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SANTOS, Laila da Silva. Analise imunohistoquimica do marcador de células-tronco
derivadas do tecido adiposo CD49 em ratos submetidos a dieta hiperlipidica e
laserterapia. 65 f. il. 2016. Dissertacdo (Mestrado) — Instituto de Ciéncias da Saude,
Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2016.

RESUMO

O Laser é fotobiomodulador celular consagrado que vem despertando o interesse da
sua utilizacao na proliferacéo e diferenciacao de células-tronco. Verificou-se a influéncia
da fototerapia Laser (A660nm, 40mW, 6J/cm?, ¢ 0,04cm2, CW, Twin Flex Evolution,
MMoptics®, S&do Carlos, SP) na imunomarcacdo com o marcador de células-tronco
CD49 no tecido adiposo de ratos submetidos a dieta hiperlipidica. Quarenta e oito ratos
Wistar albinus, desmamados foram divididos em dois grupos experimentais: Dieta
Padrao (DP) e Dieta Hiperlipidica (DH), alimentados com suas respectivas racdes por
20 semanas. Em seguida, os ratos foram submetidos & anestesia geral para confecgéo
de feridas cutaneas dorsais, excisionais, padronizadas em 1cm2. Os grupos foram
subdivididos em DPC e DHC sem tratamento adicional e DPL e DHL irradiados pelo
protocolo supracitado, imediatamente apds o ato cirdrgico e a cada 48 horas durante 7
ou 14 dias. Os ratos foram mortos por aprofundamento anestésico, 0s espécimes
processados pela técnica de imunohistoquimica e avaliados por microscopia de luz. O
grupo DPC apresentou anticorpos marcados com intensidade de moderada a intensa,
enquanto no grupo DHC prevaleceu a coloragédo fraca para o tempo de 14 dias. O
protocolo de irradiagdo empregado néo teve influéncia sobre o marcador CD49 quando
comparados 0s grupos controle e irradiados sob o mesmo periodo de tempo; no entanto,
quando comparados os grupos DHL em 7 e 14 dias, o marcador apresentou aumento
na intensidade da imunomarcacdo em relacdo ao tempo, suscitando a hip6tese da
influéncia da luz laser sobre células-tronco adipoderivadas recrutadas para o0 processo

de reparo tecidual.

Palavras-chave: reparo tecidual, laserterapia, células-tronco, imunohistoquimica
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SANTOS, Laila da Silva. Immunohistochemical analysis of stem cell marker CD49
derived from adipose tissue in rats with high fat diet and laser therapy. 65 pp. ill. 2016.
Master Dissertation — Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Bahia,
Salvador, 2016.

ABSTRACT

The Laser is consecrated cellular modulator that has aroused the interest of its use in
the proliferation and differentiation of stem cells. It was verified the influence of
phototherapy Laser (A660nm, 40mW, 6 J / cm?, ¢ 0,04cm2, CW, Twin Flex Evolution,
MMoptics®, Sdo Carlos, SP) on the immunostaining of CD49 stem cell marker in the
adipose tissue of mice submitted to fat diet. Forty-eight Wistar albinus, weaned were
divided into two groups: standard diet (SD) and high fat diet (DH), for 20 weeks. Then
the rats were submitted to general anesthesia for making skin dorsal, excisional wounds,
standardized in 1 cm2. The groups were divided into DPC and DHC without further
treatment and DPL and DHL irradiated by the above protocol, immediately after surgery
and every 48 hours for 7 or 14 days. The rats were killed by deep anesthesia, the
specimens processed by immunohistochemistry and evaluated by light microscopy. The
DPC group had antibodies labeled with moderate to severe intensity, while in DHC group
prevailed weak staining on 14 days. The applied irradiation protocol had no influence on
the CD49 marker when the control and irradiated groups were compared in the same
period of time; however, comparing the DHL groups on 7 and 14 days, the marker
showed increase in the intensity of immunostaining over time, raising the hypothesis of
the influence of laser light on stem cells derived from adipose tissue recruited to the

tissue repair process.

Keywords: tissue repair, lasertherapy, stem cells, immunohistochemistry
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1. INTRODUCAO

A obesidade € um problema de saude sistémico que ja desperta a preocupacdo mundial.
Essa desordem é causada por fatores de ordem nutricional, genética, metabdlica, e até
sécio-cultural (GHARAKHANLOU et al.,2011). Individuos classificados como obesos
apresentam maiores riscos de desenvolver outras doencgas sistémicas e co-morbidades,
dentre elas, o comprometimento do processo de reparacéao tecidual (BIONDO-SIMOES
et al., 2010, JERONIMO, 2010), o que pode resultar em isquemia do tecido adiposo
subcutaneo (BIONDO-SIMOES et al., 2010; GUO & DIPIETRO, 2010)

O tecido adiposo por muitos anos foi o grande “vildao” do sistema biologico por ser o
maior reservatorio de gorduras. No entanto, hoje, é reconhecido pelo seu potencial
enddcrino, além de uma fonte promissora de células-tronco (BASSI et al.,, 2012;
MITTERBERGER et al., 2012; HUTTALA et al., 2015) de grande utilidade na Medicina
génica e tecidual (INACIO, 2011; ABRAHAMSE, 2012; ALVES, 2014; ALVAREZ-VIEJO
et al., 2015; FEKRAZAD:; et al., 2016).

As células-tronco derivadas do tecido adiposo sédo células adultas mesenguimais com
potencial multipotente, ou seja, capazes de diferenciar-se em células de linhagem
mesodermal (INACIO, 2011; ALVES, 2014; GEORGES, 2014). Essas células com a
caracteristica de autorrenovacao sédo consideradas atualmente para o tratamento de
varias doencas (ABRAHAMSE, 2012; ALVAREZ-VIEJO et al., 2015; KUSHIBIKI et al.,
2015; KIM et al, 2016), sendo, portanto, instrumentos de tecnologias modernas na area

da saude.

A pratica clinica da terapia com laser de baixa poténcia tem sido investigada e utilizada
ha aproximadamente 20 anos (PIVA et al., 2011). Os efeitos biomodulatérios
provenientes da interacdo entre o laser e o tecido biolégico sdo capazes de estimular a
proliferacdo fibroblastica, aumentar a produgédo de colageno, diminuir o infiltrado
inflamatorio e, modificar reacdes enzimaticas normais, acelerando ou retardando estas
reacoes (PIVA et al.,, 2011; ROCHA et al.,, 2012; CHAGAS JUNIOR et al., 2013;
ANDRADE et al., 2014). Pode proporcionar ainda aumento na producéo de ATP, o que
promoveria um aumento na eficiéncia da bomba sédio-potassio (PIVA et al., 2011;
BARBOZA et al., 2013; ANDRADE et al., 2014). O que justifica o seu uso em tecidos

com o processo de cicatrizacdo comprometida, como pode ocorrer em obesos.

Aliada a luz laser, as pesquisas com células-tronco ganham for¢ca no intuito de
comprovar a eficacia da fototerapia na inducdo da diferenciacdo e proliferacdo das
células mesenquimais (PARK et al., 2015; ZACCARA et al., 2015; BLATT et al., 2016),
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e assim, solidificar mais uma area de atuacdo para essa tecnologia em beneficio da

populacgéao.

O reparo tecidual é um processo complexo que envolve 3 fases continuas: inflamacao,
proliferacdo (formacao do tecido) e regeneragdo (remodelamento tecidual). Véarias vias
intracelulares e intercelulares, envolvendo mediadores inflamatérios, sdo ativadas para
gque a integridade do tecido seja restaurada (SANTUZZI et al., 2011; OLIVEIRA e DIAS,
2012; VIEIRA ROCHA et al., 2012; CHAGAS JUNIOR et al., 2013; RUH et al., 2013). O
processo de cicatrizacdo tem como finalidade restabelecer a homeostase do organismo,
assim, a sequéncia dessas fases deve ser mantida criteriosamente (LINS et al., 2010;
OLIVEIRA e DIAS, 2012; VIEIRA ROCHA et al., 2012; RUH et al., 2013).

Clinicamente, é importante reduzir a area da ferida de forma téo rapida quanto possivel,
a fim de aliviar o estresse e reduzir a possibilidade de infec¢do (PIVA et al., 2011). Sendo
assim, o aumento do numero de individuos obesos que sofrem algum dano fisico ou
passam por procedimentos cirargicos desperta o interesse pela busca de informacgdes
das razbes que impedem a cicatrizacdo das suas feridas (OLIVEIRA e DIAS, 2012),
para que dessa forma, surjam terapias que agilizem o reparo tecidual nessa parcela da
populacdo. A terapia laser tem se mostrado uma alternativa anti-inflamatoria semelhante
aos antiinflamatérios ndo esteroidais (AINES) no processo de reparo do tecido,
especialmente nos comprimentos de onda vermelho e infravermelho préximo (LINS et
al., 2010; CHAGAS JUNIOR et al., 2013; ANDRADE et al., 2014).

Acelerar o reparo cicatricial € importante em individuos obesos, para que haja reducéo
do custo hospitalares e antecipacao do seu retorno as atividades sociais. No entanto, o
efeito da biomodulacao a laser com essa finalidade é carente na literatura. Assim, o
presente estudo visa avaliar os efeitos da fototerapia laser durante a cicatrizacdo de

feridas em ratos submetidos a dieta hiperlipidica.
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2.2 REVISAO DE LITERATURA
2.1. SOBREPESO E OBESIDADE

A obesidade é o estado mais grave do excesso de peso. E caracterizada como a
expansao da massa de tecido adiposo no corpo como resultado do desequilibrio entre
ingestao e gasto energético (GAIBA, 2012). Uma pessoa é considerada obesa quando
esta condicdo afeta sua saude fisica e mental e diminui sua expectativa de vida
(MAGALHAES et al, 2013).

7

Atualmente, a obesidade € considerada uma doenca multifatorial, causada,
principalmente, por méa alimentacdo, sedentarismo, aumento da ingestao de alimentos
caldricos industrializados (GHARAKHANLOU et al.,2011). Embora possua maior
incidéncia nos paises desenvolvidos, os paises em desenvolvimento ja vém enfrentando
o problema nos dltimos anos (GHARAKHANLOU et al.,2011; PAVENLOSKI-COSTA et
al., 2011).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a obesidade ja assume
caracteristicas epidémicas, € um problema de saude publica. Sua previsdo para o ano
de 2015 foi de 700 milhdes de pessoas obesas no mundo, e nesse ano de 2016 ja emitiu
um novo alerta para a obesidade infantil crescente. No Brasil, o Ministério da Saude
divulgou em 2015 que 52% dos brasileiros encontravam-se na categoria “excesso de
peso”, enquanto 17% mantinham-se na “obesidade”, chamando a atenc¢ao para o estilo

de vida atual do brasileiro.

