de ratos diabéticos, observaram a reducéo de MCTotais e MCT1 no dia 15 e
MCT3 no dia 7 em grupos irradiados. Ao estudarem fotobiomodulacdo em feridas de
cicatrizacao tardia em ratos diabéticos, Ahmadi et al. [18], constataram aumento de MCT1 e
diminuicdo de MCT3 nos grupos irradiados, o que difere dos nossos achados de aumento de
MCT3 em grupos irradiados. Nosso achado de diminuicdo de MCT1 nos grupos irradiados
corrobora com o resultado encontrado por Kouhkheil et al. [20]. Esses resultados sugerem que
condicgdes sistémicas podem influenciar a ativacdo e liberagdo de granulos pelos MCTs,
afetando os resultados da fotobiomodulacao.

Os estudos de Cerqueira et al. [17] e Bagheri et al. [9] proporcionam uma Viséo
abrangente sobre a acdo da fotobiomodulacdo nos MCTs e seu impacto nos processos
inflamatdrios e de cicatrizacdo. Esses estudos demonstraram que a fotobiomodulagéo reduziu a
degranulacdo dos MCTs, o0 que acelerou o processo inflamatorio [9, 17]. Em contraste, nosso
estudo revelou um aumento significativo da degranulagdo de mastocitos nos grupos de
fotobiomodulagéo em estégios iniciais de inflamacéo, com menor presenca de degranulagdo no
grupo controle.

Essas diferencas podem ser atribuidas as condicdes sistémicas pois, assim como o
diabetes, o tratamento quimioterapico mantém o organismo em condicdo pré-inflamatdria
cronica influenciando o comportamento dos MCTs [22]. A correlagdo entre os estudos citados
e nossos achados, destaca a complexidade da resposta dos mastocitos a fotobiomodulacéo e a
importancia de considerar o contexto sistémico para compreender seus efeitos moduladores em
diferentes estagios da inflamacdo e cicatrizacao.

Os resultados desse estudo fornecem uma perspectiva abrangente sobre a agédo do LED
verde, de forma similiar a estudos prévios [10, 21]. O LED verde mostrou potencial para
estimular a angiogénese nos estagios iniciais da inflamacdo, e também influenciar a
diferenciacdo de miofibroblastos em estagios finais do processo de reparacdo de queimaduras
cuténeas de terceiro grau [10, 21]. Nosso achado de maior degranulacdo de mastécitos do tipo
3 em estagios iniciais esta relacionado com a liberagdo de mediadores pelos mastdcitos, como
a histamina, que promove vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular, facilitando a
migracdo e proliferacdo de células envolvidas na angiogénese. Esses eventos iniciais de
degranulacdo dos mastdcitos desencadeiam papel crucial, culminando no fornecimento de
nutrientes e oxigénio para os miofibroblastos, uma interdependéncia que contribui para a
eficacia do processo de inflamacdo e de reparacgéo tecidual [6, 7, 9, 22].

No estudo de Alencar Neto [12] foi investigado os efeitos do LED azul na cicatriza¢éo

de terceiro grau em ratos, e foi relatado uma maior concentracdo de MCTotais e dos subtipos
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MCT1, MCT2 e MCT3 no grupo tratado com esse comprimento de onda em todos os periodos
experimentais, exceto aos 28 dias, onde especificamente o nimero de MCT3 foi superior no
grupo controle. Aos 21 dias, foram observadas diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05), entre os grupos de tratamento com LED azul e o grupo controle para os trés tipos de
MCTs e o nimero total de MCTs. Aos 32 dias, também foram observadas diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05), na contagem de MCT1, MCT2 e MCTotais.

Esses achados de Alencar Neto [12] sugerem concordancia com os resultados do
presente estudo, que também mostrou uma maior presenca de MCTs do tipo 3 no grupo de
tratamento com fotobiomodulagéo, utilizando LED vermelho em 21 dias e no grupo de LED
verde aos 32 dias. Ambos os estudos indicam uma influéncia positiva da terapia com
fotobiomodulacdo em MCTs, especialmente no subtipo MCT3, em diferentes tempos de
avaliacdo.

Com base nestas pesquisas e nos nossos achados, sugere-se que o tratamento com LED
em diferentes comprimentos de onda pode modular os diferentes subtipos de MCTs, em
diferentes momentos do processo inflamatorio.

A presenca aumentada de MCT3 no grupo tratado com LED verde aos 32 dias pode
estar relacionada a uma resposta anti-inflamatoria deste comprimento de onda, atuando como
regulador do processo. No que se refere ao aumento de mastdcitos tipo 3 no grupo tratado com
LED vermelho em periodos iniciais da inflamac&o pode sugerir uma resposta inflamatoéria mais
robusta nesse estagio do processo, essa resposta pode estar associada a liberacdo de mediadores
pré-inflamatorios, como a histamina, que podem influenciar a migracdo, proliferacdo e
atividade dos fibroblastos, impactando na formacéo do tecido cicatricial e no processo de
reparacao tecidual [6, 7, 9, 23].

