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Resumo

Objetivo: Avaliar efeitos da fototerapia na cicatrizagio de
queimaduras em ratos desnutridos. Métodos: Utilizou-se 24 ratos
Wistar em controle dietético, doze selecionados para receber dieta
normoproteica associada & proteina de baixa qualidade (gelatina)
durante 30 dias. Para confirmacio do estado nutricional foi realizada
a medida da massa corporal e dosagem de albumina. Os animais
nutridos (N) e desnutridos (D) foram distribuidos em grupos (n =
6) tratados com laser diodo desligado (Sham) e ligado (Laser): GNS,
GNL, GDS e GDL. Queimaduras 2 x 2 cm foram realizadas no
dorso dos animais e irradiadas (2 J, 660 nm,100 mW), 3 vezes por
semana, 21 dias. O programa Image J° foi utilizado para cdlculo do
indice de cicatrizacio das queimaduras (ICQs) no 2°, 7°, 14° ¢ 21°
dias. Resultados: Os ratos desnutridos apresentaram perda de massa
corporal (p = 0,0001), porém nio houve diferenca nos niveis de
albumina. Quanto 2 fototerapia houve diferenca dos ICQs no 14°
dia, GDS em relacio ao GNS (p = 0,005) e GNL (p = 0,03); GDL
em comparagio ao GNS (p = 0,001) e GNL (p = 0,01). Jd no 21°
dia, GDL apresentou maiores ICQs que os demais grupos, GNL
(p =0,02), GNS (p = 0,0003), GDS (p = 0,02). Conclusdo: O laser
acelerou a cicatrizacio de queimaduras nos animais desnutridos,
fato que ndo ocorreu com os animais nutridos.

Palavras-chave: queimaduras, fototerapia, desnutrigdo, andlise de
imagem assistida por computador.
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Abstract

Objective: To evaluate the effects of phototherapy in the healing
of burns in nourished and undernourished rats. Methods: We used
24 Wistar rats at dietary control, twelve were selected randomly with
normal protein diet associated with low quality protein (gelatin)
confirmed by weight loss, clinical signs and serum albumin. The
animals nourished (N) and undernourished (D) were divided into
groups (n = 6) treated with laser diode off (Sham) and connected
(Laser), being designated GNS; LNG; GDS and GDL. A burn was
performed in 2x2 cm back and irradiated (laser diode, 2 J, 660 nm,
100 mW), three times a week for 21 days. The program Image] © was
used to analyze the images of burns to calculate the index of healing
in the 2nd, 7th, 14th and 21st days. Results: The undernourished
rats showed body weight loss after malnutrition, but there was no
difference in the level of albumin between groups. The phototherapy
proved significant difference at day 21, showing the laser effects on
the healing of 3rd degree burns in rats undernourished. Conclusion:
There was no evidence of malnutrition in the healing of burns, but
with biostimulator effects of diode laser on wound healing.

Key-words: burns, phototherapy, malnutrition, image processing
computer-assisted.
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Introducao

Milhares de pessoas no mundo sofrem com as sequelas
fisicas, psicoldgicas e sociais causadas pelas queimaduras que
podem permanecer por longo tempo ou serem definitivas
[1,2].Segundo a Organizagio Mundial da Satde (OMS),
cerca de 300.000 mortes sdo estimadas por ano no mundo
devido 4s queimaduras [3]. No Brasil, ocorre em torno de
1.000.000 de acidentes com queimaduras por ano e, destes,
2.500 mortes direta ou indiretamente de suas lesoes [4]. Elas
constituem uma forma grave de trauma, podendo resultar em
complicagoes como, desnutrigio, aumento da taxa de infec-
¢do, da permanéncia no hospital, do tempo de inatividade e
maior taxa e mortalidade [1,5-7].