O excesso de peso e a obesidade nos adultos s&o comumente avaliados pelo indice de
Massa Corporal (IMC), que é uma medida simples de peso em relagéo a altura. Um IMC
igual ou superior a 25 classifica a pessoa no grupo de sobrepeso e o IMC maior ou igual
a 30 a classifica como obesa (MAGALHAES et al., 2013; UZEDA E SILVA et al., 2016).

A grande preocupacado em relacdo a obesidade é a sua associa¢do como fator de risco
para outras doencas sistémicas, entre elas, resisténcia a insulina, diabetes tipo 2,
hipertensdo arterial (PAVENLOSKI-COSTA et al., 2011; CIGNARELLI et al., 2012;
GAIBA, 2012; MAGALHAES et al, 2013; SARTORI-CINTRA et al., 2013; WHITE et al.,
2013), asma (SARTORI-CINTRA et al., 2013; YOUSSEF et al., 2013), alguns tipos de
cancer (JERONIMO, 2010; CIGNARELLI et al., 2012; SARTORI-CINTRA et al., 2013),
osteoporose, osteroartrite (SARTORI-CINTRA et al., 2013), bem como retardo no
processo de cicatrizagédo de feridas (BIONDO-SIMOES et al., 2010; JERONIMO, 2010;
SLAVKOVSKY et al., 2011; CIGNARELLI et al., 2012).
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O tecido adiposo branco se distribui anatomicamente no organismo como subcutaneo e
visceral (ZUTTION et al.,2013), podendo a gordura abdominal visceral e subcuténea ser
medida com bastante precisdo através de exames de imagem como a tomografia
computadorizada (TC) e ressonancia magnética (RM) (GHARAKHANLOU et al.,2011;
KAMIMURA et al., 2012), porém, seus altos custos impedem a utilizacdo em larga
escala, dando lugar a avaliagdes mais simples, como o indice de massa corporal (IMC)
e Circunferéncia Abdominal (CA), a qual é a melhor medida antropométrica simples do
tecido adiposo abdominal visceral, ainda, pode ser o melhor indicador para a previsdo
de riscos cardiovasculares (GHARAKHANLOU et al.,2011).

A obesidade é uma condicdo patolégica que interfere na angiogénese (JERONIMO,
2010), o estado de hip6xia encontrado no tecido adiposo devido a sua expansao e o
consequente afastamento entre os vasos e o0s adipécitos, justifica o prejuizo a
cicatrizagéo de feridas em pessoas obesas (BIONDO-SIMOES et al., 2010). Contando
que o crescimento de vasos a partir de outros vasos ja pré-existentes sdo condicdes
fundamentais em processos de reparo tecidual, esta doenca prejudica diretamente o
processo de cicatrizacdo (JERONIMO, 2010). Além disso, a obesidade provoca
alteracdes fisioldgicas na pele, por conta das dobras na pele, tornam-se focos de abrigo
para microorganismos gue se desenvolvem em &areas Umidas e causam infeccao, aliada
a friccdo causada, e pela diminuicdo da vascularidade do tecido adiposo, transformam-
se em fatores de alto risco para o desenvolvimento de feridas na pele, que podem tornar-
se crénicas (SCHWEINBERGER & ROUKIS, 2009).

O maior desafio para os profissionais de saude que lidam com populagéo obesa é a
resolucdo das feridas sem complicacdes. Porém, para isso, requer destes mais
conhecimentos acerca das alteracdes endogenas induzidas pela obesidade, e como

essa condicao pode prolongar ou até impedir a reparacdo dos tecidos.
2.1.1. TECIDO ADIPOSO

O tecido adiposo (TA) é de origem mesodérmica e contém uma populagao celular
estromal heterogénea. Anterior aos anos 80, ele era apenas considerado um
reservatorio metabdlico para liberacdo de triglicérides e colesterol, no entanto, esse
conceito foi modificado a partir da identificagdo da sua atuagéo na fisiologia sexual por
meio dos esteroides sexuais (GAIBA et al., 2012). Hoje ele é reconhecido como 6rgéo
enddcrino complexo que desempenha um papel central na homeostase energética,
alimentar, sensibilidade a insulina, e na inflamacdo (BASSI et al., 2012
MITTERBERGER et al., 2012; HUTTALA et al., 2015), é a maior reserva de energia do

corpo, possui enorme plasticidade durante toda a vida (GAIBA et al., 2012), com as
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funcdes de fornecer rigidez e resisténcia aos tecidos, manter a homeostase térmica e

auxiliar na estética visceral (ZUTTION et al, 2013).

O tecido adiposo é constituido principalmente por adipdcitos, pré-adipdcitos livres de
lipideo, células endoteliais (GAIBA et al., 2012) e células-tronco (BASSI et al., 2012). Os
adipécitos sdo as Unicas células especializadas e perfeitamente adaptadas para
armazenar lipideos sem que isso comprometa a sua integridade funcional (LEE, WU &
FRIED, 2010; GAIBA et al., 2012). Quando o balanco energético € positivo, calorias
adicionais sdo armazenadas na forma de triacilglicerol, que é conseguido pelo
alargamento dos adipdécitos, bem como através de recrutamento de células progenitoras
para formar mais adipécitos (GAIBA et al., 2012; HUTTALA et al., 2015).

Em seres humanos adultos, aproximadamente, 10% da gordura depositada em células
adiposas sao renovados anualmente. Isto indica uma demanda elevada de células
progenitoras para a renovacao e, por conseguinte, manutencdo das funcdes dos tecidos
adiposos (MITTERBERGER et al., 2012).

Novos adipécitos sdo formados através da adipogénese, tipicamente descrita como um
processo de duas fases: comprometimento e diferenciagdo terminal. Numa fase
chamada de determinacgéo, células-tronco se transformam em pré-adipdcitos; a fase de
comprometimento dé-se pela suspensdo do crescimento ap0s uma combinacdo de
sinais adipogénicos e mitogénicos necessarios para a diferenciacdo terminal; na
diferenciagao terminal, pré-adipocitos tornam-se sensiveis a insulina, sintetizam lipideos
e transportam adipdcitos maduros (MITTERBERGER et al., 2012; HUTTALA et al.,
2015).

O tecido adiposo é dividido em dois tipos: tecido adiposo branco (TAB) e tecido adiposo
marrom (TAM). Ambos apresentam estruturas celulares, localizagfes, cores, e fungdes
fisioldgicas diferentes (ZUTTION et al, 2013). O tecido adiposo branco (TAB) se distribui
no organismo como tecido adiposo branco subcutaneo e tecido adiposo branco visceral,
consistindo em adipdcitos maduros, pré-adipdcitos, fibroblastos, células musculares
lisas vasculares, células endoteliais, mondcitos e macréfagos residentes e linfocitos
(ZUTTION et al, 2013; MIYATA et al., 2016). O tecido adiposo marrom (TAM) possui
adipdcitos com vérias goticulas lipidicas citoplasmaticas de diferentes tamanhos e um
grande numero de mitocOndrias que sdo responsaveis pela liberacdo de calor na
regulacédo termogénica (MEDINA-GOMEZ, 2012; ZUTTION et al, 2013). Em mamiferos,
o tipo de tecido adiposo predominante é o branco, em comparagao ao tecido adiposo
marrom, que é presente em recém-nascidos, mas praticamente ausente em adultos
(ZUTTION et al, 2013).
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O TAB em adultos tem capacidade de expandir-se e encolher por toda a vida de um
individuo, esta capacidade é mediada pela presenca de células vasculares e ndo
vasculares que fornecem um pool de células progenitoras e células-tronco com potencial

de regeneracdo (MITTERBERGER et al., 2012; ZIMMERMANN, 2015).

O acumulo de gordura e difun¢gBes no tecido branco visceral causa anormalidades em
toda homeostase metabdlica do corpo, resultando em distlrbios que ameacam a vida,
como a obesidade (MIYATA et al., 2016). Por conta da participacao na fisiologia dos
mamiferos e, a sua importancia como fonte de energia na producdo de hormdnios, a
busca pelo conhecimento atualmente da-se em torno das func¢des do tecido adiposo
branco (KERSHAW & FLIER, 2004).

Nos ultimos 20 anos foi dada grande importancia ao papel endécrino do tecido adiposo,
em decorréncia de estudos mostrando uma ampla gama de proteinas secretadas,
denominadas adipocinas (GAIBA, 2012; KAMIMURA et al, 2012; BERTASO et al.,
2013). Este fato consolida a ideia de que este tecido ndo é apenas um fornecedor e

armazenador de energia, mas também um 6rgdo dindmico e enddécrino.

Dos horménios produzidos pelos adipdcitos, destacam-se a leptina e a adiponectina. A
leptina € um produto do gene da obesidade, atua como regulador de energia, inibe a
ingestdo de alimentos e aumenta o gasto energético (KERSHAW & FLIER, 2004;
YOUSSEF et al, 2013; UZEDA E SILVA et al., 2016). J& a adiponectina é o peptideo
mais abundante produzido pelo tecido adiposo, esta tem papel regulador da
sensibilidade a acao da insulina, além de suas propriedades antiaterogénica, anti-
inflamatoria e cardioprotetora (SPENER et al., 2011; KAMIMURA et al, 2012; BERTASO
et al., 2013). A adiponectina é expressa e secretada exclusivamente por adipdcitos
maduros; por conta disso, € usada também como um marcador especifico de adip6citos
maduros (MIYATA et al., 2016).

A leptina circulante se correlaciona positivamente com o percentual de gordura corpérea
e com a massa de gordura corporea (ROSINI et al.,, 2012; YOUSSEF et al, 2013),
diferente da adiponectina, que embora a sua sintese ocorra exclusivamente no tecido
adiposo, a sua relacdo com a gordura corporal total € inversa (KAMIMURA et al, 2012;
BERTASO et al., 2013); por isso, manter o equilibrio na quantidade adequada de tecido
adiposo é essencial a saude, ja que niveis fora do normal levam ao desequilibrio na
producdo de adipocinas e consequéncias adversas. Como resultado, o baixo TA leva a
anorexia e caquexia, e muito TA leva a obesidade ou a uma distribuicdo anormal de
tecido adiposo (lipodistrofia) (WOOD et al., 2009).
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A obesidade é caracterizada como um estado de inflamacéo cronica de baixo grau
(SARTORI-CINTRA et al., 2013; YOUSSEF et al, 2013; UZEDA E SILVA et al., 2016),
que foi sugerida quando niveis elevados de adipocinas pré-inflamatérias, como a TNF-
a, a interleucina 6 (IL-6) circulatéria, interleucina 18, resistina, leptina e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) foram observadas em obesos (SARTORI-CINTRA et al., 2013;
UZEDA E SILVA et al., 2016). Algumas destas citocinas pro-inflamatorias também séo
reconhecidas como adipocinas e encontram-se elevadas em obesos. Essas séo
necessarias para a diferenciacdo celular e hematopoiese, contudo, tais func¢des
dependem de sua concentragcdo na circulagdo sanguinea e, a “super” elevagéo ja é
capaz de dar inicio ao processo inflamatorio de baixo grau (SARTORI-CINTRA et al.,
2013)

As adipocinas atingem o hipotalamo e interferem na sua regulagéo do controle da fome
e gasto energético. Dessa maneira, a pessoa ingere mais alimentos, com consequente
aumento do peso e do tecido adiposo, o qual libera mais leptina. Esse desajuste torna
o hipotalamo resistente aos hormdnios periféricos insulina e a prépria leptina, a qual,
em concentracdes elevadas assume caracteristicas de cunho inflamatoério (SARTORI-
CINTRA et al., 2013)

YE et al. (2007) perceberam que na obesidade existe uma hipéxia no tecido adiposo,
sugerindo ser esta, a contribuigcdo para o estado de inflamag&o crénica nos obesos. Em
individuos obesos, os adipécitos podem chegar a cerca de 150-200 mm, ultrapassando
a distancia normal de difusdo do O2 (WOD et al, 2009); essa hipertrofia celular reduz o
fluxo da vascularizacdo no tecido adiposo branco, e o torna mal vascularizado (YE et al,
2007; WOD et al, 2009). O adipocito também sofre diminuicdo da oxigenacao, sendo a
consequéncia metabdlica, a geragdo de espécies reativas de oxigénio e liberacdo de
enzimas para degradar subunidades do citrocomo c oxidase, responsavel pela producéo
de energia (WOOD et al., 2009).