No entanto, é importante ressaltar que mais estudos sdo necessarios para elucidar
completamente os mecanismos moleculares subjacentes e a interacdo dos mastocitos na cascata
de inflamacdo e sua correlacdo com condicdes sistémicas e células, como os fibroblastos,
durante o processo de cicatrizacéo.

A dinamica da matriz extracelular, notadamente no que concerne as fibras colagenas,
desempenha um papel fundamental no processo de cicatrizagdo de queimaduras. Neste
contexto, os MCTs uma vez que ativados e em processo de degranulacdo promovem a liberacéo
de mediadores que exercem influéncia direta sobre a sintese, remodelacdo e organizacdo das
fibras colagenas [7, 6]. Consequentemente, nosso achado de aumento de MCT3 se alinharia a
liberacdo de fatores de crescimento e citocinas, 0s quais desempenham papel crucial na

atividade fibroblastica e, por conseguinte, afetam a deposicdo do colageno na matriz
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extracelular.
A identificacdo dessas diferengas nos subtipos de MCTs e a relagdo com os tempos e
tipos de tratamento fornecem informacgbes valiosas para o desenvolvimento de estratégias

terapéuticas eficazes frente a queimaduras e outras lesdes cutaneas.

Conclusao

Os achados deste estudo sugerem que a terapia com luz LED vermelho e verde pode
modular os mastécitos e induzir sua degranulacdo, levando a uma intensa liberacdo de
mediadores inflamatorios que desempenham papéis diversos no processo inflamatorio.
Contudo, essa liberagdo intensa também pode sugerir sintomas inflamatérios acentuados, como
vermelhidao, inchago e dor no local afetado. Futuros estudos com diferentes protocolos séo
necessarios para aprofundar nossa compreensdo sobre os mecanismos fotobiomoduladores nos
mastocitos em queimaduras de terceiro grau e outras lesdes cutdneas, desenvolvendo

abordagens terapéuticas mais eficazes e seguras no tratamento de lesGes cutaneas graves.
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Tabela 1 Analise da quantidade de mastocitos subtipos 1, 2, 3 e totais em grupos
experimentais, em diferentes tempos de avaliagdo (7, 14, 21, 28 e 32 dias ap0s a queimadura).

Variavel

Mastocito Tipo 1
Md (min - max)

Mastocito Tipo 2
Md (min - max)

Mastocito Tipo 3
Md (min - max)

Mastocito Totais
Mad (Min - max)

7 Dias
Controle
Vermelho
Verde

14 Dias
Controle
Vermelho
Verde

21 Dias
Controle
Vermelho
Verde

28 Dias
Controle
Vermelho
Verde

32 Dias
Controle
Vermelho
Verde

26,0 (20,0 - 96,0)
4,0 (1,0 - 27,0)
7.0 (2,0 - 39,0)

35,0 (8,0 - 56,0)
4,0 (1,0 - 26,0)
15,0 (4,0 - 32,0)

11,0 (4,0 - 48,0)
4,0 (2,0 - 6,0)
6,0 (3,0 - 27,0)

31,0 (6,0 - 111,0)
2,0 (1,0 - 27,0)
3,0 (2,0 - 4,0)

29,0 (8,0 - 43,0)
10,0 (4,0 - 12,0)
5,0 (1,0 - 12,0)

12,0 (3,0 - 39,0)
19,0 (17,0 - 48,0)
12,0 (7,0 - 47,0)

20,0 (14,0 - 61,0)
44,0 (24,0 - 90,0)
61,0 (26,0 - 78,0)

15,0 (5,0 - 19,0)
15,0 (10,0 - 48,0)
23,0 (11,0 - 45,0)

28,0 (2,0 - 51,0)
6,0 (3,0 - 101,0)
29,0 (5,0 - 44,0)

16,0 (7,0 - 73,0)
54,0 (22,0 - 75,0)
25,0 (12,0 - 74,0)

50,0 (20,0 - 91,0)
140,0 (131,0 - 188,0)
58,0 (46,0-96,0)

56,0 (49,0 - 90,0)
170,0 (91,0 - 356,0)
119,0 (97,0 - 171,0)

40,0 (12,0 - 90,0)
137,0 (118,0 - 158,0)
79,0 (71,0 - 202,0)

136,0 (16,0 - 205,0)
123,0 (31,0 - 191,0)
96,0 (57,0 - 142,0)

37,0 (3,0 - 79,0)
38,0 (27,0 - 103,0)
81,0 (47,0 - 186,0)

88,0 (43,0 - 185,0)
184,0 (150,0 - 219,0)
79,0 (68,0 - 142,0)

128,0 (78,0 - 207,0)
195,0 (169,0 - 404,0)
198,0 (139,0 - 275,0)

92,0 (21,0 - 111,0)
160,0 (130,0 - 212,0)
129,0 (85,0 - 264,0)

181,0 (24,0 - 314,0)
127,0 (54,0 - 319,0)
144.0 (67,0 - 173,0)

82,0 (64,0 - 135,0)
94,0 (64,0 - 184,0)
98,0 (88,0 - 265,0)