Queimaduras sao lesdes no tecido de revestimento do corpo,
causadas por a¢ao local do calor, entre outros, destruindo parcial
ou totalmente a pele [6]. Elas podem ser classificadas como 1°,
20 e 3° grau de acordo com a profundidade. A queimadura de
30 grau estende através da epiderme, derme e tecido subcutdneo
ocorrendo um aumento nos niveis metabdlicos teciduais [7].
Mitsunaga ez al. [8] mostraram por meio de revisio sistemdtica
que a maioria dos estudos revisados utilizaram queimaduras
de 3° grau para estudo da cicatrizagio de queimaduras em
ratos. A reparacio das queimaduras é um processo complexo
e coordenado, e os fatores locais e sistémicos podem alterar a
repara¢io tecidual. Um dos fatores sistémicos ¢ a desnutricio,
que pode ser definida como estado de deficiéncia de energia,
proteina e/ou outro nutriente especifico, que acarreta uma
alteragio na fungio corporal e que se associa a piora de doencas
[9]. Além disso, a desnutri¢io pode estar associada 4 ingestao
de proteinas de ma qualidade como a gelatina. Ela se caracte-
riza por colégeno desnaturado, cuja composigao aminoacidica
corresponde 2 alta concentragio de glicina, prolina e hidro-
xiprolina associada 2 baixa ou nula concentragio de tirosina,
isoleucina, cistina, histidina e triptofano [10,11]. O processo
de desnutri¢io prolonga a fase inflamatéria, altera a funcio
imune e regeneragio tecidual, causando atraso na cicatrizagio
e maior risco de infecgoes [12-15].

Existem diversos tratamentos para cicatriza¢ao de queima-
duras, e, nas tltimas décadas, a fototerapia tem sido descrita
como uma valiosa ferramenta no estimulo a reparacio teci-
dual. Estudos tém demonstrado efeitos positivos no processo
inflamatério [16,17], na proliferagio celular [18,19], sintese
de coldgeno [20,21], e reepitelizagio de queimaduras em
modelos animais [18,22,23]. Adicionalmente, alguns estudos
in vitro e in vivo tém sugerido que a fototerapia em situacoes
de estresse oxidativo (como diabetes, desnutricio, hipdxia,
infecgbes) promove melhores efeitos que sob condigoes
normais [24-26]. Apesar dos efeitos benéficos citados, ainda
nio hd um consenso nos parimetros de aplicagio e dosagem
na utilizagio da fototerapia. Além disso, hd poucos modelos
experimentais patoldgicos (diabetes, desnutricao, infecgdes)
para mimetizar a interacdo desses distirbios sistémicos com
a cicatrizagio tecidual e a fototerapia.
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O objetivo deste estudo foi padronizar um modelo ex-
perimental patolégico (desnutricio) para avaliar os efeitos da
fototerapia na cicatrizagio de queimaduras em ratos.

Material e métodos

Tratou-se de estudo experimental, randomizado, compa-
rativo, no qual foram selecionados aleatoriamente 24 ratos
Wistar (Rattus norvegicus), machos, pesando entre 120 e 130
g oriundos do Biotério da Faculdade de Medicina de Ribeirio
Preto da Universidade de Sao Paulo (FMRP/USP). O estudo
foi realizado no Centro Universitdrio da Fundagio Educacio-
nal Guaxupé (UNIFEG), onde os animais receberam dgua
ad libitum e ficaram alocados em gaiolas de polietileno com
tampas de aco inoxiddvel com trés animais cada. O ambiente
foi mantido em temperatura de 22°C, umidade relativa do
ar de 60% e luz artificial em um ciclo alternado de claro e
escuro. Os procedimentos experimentais do estudo estavam
de acordo com as normas do Colégio Brasileiro de Experi-
mentagio Animal (COBEA), e foi aprovado pela Comissio
de Etica em Experimentagio Animal (CETEA) da Faculdade
de Medicina de Ribeirao Preto da Universidade de Sao Paulo
(Processo 115/2007).

Apbés periodo de adaptagio de cinco dias, os animais
foram divididos aleatoriamente em dois grupos de 12 ratos e
receberam dieta fornecida pelo Departamento de Nutri¢io da
FMRP-USP. O grupo nutrido recebeu dieta normoproteica,
enquanto o grupo desnutrido recebeu dieta normoproteica
associada & gelatina durante 30 dias [27] (Tabela).

Tabela I - Composicio das dietas experimentais do grupo nutrido
e desnutrido.