A presenca do macréfago ao redor do tecido adiposo em obesos sugere que, a
obesidade, ao induzir a necrose dos adipOcitos por estresse celular, promove o
recrutamento e ativagcdo deste componente celular no TAB (UZEDA E SILVA et al.,
2016). Sendo este uma fonte de liberagédo de citocinas pro- inflamatorias, justificaria o

potencial de prolongamento da fase inflamatéria do reparo tecidual.

O aumento do consumo de alimentos ricos em gordura saturada € um fator de
importancia na perpetuacdo do quadro inflamatério em obesos. Os &cidos graxos
saturados contribuem para a resisténcia hipotalamica a leptina e insulina, ja que eles

ativam os receptores do sistema imune, integrado ao sistema metabdlico. Uma vez
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ativados, um processo infeccioso é simulado, desencadeando uma resposta
inflamatodria; assim, a inflamagé&o de baixo grau instalada, é auto-limitada pela presenca
de citocinas produzidas e liberadas pelo préoprio tecido adiposo (SARTORI-CINTRA et
al., 2013).

2.2. REPARO TECIDUAL

O processo de cicatrizacdo de feridas segue uma sequéncia de eventos fisiolégicos
objetivando a homeostasia do tecido (LINS et al., 2010; SANTUZZI et al., 2011;
OLIVEIRA e DIAS, 2012; RUH et al., 2013). Essa sequéncia € caracterizada por:
hemostasia, inflamacédo, proliferagdo (VIEIRA ROCHA et al, 2012),
amadurecimento/remodelamento e resconstrucdo/digestdo (LINS et al.,, 2010;
OLIVEIRA e DIAS, 2012; VIEIRA ROCHA et al., 2012; RUH et al., 2013).

Quando ocorre uma leséo tecidual, o processo de reparo desencadeia uma série de
eventos bioquimicos envolvendo células inflamatorias, células da borda da leséo e por
uma rede de citocinas e de fatores de crescimento que influenciam a migracéo, a
proliferacdo e a diferenciacdo das células (CRUSE et al., 2002; PIVA et al., 2011;
SANTUZZI et al., 2011; VIEIRA ROCHA et al., 2012; ANDRADE et al., 2014). Logo ap6s
a lesdo, o rompimento vascular concomitante ao alto consumo de oxigénio necessario
para as atividades celulares, deixam o microambiente da ferida com baixos niveis de
oxigénio (PIVA et al., 2011; SANTUZZI et al., 2011).

Segundo Oliveira e Dias (2012), a fase da hemostasia depende da atividade plaquetaria
e da cascata de coagulagdo, tendo inicio imediatamente apds o surgimento da ferida; a
fase inflamatéria é caracterizada pela presenca de células inflamatérias (leucécitos
polimorfonucleares —-PMN-, macréfagos e linfocitos); logo depois ocorre a reparagéo do
tecido conjuntivo e do epitélio com formacdo do tecido de granulagdo, proliferagédo
endotelial e de fibroblastos (CRUSE et al., 2002); apds trés ou quatro dias, um tecido de
granulacéo é produzido como um processo intermediario entre o desenvolvimento da
malha formada por fibrina e fibronectina e a reestruturagdo de colageno, a partir deste
evento, inicia-se a fase de contracdo das paredes marginais da leséo realizada pelos
fibroblastos diferenciados em miofibroblastos (CRUSE et al., 2002). Na ultima fase da
cicatrizacdo, os elementos reparadores sdo transformados em tecido maduro de

caracteristicas bem diferenciadas

A sintese e liberacdo de citocinas inflamatérias sao essenciais para o reparo tecidual
(SANTUZZI et al.,, 2011; OLIVEIRA e DIAS, 2012; VIEIRA ROCHA et al., 2012;
CHAGAS JUNIOR et al., 2013; RUH et al., 2013), no entanto, em feridas crbnicas, sdo
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encontradas quantidades excessivas que retardam o processo de cicatrizacdo (UZEDA
E SILVA et al., 2016).

O Fator de necrose tumoral-a (TNF-a) € uma citocina pro-inflamatoria responsével por
regular a ativacdo de metaloproteinases (MMPs) na pele, seus efeitos sdo dependentes
da sua concentracdo, ou seja, em baixos niveis ela pode promover a cicatrizacdo de
feridas por estimular a inflamacdo e aumentar a producédo de fatores de crescimento
pelos macrofagos (RUH et al., 2013). Por conta disso, segundo Uzeda E Silva (2016),
como elas sdo encontradas em niveis elevados em feridas crénicas, a ativacdo de
MMPs pelo TNF-a, sugere o mecanismo pelo qual o prolongamento da fase inflamatéria

pode prejudicar a cicatrizagdo normal.

A cicatriz é caracterizada por fibroblastos e uma matriz extracelular desorganizada,
formada principalmente por colageno (LINS et al., 2010; RUH et al., 2013). A sintese de
fibras colagenas é um evento continuo que se estende até o final do processo de reparo
enquanto ocorre a remodelacao tecidual (LINS et al., 2010; PIVA et al., 2011).

Mesmo com o ambiente hipéxico no inicio da cicatrizagdo, as células endoteliais e
fibroblastos ainda funcionam promovendo migracao, sintese de proteinas e proliferagéo.
Enquanto as fases prosseguem, 0s niveis de oxigénio normalizam gradualmente
através da neoformacao vascular. Conclui-se, entdo, que, o estado de oxigenacdo em
gue o tecido se encontra, desempenha um papel importante como estimulo precoce
para o reparo do tecido (UZEDA E SILVA et al., 2016).

2.2.1. REPARO TECIDUAL E LASERTERAPIA

Quando o processo de cicatrizagdo é comprometido por condi¢des locais ou sistémicas,
NOVOS recursos terapéuticos surgem na tentativa de reduzir ou minimizar as falhas no
processo de reparo tecidual, portanto, a laserterapia tem sido administrada com o
objetivo de modular e acelerar o reparo tecidual, melhorando as caracteristicas do tecido
neoformado, principalmente no comprimento de onda vermelho e infravermelho préximo
(LINS et al., 2010; CHAGAS JUNIOR et al., 2013; ANDRADE et al., 2014).

A terapia com laser promove ativacdo precoce da fase inflamatéria do processo de
reparo tecidual, causando exacerbagédo dos sinais da mesma. Esta ativacdo ocorre

devido a neoformacao vascular durante o reparo (PIVA et al., 2011).

Os efeitos biomodulatérios da técnica sobre o tecido séo responsaveis pelo aumento da
sintese de colageno pelos fibroblastos (MOREIRA et al.,, 2011; PIVA et al., 2011;
ROCHA et al., 2012; CHAGAS JUNIOR et al., 2013; ANDRADE et al., 2014), diminui¢do
do infiltrado inflamatério (PIVA et al., 2011; ROCHA et al., 2012; CHAGAS JUNIOR et
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al., 2013; ANDRADE et al., 2014), angiogénese (LINS et al., 2010), aumento da
motilidade de células epiteliais (ANDRADE et al., 2014); além de ser um método néo-
invasivo, nado-farmacoldgico e com baixo indice de efeitos colaterais (PIVA et al. 2011;
ROCHA et al., 2012; CHAGAS JUNIOR et al., 2013). Em tecido cuja cicatrizacao é
prejudicada por alguma condigdo, como por exemplo, a obesidade, a qual leva a
isquemia interferindo no reparo da lesdo, o uso da luz laser € altamente indicada
(UZEDA E SILVA et al., 2016).

O favorecimento do reparo cicatricial serd importante na reducdo da morbidade pds-
cirdrgica de individuos obesos, com reducéo dos custos dos atendimentos ambulatoriais
e hospitalares, antecipagdo do retorno dos individuos as suas atividades sociais e
laborais (UZEDA E SILVA et al., 2016), além da diminuig&o dos riscos de infec¢ao (PIVA
et al., 2011). Apesar da literatura ainda carecer de estudos envolvendo a fototerapia a
laser na presenca de desordens sistémicas como a obesidade, ja existem evidéncias da
acao fotobiomodulatéria destas fototerapias no reparo cicatricial de modelos animais
normais ou com outras disfuncdes sistémicas, como em ratos diabéticos, desnutridos
(PINHEIRO et al., 2005; PINHEIRO et al., 2006) e hipotireoidianos (PARAGUASSU et
al., 2013).

2.3. CELULAS-TRONCO

Células-tronco (CT) sao células indiferenciadas, ndo especializadas, autorrenovaveis e
com potencial de diferenciacdo em células especializadas de um tecido especifico,
como células musculares, hemacias e neurdnios (INACIO, 2011; ROCHA, 2011; GAIBA,
2012; ALVES, 2014).

Estas células podem ser encontradas em embriées recém-fecundados, células
germinativas, células do sangue do corddo umbilical, tecidos adultos e, em células do
tecido adulto a serem reprogramadas com comportamento néo especializado, as quais
sao classificadas em trés grandes grupos: células-tronco adultas ou sométicas (CTA);
células-tronco embriondrias (CTE) e células-tronco pluripotentes induzidas (CTPI)
(ALVES, 2014; GEORGES, 2014; TRUMBULL et al., 2016).

Células-tronco sao células imaturas e ndo especializadas que fornecem uma fonte de
células para regeneracéo de tecidos ou para substituir danificado, em falta ou deficiéncia
de tecidos ou 6rgaos (FEGRAZAD® et al., 2016).