Md: Mediana.
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Fig. 1 Gréfico box plot ilustrando a quantidade de mastdcitos de acordo com os subtipos, em
diferentes tempos de avaliacéo (7, 14, 21, 28 e 32 dias ap0s a queimadura). a Mastocitos tipo

1. b Mastdcitos tipo 2.
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3. b Mastdcitos totais.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente estudo sugerem que a terapia com luz LED vermelha e verde
pode modular os MCTs e induzir sua degranulagéo, promovendo um aumento na concentragdo
de MCT3, levando a uma intensa liberagdo de mediadores inflamatérios e compostos
bioquimicos. Esses mediadores desempenham papéis diversos no processo pro-inflamatorio,
incluindo a defesa do organismo contra lesdes e infec¢des, 0 que pode sugerir uma boa resposta
em estagios iniciais de inflamac&o.

Contudo, essa liberacdo intensa também pode sugerir sintomas inflamatdrios mais
acentuados, como vermelhiddo, inchaco e dor no local afetado. Cabe destacar que sdo poucas
as pesquisas publicadas até o presente momento sobre o tema, que liguem a aplicacdo de
terapias de fotobiomodulacao aos efeitos provocados nos mastécitos.

Estudos mais aprofundados em MCTS, que abordem n&o apenas diferentes protocolos
e combinac@es de terapias, mas a rela¢do do processo de fotobiomodulacdo com os mediadores
liberados por estas células, ou a cadeia de relagdes com outros tipos celulares intimamente
envolcidos neste processo sdo necessarios para uma melhor e mais completa compreensao sobre
0s mecanismos fotobiomoduladores nos mastécitos em queimaduras de terceiro grau e outras
lesGes cutaneas, desenvolvendo abordagens terapéuticas mais eficazes e seguras no tratamento

de lesdes cutaneas graves.
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ANEXO B. Normas de submisséo de trabalhos ao 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
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

J

Original Article — limited to 4000 words, 45 references, no more than 5 figures
[1 Review Article — limited to 5000 words, 50 references, no more than 5 figures
1 Brief Report - limited to 2000 words, 25 references, no more than 4 figures -
[ Case Reports will not be accepted!
[J 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.

Online Submission

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

The title page should include:
(1 The name(s) of the author(s)
(1 Aconcise and informative title

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

[1 The e-mail address, and telephone number(s) of the corresponding author

(1 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:

(1 Purpose (stating the main purposes and research question)
1 Methods
(1 Results
1 Conclusions
Keywords
Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes.

Text Formatting
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Manuscripts should be submitted in Word.

e Use anormal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text.

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.
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 shouldbe given at first mention.
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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 (ISO). Metric Sl units should be used throughout
except where non-Sl units are more common [e.g. litre (I) for volume].

e Abbreviations (not standardized) should be defined at first mention in
the abstract and againin 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 proprietaryname, 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- 0080955-8

Ideally, the names of all authors should be provided, but the usage of “et al” in long author lists
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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 Article by DOI

Slifka MK, Whitton JL (2000) Clinical implications of dysregulated
cytokine production. J MolMed. doi:10.1007/s001090000086
e Book

South JBlass 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 providesan 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 isincluded 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.
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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.

Line Art

Definition: Black and white graphic with no shading.

Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and lettering

within thefigures 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.

Halftone Art

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

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

o Halftones should have a minimum resolution of 300 dpi.

Combination Art

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

e Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi



Color Art

e 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 xerographiccopy 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.
e Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).Figure Lettering
e To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).

o 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 typeon an axis and 20-pt type for the axis label. ¢
Avoid effects such as shading, outline letters, etc.

e Do not include titles or captions within your illustrations.
Figure Numbering
e All figures are to be numbered using Arabic numerals.
o Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.
e 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 theconsecutive numbering of the main text. Do
not number the appendix figures,

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

separately.



Figure Captions

e 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 placedat the end of the caption.

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

e Identify previously published material by giving the original
source in the form of areference citation at the end of the figure
caption.

Figure Placement and Size
e Figures should be submitted separately from the text, if possible.
e  When preparing your figures, size figures to fit in the column width.

e For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm,
or 174 mm wide andnot higher than 234 mm.

e For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm
or 122 mm wide andnot 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 makesure that

e All figures have descriptive captions (blind users could then
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use a text-to-speechsoftware or a text-to-Braille hardware)

o Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying
information(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:

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

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

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

e 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 materialthat is copyrighted.
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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).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/orwhen 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 andprofessional 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.

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.
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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 andinterests 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 grantnumber)

e Honoraria for speaking at symposia
o Financial support for attending symposia
e Financial support for educational programs

e 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

e Intellectual property rights (e.g. patents, copyrights and royalties from such

rights)
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e 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 aspeaker 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 selectone of the following statements:

“This article does not contain any studies with human participants

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

English Language

Editing For editors and reviewers to accurately assess the work presented in your
manuscript you needto 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.

e Visiting the English language tutorial which covers the common
mistakes when writing inEnglish.

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
o Nature Research Editing Service
o 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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