Nutrientes Dietas experimentais
(G/1000g de ragéao)
Nutridos Desnutridos
Proteina (caseina) 200 50
Gelatina - 150
Lipideo (6leo de soja) 70 70
Carboidrato (amido de milho) 532,5 532,5
Sacarose 100 100
Fibra (celulose) 50 50
Mix mineral 35 35
Mix vitaminico 10 10
Colina 2,5 2,5

Para confirmacio do estado nutricional, foi realizada a
medida da massa corporal e dosagem de albumina sérica no
300 dia. Os animais foram pesados em balanca digital calibra-
da e a dosagem de albumina foi realizada a partir da puncio
da veia caudal dos animais na qual foi coletada uma amostra
de sangue de 1ml realizada no Laboratério de Nutri¢io da
FMRP - USP.

Quanto ao procedimento cirtrgico, os animais receberam
anestesia intraperitoneal por meio do anestésico tribromoe-
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tanol a 4%, 1 ml/100g do animal. Logo apés, foi realizada
tricotomia e depilagio com creme depilatério no dorso dos
animais e, apds 5 minutos, o excesso de creme foi retirado e
em seguida induzido uma queimadura térmica, 2 x 2 cm, a
100°C, durante 25 segundos por aparelho padronizado pela
Oficina de Precisio da FMRP-USP (Figura 1).

Figura 1 - Aparelho utilizado para indugio das queimaduras (A).
Procedimento da queimadura realizada no dorso dos animais (B).

Apbs esse procedimento, os animais foram divididos aleatoria-
mente em 4 grupos (n = 6), irradiados ou nio, a saber:

*  Grupo Nutrido Sham (GNS): animais nutridos cujas dreas
de queimaduras foram submetidas a fototerapia com
aparelho desligado.

*  Grupo Nutrido Laser (GNL): animais nutridos cujas dreas
de queimaduras foram submetidas 4 fototerapia com laser
ligado.

*  Grupo Desnutrido Sham (GDS): animais desnutridos cujas
dreas de queimaduras foram submetidas 4 fototerapia com
aparelho desligado.

*  Grupo Desnutrido Laser (GDL): animais desnutridos cujas
dreas de queimaduras foram submetidas 4 fototerapia com
laser ligado.

Para a aplicagio da fototerapia foi utilizado o aparelho Flash
Lase (DMC equipamentos, Sio Carlos, Brasil), laser de diodo,
comprimento de onda de 660 nm, poténcia de saida de 100 mW;,
dose de 2 J, fluéncia de 70 J/cm?. A irradiacio foi realizada em um
Ginico ponto no leito da queimadura a qual estava protegida
por filme pldstico PVC, sendo a primeira aplica¢io imediata-
mente apds a cirurgia e, posteriormente, 3 vezes por semana,
durante 21 dias.

As dreas de queimaduras, semelhante 3 metodologia
aplicada a cicatrizagdo de tlceras (cdlculo de ICUs) [28,29],
foram fotografadas com cAmera digital (Sony DSC-93) fixada
em suporte padronizado nos dias 0, 2, 7, 14 ¢ 21 dias de tra-
tamento. As 4reas (A) das queimaduras foram avaliadas pelo
programa Image J e calculado os indices de cicatrizagao das
queimaduras (ICQ) pela férmula, Area inicial - Area final/
Area inicial, onde ICQ = 0 representa 4rea inalterada, ICQ
> 0 diminuicio da 4rea, ICQ < 0 aumento da drea e ICQ =
1 reepitelizacdo total da queimadura.

A medida da massa corporal, dosagem da albumina séri-
ca e andlise dos ICQs foram analisadas pelo teste t student,
considerando que os valores de p < 0,05 mostram evidéncias
estatisticas de que hd diferenca entre os dados em questéo.

Resultados

Apés 30 dias de desnutricio, os animais do grupo desnu-
trido apresentaram menor massa corporal que os animais do
grupo nutrido (p = 0,0001) (Figura 1). J4 a albumina sérica
foi semelhante entre os grupos nutrido e desnutrido (Figura
2). Além disso, por meio de observagao clinica, notou-se que
os animais desnutridos apresentaram sinais caracteristicos da
desnutri¢io como, diminui¢io do peso e crescimento, atrofia
muscular, queda de pelos e pele atréfica.