De acordo com o poder de diferenciacéo celular (também conhecido como plasticidade),
as células-tronco séo classificadas em: totipotentes - células progenitoras que possuem

a capacidade de se diferenciar em diferentes tipos de células dentro de uma Unica
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linhagem; pluripotentes - células que possuem o potencial de se diferenciar em células
dos trés tipos do folheto embrionario (endoderme, mesoderme, ectoderme);
multipotentes - células adultas que possuem o potencial de se diferenciar em tipos
especificos de outros tipos de células; e unipotentes - células que possuem a

capacidade de se diferenciar em somente um tipo de célula (GEORGES, 2014).

As CTA apresentam uma capacidade mais restrita de diferenciacéo e sdo consideradas
multipotentes (ALVES, 2014; FEGRAZAD® et al., 2016). Estas células asseguram o
balanco fisiolégico no organismo, pois quando as células nos tecidos naturalmente
expiram ou, o tecido torna-se comprometido e/ou danificado, as CTAs podem ser
eficientemente recrutadas para a regeneracao, reparo ou expansédo (WAGNER et al.,
2009; INACIO, 2011; ROCHA, 2011; GAIBA et al., 2012). N&o apresentam problemas
éticos, ja que podem ser obtidas de tecidos adultos e podem ser transplantadas de
forma autbloga, contudo, diferente das células tronco de pluripotencia induzida,
apresentam baixo potencial teratogénico, fazendo delas ferramentas atraentes para
terapia celular (INACIO, 2011; GAIBA et al., 2012; ALVES, 2014; HIGUCHI et al., 2015).

Entre as diferentes populacbes de CTA estdo as chamadas células-tronco
mesenguimais (CTM). Este termo foi usado pela primeira vez para se referir a um
hipotético precursor pés-natal, multipotente de populagdo heterogénea e alto poder
regenerativo derivado a partir de uma CTM embrionéaria inicial. CTMs possuem
morfologia fibroblastoide e formam colénias em cultura capazes de se diferenciar em
células da linhagem mesodermal como ostedcitos, adipdcitos, condrocitos (INACIO,
2011; ALVES, 2014) e tenddes (TRUMBULL et al., 2016), revelando alto indice de
plasticidade.

A diferenciacao destas células em diferentes linhagens € guiada pela matriz extracelular
(MEC), fatores de crescimento e as interages célula-célula (KUSHIBIKI et al., 2015;
PARK et al., 2015).

Em humanos, CTM foram identificadas em varios tecidos, no individuo adulto (medula
0ssea, sangue, tecido adiposo, pele, dente deciduo, musculo esquelético), como no feto
(liquido amniético, placenta) (ALVES, 2014; ALVAREZ-VIEJO et al., 2015). Porém, as
derivadas da medula 0ssea e tecido adiposo sdo as mais utilizadas nas pesquisas de
engenharia tecidual (TRUMBULL et al., 2016).

A alta plasticidade CTMs sugere que esse tipo celular é o responsavel pelo turnover e
pela manutencdo de todos os tecidos do organismo (INACIO, 2011). Seu facil
isolamento e cultura, alto potencial expansivo, atividades imunossupressoras e,

imunogenicidade limitada fazem destas células uma ferramenta terapéutica promissora
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para as terapias celular e génica da Medicina regenerativa atual (INACIO, 2011;
ABRAHAMSE, 2012; ALVES, 2014; ALVAREZ-VIEJO et al., 2015; FEKRAZAD: et al.,
2016), bem como, podem ser usadas para transplantes aut6logos (em um mesmo
organismo) e heterdlogos (entre organismos de espécies diferentes) (ALVAREZ-VIEJO
et al., 2015).

CTMs séo reconhecidas pela capacidade de autorrenovacao, viabilidade a longo prazo
e potencial de multilinhagens (FEKRAZAD: et al., 2016; FEGRAZAD® et al., 2016;
SULLIVAN et al., 2016). Demonstraram ter a capacidade de regenerar tecido 6sseo,
cartilagem, musculo, tendao, ligamento, tecido adiposo, e estroma. ApGés a coleta, essas
células podem ser cultivadas de forma homogénea com biomarcadores que podem
mudar ao longo do tempo e dependentes das condi¢des da cultura (SULLIVAN et al.,
2016).

Utilizacdo de células-tronco com potencial regenerativo emergiram recentemente como
uma nova forma de terapia para o tratamento de varias doencas e cicatrizacao de feridas
(ABRAHAMSE, 2012; ALVAREZ-VIEJO et al., 2015; KUSHIBIKI et al., 2015; KIM et al,
2016). As multipotentes possuem a capacidade de autorrenovacdo, essas Ssao
consideradas para tratar feridas estimulando processos angiogénicos (O’'CEARBHAILL
et al., 2010; BUSSER et al., 2015; KIM et al, 2016); no entanto, 0s mecanismos exatos
permanecem desconhecidos (BUSSER et al., 2015; KIM et al, 2016).

Os fatores de crescimento e citocinas secretados por células-tronco mesenquimais
podem ser administrados as feridas por transplante de células ou, como alternativa mais
segura, usando o meio condicionado de CTM contendo moléculas bioativas secretadas.
Em busca da diminui¢cdo do tempo de fechamento da ferida, a utilizacdo de um CTMs é
uma alternativa promissora para o tratamento de feridas crénicas (HENDUDARI et al.,
2016).

Os efeitos paracrinos gerados pelas CTM séo diversos: anti-apoptéticos, angiogénicos,
de apoio ao crescimento e diferenciacdo de CT locais e células progenitoras,
antifibrético, imunomodulatério e quimiotatico (DA SILVA e NARDI, 2009).

2.3.1. CEULAS TRONCO DO TECIDO ADIPOSO

O tecido adiposo (TA) representa atualmente uma fonte alternativa rica na obtencéo de
células-tronco mesenquimais devido a grande concentragdo destas células, com alta
capacidade proliferativa e de diferenciacdo (ALVAREZ-VIEJO et al., 2015; HIGUCHI et
al., 2015; HUTTALA et al.,, 2015), o que faz aumentar as opg¢Oes para a sua
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aplicabilidade na engenharia e regeneracéo tecidual (INACIO, 2011; TISSIANI et al.,
2012; HUTTALA et al., 2015).

Ap6s a identificacdo do pré-adipocito, em 1926, diversos estudos experimentais
demonstraram a capacidade dos precursores adipocitarios em formar tecido adiposo
maduro (CIGNARELLI et al., 2012; TISSIANI et al., 2012). Zuk e cols. (2001) isolaram
do tecido adiposo uma populacéo celular com capacidade de diferenciacdo pluripotente,
semelhante a das células-tronco mesenquimais encontradas na medula éssea; a essas

células deu-se o nome de células-tronco adipoderivadas (CTAD).

As células-tronco derivadas do tecido adiposo sdo multipotentes e podem diferenciar-
se, in vitro, em multiplas linhagens mesenquimais, como adipdcitos, condrdcitos,
osteoblastos, células neuronais, células endoteliais e cardiomiocitos (INACIO, 2011;
BASSI et al., 2012; CIGNARELLI et al., 2012; GAIBA et al., 2012; PARK et al., 2015;
ZIMMERMANN, 2015), como em tecidos de linhagem ndo mesenquimal, como nervos
e vasos sanguineos, fendmeno este definido como transdiferenciacio (INACIO, 2011;
OLIVEIRA et al., 2013; ZIMMERMANN, 2015).

Dentre as células-tronco adultas, as derivadas do tecido adiposo sdo melhor alternativa
perante as derivadas da medula éssea devido a facilidade de cultura, precisédo do seu
potencial de diferenciagdo, acessibilidade, além da populacéo de células isoladas do
tecido adiposo ser maior que da medula 6ssea (CIGNARELLI et al., 2012; SULLIVAN et
al., 2016; TRUMBULL et al., 2016).

Células da fracdo vascular do estroma adiposo incluem as células que podem se
diferenciar em adipdcitos em um meio de cultura in vitro (CIGNARELLI et al., 2012;
MIYATA et al.,, 2016), e estas sdo as células mais utilizadas nos estudos, mais
especificamente aquelas provenientes do tecido TAB visceral, pois apresentam maiores
proporcoes de células com potencial adipogénico, em relacdo ao TAB subcutano
(MIYATA et al., 2016). Tem sido demonstrado que uma Unica célula aderente derivada
da fragdo vascular do estroma adiposo pode ser ampliada gerando uma populacéo de
células filhas com capacidade de diferenciacdo multipotentes, definindo-as como
células-tronco adultas (MITTERBERGER et al., 2012)

Estudos afirmam que CTDA inibem a proliferacao e suprimem as funcdes de células B,
além de reduzirem a produg¢édo de imunoglobulina; sédo também investigadas atualmente
por suas propriedades de regulacdo dos sistemas metabdlico através da modulacdo da
adipogénese e lipogénese (CIGNARELLI et al., 2012) e imunolégico em doenga do
enxerto versus hospedeiro e distirbios auto-imunes (artrite reumatoide, doenca de
Crohn e colite ulcerosa) (BASSI et al., 2012; CIGNARELLI et al., 2012); reparacao de
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feridas, anti -envelhecimento, tratamento de defeito 6sseo e fistulas (CIGNARELLI et
al., 2012MIN et al, 2015). A caracteristica sugerida de favorecer o crescimento de
células tumorais permanece ainda sob intenso debate, assim como sua capacidade de
migrar para dentro de tumores, 0 que seria de grande utilidade para confeccdo de
farmacos (BASSI et al., 2012). CTAD possuem vasta variagdo de aplicagfes clinicas,

com Ulceras cronicas ou diabéticas (KIM et al, 2016).

A proliferacédo e diferenciacdo das CTMs durante a cultura in vitro podem diferir das
caracteristicas naturais que estas células tém in vivo (CIGNARELLI et al.,, 2012;
BUSSER et al., 2015). Para aplicaces em engenharia de tecidos, € fundamental
comecar com uma populagédo de células bem definidas, incluindo sua funcionalidade
bem caracterizada. Conseguir isso permitird a padronizacdo de protocolos clinicos
eficientes e seguros (BUSSER et al., 2015).

Existe um esfor¢co para descobrir a origem e localizacdo das células-tronco adiposas.
Ja é sabido que os adipdcitos desenvolvem-se em coordenagdo com a vasculatura e,
foi sugerido que seus progenitores residam nos vasos sanguineos adiposos, e de mais
nenhum outro tecido. Assim, a vasculatura do tecido adiposo parece funcionar como um
nicho progenitor e pode fornecer sinais para o desenvolvimento dos adipécitos
(CIGNARELLI et al., 2012).

Existem diferengas potenciais de células-tronco adiposas entre individuos normais e
obesos que poderiam apoiar a hip6tese de que a distribuicdo de gordura e a propria
obesidade pode ter uma origem de desenvolvimento genética (CIGNARELLI et al.,
2012).

Nao existe um marcador especifico para as células-tronco mesenquimais, o que invalida
a identificacao destas células por anticorpos especificos (BASSI et al., 2012; GAIBA et
al., 2012; MITTERBERGER et al., 2012; BUSSER et al., 2015); em vez disso, varios
marcadores sdo usados em conjunto para identificar essas células (BASSI et al., 2012;
GAIBA et al., 2012; ALVES, 2014). No entanto, a Sociedade Internacional para Terapia
Celular prop6s critérios minimos para definir CTMs em 2006 (DOMINICI et al., 2006):
essas sdo células semelhantes a fibroblastos em condi¢des de cultura padrdo, devem
possuir adaptacéo plastica; devem possuir potencial de diferenciacdo multipotente; e
devem ser positivas para marcadores de superficie mesenquimais (CD105, CD73 e
CD90) e sem expressao de marcadores endoteliais hematopoiéticos (CD45, CD34,
CD14, CD11b ou, CD79a ou CD19, e HLA-DR).

Sullivan e cols. (2016) encontraram uma taxa de 90% de células-tronco com

biomarcadores CD90+, CD44+ e CD45- coletadas do tecido adiposo do ligamento
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falciforme de caes, apesar destes serem marcadores caracteristicos de células-tronco

derivadas da medula 6ssea, segundo os autores.

Park e cols. (2015) utilizaram células-tronco derivadas do tecido adiposo para
caracterizar os marcadores celulares humanos. O resultado deu positivo para CD29,
CD90 e CD105.

Busser e cols. (2015) encontraram em seu estudo, por citometria de fluxo, que células-
tronco derivadas do tecido adiposo sdo positivas para o marcador CD34, porém

negativas para CD44.

Existem algumas diferencas na expressdo de marcadores particulares entre as CTMs
(BASSI et al., 2012; CIGNARELLI et al., 2012; BUSSER et al., 2015). Células-tronco
derivadas do tecido adiposo expressam CD49d, o que ndo ocorre com as da medula
6ssea, enquanto estas expressam CD106, mas n&o as do tecido adiposo (INACIO,
2011; BASSI et al.,, 2012; CIGNARELLI et al., 2012). Alguns marcadores sdo
normalmente expressos por CTAD, tais como CD 105, CD90, CD34, (BASSl et al., 2012;
MITTERBERGER et al., 2012; HIGUCHI et al., 2015), CD13, CD29, CD54, CD73, MHC
| (BASSI et al., 2012), CD207 (ALVAREZ-VIEJO et al., 2015) e CD166 (HIGUCHI et al.,
2015). No entanto, é extremamente dificil obter CTADs que expressam todos o0s
marcadores de superficie com mais do que 90% de pureza. Na maioria dos casos, a
primeira passagem tem sido cerca de 60-80% positivo para estes marcadores, indicando
gue CTADs nao formam populagdes homogéneas (HIGUCHI et al., 2015). Vale ressaltar
gue, a combinacdo de marcadores ndo pode distinguir CTDAs com alta ou baixa
capacidade adipogénica (MITTERBERGER et al., 2012).

CD49 sao moléculas de adeséo celular pertencentes a subfamilia 1 das L-selectinas,
as quais sdo expressas em leucdcitos e parecem estar envolvidas na adesao
leucocitéria ao endotélio durante o processo de transmigracdo do vaso ao tecido em
processo inflamatério (CRUSE et al., 2002; BRADAWY et al., 2013).

Ja foram apresentadas provas de que a imunofenotipagem da CTDA pode mudar
durante a expansao em cultura da célula, provavelmente influenciado pela aderéncia
plastica da cultura, e proliferacdo em meio com concentracdes elevadas de soro fetal
bovino (SFB), o qual contém fatores variaveis e indefinidos que influenciam a
proliferacdo, diferenciacéo e sobrevivéncia de células-tronco adultas (MITTERBERGER
et al., 2012).

O estudo promovido por Higuchi e cols. (2015) corroborou com a afirmacdo de

Mitterberger e e cols. (2012) em relac&o a sensibilidade da expressédo dos marcadores
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de superficie ao meio que as células sao expostas, ja que seus resultados indicaram
que CTADs purificadas utilizando o método de migracdo da membrana hibrida
expressam niveis muito mais elevados de marcadores de superficie em cada célula do
que CTADs purificadas utilizando o método de cultura convencional, como as células do

estroma vascular.

Um método adequado de selecdo permitiria o emprego de CTMs em diferentes
patologias diretamente apds o seu isolamento ou sua expansao in vitro. Marcadores de
identificacdo pré-cultura garantiriam um grau de pureza mais elevado do que o obtido
com uma selecdo baseada na aderéncia plastica. Muitos pesquisadores direcionam
seus esforcos em encontrar um marcador ou uma combina¢cdo de marcadores para
garantir a sua selecéo (ALVAREZ-VIEJO et al., 2015).

Mitterberger e cols. (2012) detectaram diferencas na intensidade da maturagéo
adipogénica no nivel individual de CTDA isolada a partir de uma mesma cultura. Estes
dados sugerem que pode existir heterogeneidade em relacéo a capacidade adipogénica
de células-tronco de uma mesma cultura.

2.4. LASER

7

Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation & representada pela sigla
LASER, convencionada para definir uma radiacdo eletromagnética nao ionizante,
altamente concentrada, produzida por emissdo espontanea (LINS et al., 2010;
SANTUZZI et al., 2011; ANDRADE et al., 2014; FREITAS et al., 2014). Propriedades
Unicas a diferenciam de outras fontes de luz, tais como, monocromaticidade, coeréncia
e colimacdo (HENRIQUES et al., 2008; ANDRADE et al., 2014).

Pinheiro e cols. (2010) discriminam as propriedades individuais da luz laser como
monocromatica ou pura; coerente, pois as cristas das ondas encontram-se pareadas e
unidirecionais; e colimada, o foco da luz pode ser mantido mesmo com o aumento da

distancia focal devido ao grau de paralelismo entre as ondas.

Pensava-se que a coeréncia fosse imprescindivel para a acdo do laser no tecido
(FREITAS et al., 2014), porém, na década de 80, ap6s a comparagdo entre o efeito
sobre o crescimento celular utilizando fontes de luz coerente e incoerente, sugeriu-se
que essa propriedade ndo € importante para o efeito biolégico do laser, j& que o efeito
estimulante na sintese do DNA ocorreu independente da coeréncia da luz utilizada
(PARAGUASSU et al., 2013; FREITAS et al., 2014).

Os primeiros efeitos biol6gicos da luz laser foram descobertos por Endre Mester em

1966. Desde entdo, pesquisadores levantam os beneficios da radiacdo laser em
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terapias médicas devido a sua capacidade de penetrar nos tecidos (HENRIQUES et al.,
2008; KUSHIBIIKI et al., 2015). Os lasers de baixa poténcia possuem finalidade
terapéutica, atuam como antiinflamatério, analgésico e biomodulador (FIGUEIREDO et
al., 2013; ANDRADE et al., 2014; FREITAS et al., 2014), com atuacéo a nivel celular e
dependente de varidveis, como dose, ponto de irradiacdo, numero de sessfes e
comprimento de onda utilizado (BOURGUIGNON-FILHO et al., 2005; HENRIQUES et
al., 2008; FREITAS et al., 2014; GINANI et al., 2014).

Os Lasers em utilizacdo pratica apresentam duas classificacdes, alta poténcia ou
cirdrgicos e baixa poténcia ou terapéuticos. Como o nome ja diz, os primeiros sao
indicados para procedimentos cirdrgicos, pois permitem o corte, vaporizagdo e
coagulagéo dos tecidos (LINS et al., 2010; ANDRADE et al., 2014); ja os de baixa
poténcia, sdo os responsaveis pelos efeitos antiinflamatérios e biomoduladores no
tecido (LINS et al.,, 2010; SANTUZZI et al.,, 2011; CHAGAS JUNIOR et al., 2013;
FIGUEIREDO et al., 2013; FREITAS et al., 2014).

Os aparelhos de laser sdo dispositivos compostos por substancias gasosas ou de
pedras preciosas que geram luz quando excitadas por uma fonte de energia
(HENRIQUES et al., 2008). Para pesquisas sobre o uso da luz laser no processo de
cicatrizacao tecidual ja foram citados lasers de rubi, hélio-neénio, arsénio-galio, arsénio-
galio-aluminio (BOURGUIGNON-FILHO et al., 2005.). De acordo com Bourguignon-
Filho e cols. (2005), os lasers que utilizam essas fontes possuem sucesso no processo
de cicatrizacdo de feridas em tecidos moles, com pouca significancia em reparos

0sseos.

A fototerapia laser ja possui eficdcia em diversas especialidades odontolégicas, com
uso na prevencao e tratamento da mucosite oral (DE CASTRO et al., 2013; SILVA et
al., 2014; BASSO et al., 2015; OTON-LEITE et al., 2015), preparo cavitario e acesso
endododntico (SOUZA et al., 2011; TAMBOGA et al., 2011), reparo 6sseo (OLIVEIRA et
al., 2011); terapia fotodinAmica (MATTIELLO et al., 2011) e, aceleracdo e analgesia do
movimento ortodontico (BARBOSA et al., 2013). Embora, muitos protocolos ainda

levantem a necessidade de mais pesquisas na area.
2.4.1. LASERTERAPIA

A terapia com laser de baixa intensidade ja mostrou-se eficaz em varios campos
clinicos, com relatos sobre o efeito da atenuacdo da dor, reparacao de feridas,
remodelacdo 6ssea, rejuvenescimento da pele, aumento da vascularizacao sanguinea
local e tratamento de doencas inflamatorias da pele (KUSHIBIKI et al., 2015; MIN et al.,
2015; PARK et al., 2015; FEGRAZAD® et al., 2016).
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A cicatrizacdo de uma forma estética e satisfatoria sempre foi uma preocupacao médica
para atender as expectativas dos seus pacientes. Assim, a incluséo da fototerapia a
laser ou fotobioestimulagéo, tem sido difundida na literatura pela sua principal
capacidade de modular a resposta inflamatoria e acelerar o reparo tecidual através da
proliferacdo celular (LINS et al, 2010; ABRAHAMSE, 2012; GINANI, 2014;
CAVALCANTI et al., 2015; OTON-LEITE et al., 2015; ZACCARA et al., 2015).

A luz pode interagir com o tecido de quatro maneiras: transmissao, reflexdo, dispersdo
e absorgédo (PINHEIRO et al., 2010; CHAGAS JUNIOR et al., 2013).

1) TRANSMISSAO

A luz passa pelo tecido mas ndo causa nenhum efeito sobre ele
2) REFLEXAO

A luz é refletida e ndo penetra no tecido

3) DISPERSAO

A luz é espalhada dentro do tecido

4) ABSORCAO

Os cromoforos sdo biomoléculas capazes de absorver os fétons emitidos pela luz laser
convertendo-os em energia metabdlica no tecido (GINANI et al., 2014; KUSHIBIKI et al.,
2015; FEGRAZADb et al, 2016; HENDUDARI et al., 2016). Cromoéforos ou
fotorreceptores absorvem a fotoenergia intrinsecamente ou através de um componente
molecular. A cadeia respiratéria mitocondrial inclui multiplos fotorreceptores: enzima
citocromo c oxidase, porfirina, flavoproteinas, bilirrubina, melanina, vitaminas B6 e K,
entre outros (KUSHIBIKI et al., 2015). Essas moléculas dependem, preferencialmente,
do comprimento de onda (MEZZARANE, 2007; KUSHIBIKI et al., 2015). Melanina e
hemoglobina sdo exemplos de cromoéforos que absorvem o espectro na faixa do
vermelho (MEZZARANE, 2007).