Figura 2 - Massa corporal dos animais nutridos e desnutridos apds

30 dias de seguimento.
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Figura 3 - Valores de albumina sérica (g/dL) dos animais nutridos
e desnutrigdo apds 30 dias de seguimento.
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Quanto ao processo de cicatrizagio (reepitelizagao) por meio dos
ICQs e clinicamente, no 2° dia pés-operatdrio nao houve diferenca
entre os grupos. As dreas queimadas aumentaram de tamanho, com-
paradas ao dia inicial (Figura 4). No 7° dia, as 4reas queimadas do
GNS apresentaram-se maiores e consequentemente apresentaram
menores ICQs em relacio ao GDS (p = 0,01) e GDL (p = 0,01)
(Figura 5). Nos grupos nutridos as dreas queimadas ainda estavam
maiores em comparagio as dreas iniciais e encontravam-se cobertas
por crostas. Em contrapartida, as 4reas de queimaduras dos grupos
desnutridos apresentavam crostas menores (Figura 4). No 14° dia,
os grupos desnutridos apresentaram maiores ICQs que os grupos
nutridos, sendo que 0 GDS apresentou maiores ICQs em relacio ao
GNS (p = 0,005) e GNL (p = 0,03) e 0 GDL também apresentou
diferenca quanto ao GNS (p = 0,001) e GNL (p = 0,01) (Figura 4).
As 4reas de queimaduras dos GNS e GNL ainda apresentavam-se
cobertas por crostas e nos GDS e GDL, as crostas j4 haviam caido e
as lesdes apresentavam predominio de tecido de granulagio (Figura
4).J4d no 21° dia, o GDL apresentou maiores ICQs em relagio aos
grupos nutridos, GNS (p = 0,0003) e GNL (p = 0,02), eao GDS (p
= 0,02) (Figura 5). As queimaduras do GDL apresentaram estdgio
avancado de reepitelizagio, diferente dos demais grupos, nos quais a
maioria das lesdes ainda apresentava tecido de granulagio (Figura 4).

Discussao

Queimaduras atingem o tecido de revestimento do corpo,
podendo destruir parcial ou totalmente o tecido cutineo
e tecidos profundos [6]. A cicatrizagdo dessas lesdes é um
processo complexo, e a presenca de alguns fatores sistémicos,
como a desnutri¢io, podem atrasar o processo cicatricial e
proporcionar complicacoes [8,13,14,17].

No presente estudo, a desnutri¢do foi induzida nos ani-
mais utilizando proteina de baixa qualidade (gelatina), com
o intuito de analisar os efeitos da fototerapia por meio do
laser diodo na cicatrizacio de queimaduras comparadas com
animais eutréficos. A desnutricio foi confirmada por sinais
clinicos apresentados pelos animais, como, perda de peso,
déficit de crescimento, e queda de pelos. Além disso, os re-
sultados da massa corporal dos animais desnutridos apés 30
dias mostraram diferencas significativas (p = 0,0001) quanto
aos nutridos. A gelatina apresenta auséncia de triptofano,

e com isso a conversdo para niacina é diminuida, levando
a supressio do crescimento [30,31]. Quanto & albumina
sérica, que foram semelhantes entre os grupos, a auséncia do
triptofano na gelatina leva a uma supressao de niacina, sendo
que o triptofano presente no organismo passa a ser utilizado
na sintese de proteinas enddégenas importantes (albumina).
Portanto, a manutengio dos niveis de albumina nos animais
desnutridos ¢ provavelmente devido ao uso do triptofano
enddgeno para sua sintese [32].

Figura 4 - Evolugio das queimaduras nos grupos experimentais
durante 21 dias de acompanhamento.

GNS

Séo raros estudos que abordaram os efeitos da fototerapia
em queimaduras em modelos patolégicos. Alguns estudos
mostraram efeitos positivos do laser em queimaduras em
ratos normais e diabéticos [31,33], porém nio hd estudos em
modelos de desnutricio.