Os principais comprimentos de onda utilizados na laserterapia de baixa intensidade com
beneficios significativos em modelos animais e processos patolégicos em humanos,
estdo na faixa do vermelho (630 a 700nm) e infravermelho proximo (700 a 904nm)
(BARBOZA et al., 2013; ABREU FREITAS et a., 2013; ANDRADE et al.,, 2014;
FEGRAZAD® et al.,, 2016). A profundidade de penetracdo da luz é diretamente
proporcional ao comprimento de onda dentro do espectro visivel, ou seja, tecidos mais

superficiais sdo tratados com comprimentos de onda entre 600 e 700 nm, e tecidos mais
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profundos utilizam comprimentos de onda mais longos, entre 780-950 nm (PINHEIRO
et al., 2010; CHUNG et al., 2012; FIGUEIREDO et al., 2013).

O laser de baixa intensidade atua sem produzir efeitos toxicos (HENDUDARI et al.,
2016) e sem aquecer o tecido, ao invés disso, apds a energia dos fotons ser absorvida,
ela age nos processos moleculares e bioquimicos teciduais e induz reacfes
fotoquimicas, fotofisicas e/ou fotobioldgicas (LINS et al., 2010; DE CASTRO et al., 2013,
FIGUEIREDO et al., 2013; ABREU FREITAS et al., 2013; CAVALCANTI et al., 2015;
MIN et al., 2015; FEKRAZAD® et al., 2016). Recentemente, muitos estudos relataram
que a laserterapia aprimora o crescimento e a proliferacdo de linhagens de células
cultivadas, incluindo células-tronco (GINANI et al., 2014; MIN et al., 2015; PARK et al.,
2015; ZACCARA et al., 2015; BLATT et al., 2016; FEKRAZAD et al., 2016).

Embora alguns autores defendam que muito pouco é conhecido sobre a aplicacédo do
laser de baixa poténcia sobre células-tronco (GINANI et al., 2014; ZACCARA et al.,
2015; BLATT et al., 2016), tem sido mostrado na literatura que o laser de baixa poténcia
induz a atividade de células-tronco pelo aumento da migracéo, proliferacao e viabilidade,
ativacdo da expresséo de proteinas, e inducao da diferenciacéo de células progenitoras
(PARK et al., 2015; ZACCARA et al., 2015). Blatt e cols. (2016) afirmam que laserterapia
in vitro em células-tronco mesenquimais causa significativo aumento na sua taxa de
proliferacdo, assim como, a taxa de proliferacdo de células-tronco derivadas de tecido

adiposo.

Células-tronco mesenquimais da polpa dentaria irradiadas no comprimento de onda
vermelho e dose de 1J/cm? apresentaram aumento na sua taxa de proliferacdo
(ZACCARA et al., 2015). Aplicacé@o do laser de baixa poténcia a células progenitoras
neurais humanas normais aumentou significativamente sua producéo de trifosfato de
adenosina (ATP) (BLATT et al., 2016).

Alguns aspectos da laserterapia podem influenciar os resultados desejados para
proliferacdo celular, tais como o espectro de luz ideal, o nivel de poténcia, densidade de
energia e comprimento de onda (GINANI et al., 2014; CAVALCANTI et al., 2015;
ZACCARA et al., 2015). Estudos recentes mostram que os melhores resultados séo
obtidos quando o espectro de luz visivel (600 a 700 nm) € utilizado (CAVALCANTI et
al., 2015; ZACCARA et al., 2015) para proliferacdo e viabilidade das CTMs. Em
contraste, o espectro de luz infravermelho (810-830 nm) tem sido associado com a
inibicdo da proliferacdo (ZACCARA et al., 2015).

De acordo com os resultados do estudo de Fekrazada e cols. (2016), usando células-

tronco derivadas da medula 6ssea de coelhos, a quantidade da formacdo de nova
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cartilagem foi ligeiramente mais favoravel quando aliadas a terapia laser do que com

aplicacdo de células-tronco isoladas.

A acédo fotobioldgica do laser a nivel celular ocorre através da ativagdo da cadeia
respiratoria da mitocondria (LINS et al.,, 2010; DE CASTRO et al.,, 2013; ABREU
FREITAS et al., 2013; ANDRADE et al., 2014; CAVALCANTI et al., 2015; MIN et al.,
2015; FEGRAZAD® et al., 2016), estimulacédo da sintese de DNA e RNA, variacdo do
pH intra e extracelular, aceleracdo do metabolismo, e aumento da producéo protéica e
modula¢do da atividade enzimatica (BARBOZA et al., 2013; ABREU FREITAS et al.,
2013; ANDRADE et al., 2014). A excitacdo do fotorreceptor inicia uma cascata de
atividades celulares, resultando em producdo de ATP (PIVA et al., 2011; BARBOZA et
al., 2013; ANDRADE et al., 2014; CAVALCANTI et al., 2015; KUSHIBIKI et al., 2015;
MIN et al., 2015; FEGRAZAD® et al.,, 2016). Pequenas mudancas no nivel de ATP
podem alterar significativamente o metabolismo celular, com isso, aumentar a
guantidade dessa energia pode promover a melhora no metabolismo celular,
especialmente nas células que estejam debilitadas (MEZZARANE, 2007; LINS et al.,
2010).

A fotobiomodulacdo atua sobre diferentes tipos celulares e obtém respostas
diversificadas, a exemplo da proliferacdo epitelial e de fibroblastos, bem como a
maturacao, locomocéo e transformacgéo dos mesmos em miofibroblastos, produgéo de
colageno e elastina, angiogénese (BARBOZA et al., 2013; DE CASTRO et al., 2013;
FIGUEIREDO et al., 2013; ABREU FREITAS et al., 2013; CAVALCANTI et al., 2015;
HENDUDARI et al., 2016), revascularizagdo, contragdo da ferida, aceleracdo do
processo cicatricial (FIGUEIREDO et al.,, 2013; ABREU FREITAS et al., 2013;
ANDRADE et al., 2014; CAVALCANTI et al., 2015). Dados experimentais mostraram
gue a irradiacdo € seguida pelo aumento da sintese de fatores de crescimento, 6xido
nitrico (NO), e espécies reativas de oxigénio (GINANI et al., 2014; CAVALCANTI et al.,
2015).

O efeito do laser depende do estado fisiolégico da célula antes da irradiacao, portanto,
se uma célula encontra-se em seu estado normal, ndo ha estimulo para o efeito
terapéutico do laser, porém, se uma célula estd com algum déficit metabdlico, o
mecanismo de interacdo da luz com as células ou tecido pode tanto estimular quanto
inibir certas fungbes celulares, com o resultado dependente da dose administrada
(MEZZARANE, 2007; ABREU FREITAS et al., 2013).

A bioestimulacéo feita pela laserterapia aumenta consideravelmente a proliferacéo de

fibroblastos e producdo de coldgeno em feridas irradiadas e, consequentemente,
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acelera o processo de cicatrizacdo (LINS et al., 2010; MOREIRA et al., 2011; PIVA et
al., 2011; CHAGAS JUNIOR et al., 2013 ANDRADE et al., 2014). Para a regeneracao
celular, o efeito da luz deve ser a nivel dos condroblastos e neuroblastos (FEGRAZAD®P
et al., 2016).

A diversidade dos parametros utilizados nos estudos (densidade de energia/dose,
comprimentos de onda, poténcia, tempo de tratamento, tempo de irradiacdo, area do
feixe, e nUmero de pontos irradiados) afetam diretamente seus resultados (LINS et al.,
2010; CHAGAS JUNIOR et al., 2013; ANDRADE et al., 2014; FREITAS et al., 2014;
GINANI et al., 2014; ZACCARA et al., 2015; FEGRAZAD® et al., 2016), por conta disso,
Jenkins & Carroll (2011) sugeriram que o0s parametros relacionados ao aparelho e
tratamento fossem citados pelos autores, pois estas informac¢des ajudariam a evitar
problemas causados pela informac¢do incompleta dos dados, o que podiam tornar

resultados impublicaveis.

A cicatrizacdo de feridas € um processo biolégico complexo que envolve uma série de
eventos regulados por fatores de crescimento, citocinas e componentes da matriz
extracelular (ANDRADE et al., 2014; OTON-LEITE et al., 2015), por isso, os estudos
gue tem por objetivo testar a eficacia da irradiacéo laser dao preferéncia em utilizar
modelos animais a culturas in vitro, jA que esses séo capazes de reproduzir
fisiologicamente o processo, e assim, obter uma simulacdo mais realista do efeito da
laserterapia sobre o tecido (UZEDA E SILVA et al., 2016). A facilidade de manipular

roedores os tornam o modelo mais escolhido nas pesquisas cientificas.



36

3. PROPOSICAO
Objetivo Geral

Avaliar, através de analise imunohistoquimica, o envolvimento de células-tronco do
tecido adiposo no reparo de feridas cutdneas excisionais dorsais de ratos submetidos a
dieta hiperlipidica e os efeitos da fototerapia Laser (A660nm) com densidade de energia

de 6J/cm2 por ponto.
Objetivos Especificos

1. Verificar o efeito da dieta hiperlipidica na lipogénese, através da analise do tecido
adiposo retroperitoneal.

2. Avaliar a expressao protéica de marcadores das células-tronco adiposas CD49d em
feridas de pele de ratos com e sem obesidade induzida nos tempos experimentais
de 7 e 14 dias;

3. Avaliar a expressao protéica de marcadores de células-tronco-adiposas CD49d em
feridas de pele pés fotobiomodulagéo laser em ratos com e sem obesidade induzida

nos tempos experimentais de 7 e 14 dias.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 - RESPALDO ETICO DA PESQUISA

Este experimento em animais seguiu 0s principios éticos e legais de conduta de
experimentacado animal da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal da Bahia
(UFBA), sendo aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), desta
Instituig&o protocolo n°® 02/12 (ANEXO), de acordo com a LEI N° 11.794, de 8 de outubro
de 2008.

4.2 - AMOSTRA

Foram utilizados 48 ratos albinos da espécie Rattus norvegicus, classe Mammalia,
ordem Rodentia, da linhagem Wistar, desmamados e obtidos no Biotério Suprilab
(Suprimento de Laboratérios e Biotérios) em Cachoeira/Ba. Os procedimentos e a
manutengdo dos ratos foram realizados no biotério de experimentagdo animal do
Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia. Os ratos foram
mantidos em gaiolas plasticas apropriadas, contendo no maximo trés ratos/gaiola, em
local livre de ruidos, com condi¢Bes normais de umidade, temperatura média de 23 °C
e em ciclo de 12h de luz-escuriddo. Cada gaiola foi forrada com maravalha, sendo
substituida a cada 48 horas, propiciando, assim, condicdes favoraveis de higiene e

preenchendo os requisitos fisico-quimicos para a salde e bem-estar dos animais.
4.3 - DISTRIBUICAO DOS GRUPOS

Apos o periodo de desmame, os ratos foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos
experimentais: os que foram alimentados com dieta padrdo (DP) e os que foram
alimentados com dieta hiperlipidica (DH), ad libitum, durante o periodo de 20 semanas.
Os ratos foram distribuidos aleatoriamente em quatro subgrupos, avaliados em dois
tempos biol6gicos p6s-operatorios (7 e 14 dias) de acordo com o tipo de dieta, protocolo

de irradiacéo e tempo experimental (Quadro 1).
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Quadro 1: Distribuicdo dos ratos nos grupos experimentais de acordo com o tipo de
dieta, protocolo de irradiacédo e tempo experimental.

TIPO DE DIETA TRATAMENTO TEMPO NUMERO DE
EXPERIMENTAL ANIMAIS
Controle 7 dias 6
(sem irradiacéo)
14 dias 6
Padréao
Irradiacdo Laser 7 dias 6
(A660NnmM, 24 J/icmz,
40mW, CW) 14 dias 6
Controle 7 dias 6
(sem irradiac&o)
14 dias 6
Hiperlipidica Irradiacédo Laser 7 dias 6
(A660Nnm, 24 J/cmz,
40mW, CW) 14 dias 6

4.4 — MANIPULACAO NUTRICIONAL

O grupo DP foi alimentado com uma racéo padrao (NUVILAB® - Nuvital Nutrientes S /
A, Brasil). O grupo DH foi alimentado com uma dieta de cafeteria, rica em gordura, que
foi iniciada no 22° dia depois do desmame. A racdo hiperlipidica foi composta de
alimentos que constituem as refeicdes basicas. Esta dieta contém 17% de proteina e
um elevado teor de gordura (23%) (Tabela 1). Todos os ratos foram alimentados durante

20 semanas, continuando mesmo apoés o procedimento cirdrgico.
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TABELA 1. Composicéo da dieta padréo (DP) e dieta hiperlipidica (DH)

Componentes (%) Dieta

DP DH
Carboidratos (%) 57 46
Proteinas (%) 22 17
Gordura (%) 4 23
Energia (Kcal/g) 3.5 45

A dieta padrao (Nuvilab® CR1, Brasil) foi composta de milho integral moido, farelo de
trigo, carbonato de calcio, fosfato bicalcico, vitaminas e sais minerais. A dieta
hiperlipidica previamente padronizada por Estadella et al. (2004) e analisada por Oliveira
et al. (2011) foi composta de uma mistura da racdo padrdo (Nuvilab® CR1, Brasil),
chocolate ao leite, amendoim torrado e biscoito maisena (Figura 1), na proporgéo de
3:2:2:1, seguindo a sequéncia citada, os ingredientes foram triturados, misturados e

peletizados e, ap0s a secagem em estufa, a dieta era oferecida aos ratos.

Figura 01 - Racéo Hiperlipidica e Rac¢éo Padrdo (UFBA, 2014).

4.5 — AVALIACAO PONDERAL

Os ratos foram pesados duas vezes por semana, desde a introducdo da dieta até a
finalizacdo do experimento (Figura 2). Para isso foi utilizada uma balanca digital
(Filizola,MF-3) com capacidade maxima de 30009 e precisdo de 0,5g. Apos a morte dos

ratos, foi feita uma incisdo no abdémen, remog¢éo de todas as visceras, separagédo da
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gordura retroperitoneal e pesagem para comparacao da quantidade de tecido adiposo

entre 0s grupos, e assim, constatar a obesidade nos animais do grupo DH.

Figura 02 - Ratos que receberam ragéo hiperlipidica e racéo padrédo
(UFBA, 2014).

4.6 — PROCEDIMENTO CIRURGICO

Apos o periodo de 20 semanas de inducdo da obesidade, os ratos foram submetidos a
anestesia geral, com injecao intraperitoneal de cloridrato de quetamina 10% (Cetamin®)
e cloridrato de xilazina 2% (Xilazin®) na posologia de 80mg/Kg e 14mg/Kg,
respectivamente. Em seguida, com os ratos posicionados em decubito ventral, foi
realizada a tricotomia manual da regido média do dorso e antissepsia da area cirdrgica
com Digluconato de Clorexidina a 2%. Em todos os ratos foram confeccionadas feridas
cutaneas excisionais padronizadas de 1cm x 1cm com auxilio de um bisturi modificado
com laminas de bisturi n® 15 e um gabarito padronizado de 1cmz2. As feridas foram
deixadas sem sutura para cicatrizar por segunda intencao. Apds o procedimento
cirdrgico, os ratos foram mantidos individualmente em suas respectivas gaiolas
plasticas, devidamente identificadas de acordo com o grupo ao qual fazia parte, e

mantidos em constante observacao até a finalizagdo do periodo experimental.
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Figura 04 - Incisdo para confec¢éo da ferida
cirargica (UFBA, 2014)

Figura 03 - Demarcacgéo dos pontos
correspondentes aos angulos da ferida

cirargica (UFBA, 2014).
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Figura 05 - Ferida cirargica imediatamente
apo6s a confeccdo (UFBA, 2014).

4.7 — PROTOCOLO DE IRRADIACAO

Para a irradiagdo dos grupos experimentais, foi utilizado o aparelho de Laser diodo de
Arseneto de Galio e Aluminio (GaAlAs), (modelo Twin Flex Evolution, MMoptics®, Sao
Carlos, SP) no comprimento de onda vermelho (A660nm), com emissédo de radiagcédo
continua, poténcia de 40mW e area de saida do feixe da ponteira de 0,04cm2. O
protocolo de irradiagdo nos grupos irradiados por laser DPL e DHL, por sesséo, consistiu
na aplicacdo da densidade de energia de 24J/cm?, sendo iniciada imediatamente apos
a confeccédo da ferida excisional, repetindo-as com intervalo de 48 horas, até a morte
dos ratos (7 ou 14 dias p6s-operatorios). A dose total de tratamento consistiu de 96J/cm?
e 168J/cm?, ao final dos periodos experimentais de 7 e 14 dias, respectivamente. A
irradiacdo com o laser foi realizada de forma pontual em quatro pontos correspondentes

aos angulos da ferida, o mais proximo de suas bordas. A ponteira do laser foi mantida
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em posicdo perpendicular ao tecido irradiado, a fim de garantir maior absorcdo da
energia. Em cada ponto foi depositada uma densidade de energia de 6J/cm? com o
tempo de aplicagdo de 2 minutos e 30 segundos, totalizando 24J/cm2 e um tempo de
aplicacao total de 10 minutos por sessdo. Foi escolhido o comprimento de onda

vermelho ja que o processo de cicatrizacdo ocorre nas camadas superficiais do tecido.

Quadro 2: Parametros utilizados no protocolo de irradiagéo (UFBA, 2014).

DIETA PADRAQ E DIETA PAQRAO E DIETA
A DIETA HIPERLIPIDICA HIPERLIPIDICA LASER
PARAMETROS CONTROLE

7 dias 14 dias 7 dias 14 dias
Comprimento de onda - - 660nm 660nm
(nm)
SAEF (J/cm2 - sessao) - - 24J/cm2 24J/cmz
SAEF (J/cm2 - - - 96J/cm? 96J/cmz2
tratamento)
Poténcia Output (mW) - - 40mw 40mw
Area do tecido iluminada - - 1cm? 1cm?
(cm?)
Area do spot (cm?) - - 0,04cm? 0,04cm?
Irradidncia (mW/cm?) - - 1000mW/cm2 | 1000mW/cm?
Tempo de irradiagcéo - - 10 min 10 min
(sesséao)
Tempo de irradiagcéo - - 40 min 70 min
(tratamento)
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Figura 06 - Aparelho utilizado para realizagéo Figura 07 - Irradiacdo da ferida cirdrgica
da fototerapia laser (UFBA,2014). com a luz Laser de emissdo vermelha (UFBA,
2014).

4.8 — MORTE DOS RATOS E OBTENCAO DA AMOSTRA

Ao final do periodo experimental para cada grupo (7 ou 14 dias), os ratos foram
submetidos a aprofundamento anestésico, atraveés de TBE (tribromoetanol), via jugular.
A partir da cessacdo dos sinais vitais e opacificacdo da cérnea, as pecas foram
removidas através de uma excisédo realizada ao redor da ferida com margem de tecido
de 1cm, e acondicionadas em frascos plasticos devidamente identificados contendo
formol a 10%, com volume aproximadamente igual a cinco vezes o volume da peca,
onde permaneceram por 24h para sua fixacdo. Em seguida foram encaminhadas ao
Laboratério de Patologia Cirurgica Oral do Departamento de Propedéutica e Clinica
Odontologica da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal da Bahia
(FOUFBA), onde foram processadas. A gordura retroperitoneal foi removida e, apés
pesagem, descartada.
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Figura 08 - Gordura retroperitoneal de ratos do Figura 09 - Gordura retroperitoneal de ratos do
Grupo Dieta Padrdo (UFBA, 2014). Grupo Dieta Hiperlipidica (UFBA, 2014).

4.9 — PROCESSAMENTO IMUNOHISTOQUIMICO

Utilizando um micrétomo, foram obtidos seis sec¢fes de 4 um de espessura de tecido
do dorso de cada animal. Os cortes foram estendidos sobre laminas de vidro
previamente silanizadas (3-aminopropyiltriethoxy-silano 2% em etanol absoluto) e,
posteriormente, armazenados em estufa a 60°C por no minimo 24 horas para sua
melhor fixag&o. Os cortes foram desparafinizados por imersdo em xilol e hidratados em
porcentagens decrescentes de etanol, seguido de incubacéo em peréxido de hidrogénio
3% diluido em PBS por 40 minutos. Apds exposicdo antigénica através de imersdo em
solugao tampéo Citrato 10mH ph 6,0 em steamer a 95°C durante 20 minutos, 0s cortes
foram incubados, conforme padronizagéo, por 10 minutos em Protein Block Serum-Free
(K0909, Dako, Carpenteria, CA, USA) para blogueio de sitios inespecificos e posterior
incubagdo com o anticorpo primario em camara Umida a 4°C. A diluicdo do anticorpo
primario, o tempo de incubacao e o método de detecc¢édo utilizados para cada proteina
constam no Quadro 1. A incubacéo do sistema de deteccdo ADVANCE HRP (Dako)
ocorreu em duas fases por 30 minutos cada. A revelagao da reacgao foi feita com 3,3’-
diaminobenzidina (K3468, Dako Liquid DAB Plus, Dako) e as laminas foram contra-
coradas com hematoxilina de Mayer. Entre essas pesagens, os cortes foram lavados
duas vezes com solucdo tampé&o PBS pH 7,4 acrescido de Triton 0,1%.