Surpreendentemente, por meio dos ICQs, os resultados
mostraram que no 7° e 14° dia o grupo desnutrido sham
(GDS) apresentou maiores ICQs em comparagio ao grupo
nutrido sham (GNS), o que representa menor tempo de
cicatrizagdo. Provavelmente, tal fato se justifica pelo estado
hipermetabdlico gerado na pele desencadeado logo apés lesao
térmica [7], o que proporciona um grande influxo de células
inflamatérias necessdrias para o processo de reparagio, provo-
cando fase inflamatéria exuberante. Simultaneamente, células
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Figura 5 - Evolugdo dos ICQs das queimaduras nos grupos avaliados durante 21 dias de acompanhamento.
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responsaveis pela fase de coagulacio, iniciam a formagio do
codgulo (crosta) e posteriormente a formagao do tecido de
granulacdo [7,11]. J4 nos estados de desnutri¢ao, esse influxo
inflamatério e a proliferacio celular ocorrem de maneira mais
discreta inicialmente, porém o processo é prolongado, pois
esses eventos dependem de alta demanda energética o que
nio ¢ possivel nos quadros de desnutricio devido a niveis
inadequados de nutrientes [34,11,12]. Esse fato pode explicar
um processo reparativo inicial mais rdpido dos animais do
GDS, por meio de estimulo inflamatério menos exacerbado
e consequente queda precoce das crostas por volta do 14° dia.
Porém, apds uma semana, no 21° dia, os animais do GDS
j4 mostraram atraso no processo cicatricial com menores
ICQs, enquanto os animais do GNS apresentaram melhora
na cicatrizacio das 4reas de queimaduras, consequentemente
maiores ICQs.

Em relagao aos grupos irradiados, o GNL nao apresen-
tou diferencga em relagio a0 GNS em nenhum dos tempos
avaliados. Na literatura, alguns estudos nio apresentaram
efeitos positivos do laser na cicatrizagao de lesdes cutdneas
em ratos normais comparados ao controle [33-38]. Noudeh
et al. [38] avaliaram os efeitos do laser diodo (670 e 810 nm)
na cicatrizagio de ulceras cutdneas em ratos. Os resultados
mostraram que ndo houve diferenca significativa entre os
animais irradiados e controle em relacao a diminuicio das
dreas ulceradas. Em contrapartida, no presente estudo, o
GDL apresentou resultados significativos (menores ICQs) em
relagao ao GDS e aos grupos nutridos (GNS e GNL) no 21°
dia, mostrando efeitos positivos da fototerapia nos animais
com desequilibrio metabélico (desnutri¢do), e alguns estudos
tém relatado maior efetividade da luz na presenca de déficit
energético 24-26,33,40]. Parece que a resposta celular perante
a fototerapia ¢ fraca ou ausente quando o estado oxidativo
celular ¢ 4timo ou préximo disso [33-40]. No presente estu-
do os animais nutridos irradiados (GNL) nio apresentaram
efeitos positivos quando comparados ao grupo nutrido con-
trole (GNS). Segundo Karu [24], a resposta celular perante

dia 21

a fototerapia é mais significativa quando a célula alvo estd
em ambiente de estresse oxidativo como em certas condigoes
patoldgicas (diabetes, infec¢ao, desnutricio). Portanto, células
em ambiente de estresse oxidativo respondem melhor 2 luz
do que as células em ambiente normal [24-26,33,40]. No
presente trabalho, os animais desnutridos irradiados (GDL)
apresentaram efeitos benéficos em comparagao com o grupo
desnutrido controle (GDS) e com ambos os grupos nutridos
(GNS e GNL).

Como foi relatado, niao h4 na literatura estudos relacio-
nando queimaduras, fototerapia e desnutrigio. Porém, essa
relagio foi analisada em outros modelos patolégicos como,
por exemplo, modelo de diabetes. Al-Watban ez a/.[33] de-
terminaram os efeitos da fototerapia por meio de LEDs em
queimaduras de 3° grau em ratos diabéticos e nio diabéticos.
Os resultados apontaram efeitos positivos da fototerapia
somente nos animais diabéticos, mas nio houve diferenca
significativa entre os animais nio diabéticos irradiados e o
controle. Esses dados corroboram os resultados do presente
estudo, no qual somente os animais desnutridos irradiados
apresentaram efeitos positivos na cicatrizagio (maiores ICQs)
diferente dos animais nutridos irradiados com menores ICQs
€ atraso na cicatrizagio.

Conclusao

No estudo foi padronizado um modelo experimental
patolégico (desnutricio) para o estudo da cicatrizacio de
queimaduras. O laser diodo no comprimento de onda de
660 nm e dose 2 J acelerou significativamente o processo de
cicatrizagdo de queimaduras nos animais desnutridos, fato que
ndo ocorreu com os animais nutridos. Esses achados prelimi-
nares sugerem que efeitos similares podem ser encontrados
em pacientes com queimaduras e quadro de desnutrigao por
doengas cronico-degenerativas como Aids, cAncer ou pacientes
graves internados por longo periodo.
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