Os cortes foram desidratados em cadeia de alcool ascendente por 5 minutos cada, nas
concentracdes (%) de 50, 60, 70, 80, 90, 95, absoluto (1), absoluto (2), absoluto (3) e



45

diafinizados em dois banhos de xilol. As laminas foram em seguida montadas em resina

Permount (Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ) para exame de microcopio de luz.

Os procedimentos de controle envolveram a utilizacdo de amostra com reatividade
conhecidamente positiva para o anticorpo, funcionando como controle externo positivo
da reacdo (Quadro 3). Como controle externo negativo, foi utilizado o mesmo tecido,
onde o anticorpo primario foi substituido por soro, devendo a reacao ser completamente
negativa.

A avaliagdo imunohistoquimica foi realizada em estudo cego por um patologista
experiente, de forma semiquantitativa, de acordo com a proporcao de células marcadas
e intensidade da imunomarcacao do anticorpo, sendo classificados em 0 (0 a 10% de
células marcadas), 1 (11 a 50% de células marcadas), 2 (51 a 80% de células
marcadas), 3 (81 a 100% de células marcadas) e; 0 (sem imunomarcagdo), 1
(imunomarcacdo fraca), 2 (imunomarcagdo moderada), 3 (imunomarcacdo forte),

respectivamente, ambas avaliadas na derme e hipoderme do tecido (Quadro 4).



Quadro 3: Descri¢ao do anticorpo primario utilizado na reagdo imunohistoquimica

Anticorpo  Tipo do Animal Marca Cddigo Clone Bloqueio
Anticorpo Hospedeiro Interacbes
Inespecificas
CD49d Policlonal Coelho Novus NB110- - Solugéo
Biologicals 55524 blogueadora

Diluic&o Kit de Tecido
Anticorpo Visualizagdo Controle

Primario Positivo

1:400 ‘ Advance Linfonodo
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Quadro 4: Critérios utilizados na analise imunohistoquimica (UFBA, 2016).

MARCACAO INTENSIDADE
0: 0-10% 0:0
1: 11 - 50% 1: fraco
2: 51 - 80% 2: moderado
3: 81 -100% 3: forte

4.10 — ANALISE DOS DADOS

Os dados obtidos foram tabulados utilizando o programa Microsoft Excel e analisados
estatisticamente com auxilio do programa minitab versdo 17. Foram utilizados os
seguintes testes estatisticos: para comparacdo do peso corporal e gordura
retroperitoneal foi utilizado o teste t de Student, considerando uma significancia de 5%.
Para a comparacéo intra e intergrupo das variaveis imunohistoquimicas foi utilizado o

teste do Qui Quadrado, considerando uma significancia de 5%.
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5. RESULTADOS
5.1 — AVALIACAO DO PESO DA GORDURA RETROPERITONEAL

A dieta hiperlipidica foi capaz de promover o acumulo de gordura na regido
retroperitoneal dos ratos do grupo DH. Este grupo apresentou um acumulo de gordura
abdominal significantemente mais elevado quando comparado com o grupo alimentado
com dieta padrdao (p=0,000). A evolucdo do peso absoluto e relativo da gordura
retroperitonial podem ser observadas na figura 10.

Peso (g) em 100 g de
peso corporal

DP DH
Gordura Retroperitoneal

Figura 10: Peso relativo da gordura retroperitoneal apés 20 semanas de dieta padrdo e
hiperlipidica. Os resultados estao expressos como + desvio padrao da média. Comparacao entre 0s grupos
DP e DH foi estatisticamente significante (p=0,000) (teste t de Student).

5.2 — ANALISE DESCRITIVA

Dos 48 casos analisados, observou-se um padrdo da imunomarcagdo do anticorpo
CD49d distribuido entre citoplasma e/ou nucleo de fibroblastos, mastdcitos, linfocitos,
neutréfilos, plasmadcitos, macréfagos e matriz extracelular, em comum a todos os
grupos.

Quando analisadas amostras pertencentes a animais submetidos a dieta hiperlipidica,

foi evidenciado, também, imunomarcacgéo em nucleo e/ou citoplasma de adipécitos.
O endotélio de vasos sanguineos foi considerado o controle interno positivo.
5.3 - ANALISE ESTATISTICA

GRUPOS EXPERIMENTAIS DE 7 DIAS
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Quando foi analisada a marcacdo na derme e hipoderme, a analise estatistica nos
grupos dieta padréo ndo demonstrou diferenca estatisticamente significante entre os
grupos DPC e DPL (p>0,05). No grupo dieta hiperlipidica, o grupo irradiado DHL também
néo diferiu estatisticamente quando comparado com o grupo controle DHC. Quando os
grupos dieta padrao (DPC e DPL) foram confrontados com os respectivos grupos dieta
hiperlipidica (DHC e DHL), observou-se que também mantiveram graus similares de

marcacao.

Quando a intensidade da imunomarcacao foi avaliada na derme, observou-se tendéncia
estatistica para o grupo dieta padrao laser DPL (p=0,06) quando comparado com o
grupo dieta hiperlipidica laser DHL. N&o houve diferenga estatisticamente significante

gquando a avaliacéo foi feita entre os grupos néao irradiados (Figura 11).

A | AN
DPL

DHL

o B N W b~ U O

Omlm2 =3

Figura 11: Comparacéo entre os grupos Dieta Padrédo Laser e Dieta Hiperlipidica Laser
avaliados no periodo de 7 dias localizado na derme do tecido.
Intensidade: p=0,06(DPL x DHL) (UFBA, 2016).

Ao analisar a intensidade na hipoderme, ndo houve diferenca estatisticamente
significante quando os grupos dieta padrdo e dieta hiperlipidica controles e irradiados

foram confrontados entre si na avaliagéo intragrupo (p>0,05).

GRUPOS EXPERIMENTAIS 14 DIAS

Quando a andlise estatistica foi aplicada aos grupos dieta padrao e dieta hiperlipidica
em 14 dias, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significantes quando a
variavel marcacdo na derme e hipoderme foram aplicadas nas avaliacfes intra e

intergrupos (p>0,05).

A andlise da variavel intensidade da imunomarcacao localizada na derme revelou que
0s grupos dieta padrdo controle DPC e dieta hiperlipidica controle DHC diferiram

estatisticamente (p= 0,025). O grupo DPC apresentou maior identificacdo de anticorpos



50

marcados com sinalizacdo moderada a intensa que o grupo DHC, o qual prevaleceu a

coloragéo fraca (Figura 12).

2 I
DPC DHC

H0 ml m2 =3

Figural2: Comparacéo entre os grupos Dieta Padrao Controle e Dieta Hiperlipidica Controle avaliados no
periodo de 14 dias localizado na derme do tecido.
Intensidade: p=0,025(DPC x DHC) (UFBA, 2016).

BN

Em relagcdo a intensidade da imunomarcagdo na hipoderme, foi identificada uma
tendéncia estatistica (p=0,06) quando comparados os grupos dieta hipelipidica controle
DHC e dieta hiperlipidica laser DHL. O grupo DHL apresentou mais colora¢bes do
anticorpo de moderada a intensa, enquanto o grupo DHC teve em sua maioria coloragéo

fraca (Figura 13).

o = N W i~ un

DHC DHL

HQ m1 =2 =3

Figura 13: Comparacéo entre os grupos Dieta Hiperlipidica Controle e Dieta Hiperlipidica Laser avaliados
no periodo de 14 dias localizado na hipoderme do tecido.
Intensidade: p=0,06(DHC x DHL) (UFBA, 2016).
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Figura 14 — Fotomicrografia do grupo Dieta
Padréo Laser aos 7 dias mostrando intensidade
da imunomarcacdo moderada na derme
(aumento aproximado de 20X) (UFBA, 2016).

Figura 16 - Fotomicrografia do grupo Dieta
Padrdo Controle aos 14 dias mostrando
intensidade da imunomarcacdo moderada na
derme (aumento aproximado de 20X) (UFBA,
2016).

Figura 15 - Fotomicrografia do grupo Dieta
Hiperlipidica Laser aos 7 dias mostrando
intensidade da imunomarcacéo fraca na derme
(aumento aproximado de 10X) (UFBA, 2016).

Figura 17 - Fotomicrografia do grupo Dieta
Hiperlipidica Controle aos 14 dias mostrando
intensidade da imunomarcacéo fraca na derme
(aumento aproximado de 20X) (UFBA, 2016).



Figura 18 - Fotomicrografia do grupo Dieta
Hiperlipidica Laser aos 14 dias mostrando
intensidade da imunomarcag¢do intensa na
hipoderme (aumento aproximado de 10X)
(UFBA, 2016).

52

Figura 19 - Fotomicrografia do grupo Dieta
Hiperlipidica Controle aos 14 dias mostrando
intensidade da imunomarcacdo fraca na
hipoderme (aumento aproximado de 20X)
(UFBA, 2016).
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, avaliou-se o consumo de uma dieta com maior teor lipidico e os
efeitos desta dieta e da fototerapia a laser no reparo tecidual de feridas subcutaneas em
ratos da raca Wistar. O acumulo de tecido adiposo retarda o processo de reparo por
prolongar a fase inflamatéria da cicatrizacdo (BIONDO-SIMOES et al.,, 2010;
JERONIMO, 2010; SLAVKOVSKY et al., 2011; CIGNARELLI et al., 2012).

O aumento da ingestao de calorias induz & obtencdo de peso e consequente risco para
a o desenvolvimento da obesidade, aumentando, também, o numero de problemas
relacionados a esta doenca. A obesidade € um obstaculo no processo do reparo das
feridas, os estudos realizados em animais comprovam esta afirmativa, sendo a
cicatrizacdo deficiente quando comparados animais acima do peso com 0s animais
normais (BIONDO-SIMOES et al., 2010; JERONIMO, 2010; SLAVKOVSKY et al., 2011).

Um modelo utilizado por Slavskovky e cols. (2011), com ratos Zucker diabetic Fatty
(ZDF), geneticamente modificados, foram utilizados para avaliar o reparo tecidual das
feridas. Os ratos obesos e diabéticos apresentaram um retardo no processo de
cicatrizacdo, com prolongamento no processo inflamatorio e demora na redugéo da
ferida quando comparado com o0s ratos normais. Os autores sugeriram que o tecido
adiposo pode influenciar na cicatrizagdo de feridas por diversos fatores, como a
limitac&o da migracdo celular e 0 aumento na produc¢éo de adipocinas. Pode prejudicar
a organizacéao de fibroblastos e miofibroblastos e, além disso, o retardo na contracao
pode ser mediado através de alteracdes fisicas tais como tensdo na pele devido a

obesidade.

E sabido que uma dieta hiperlipidica pode promover obesidade em ratos; no entanto,
nas avaliagbes com modelos animais, alguns mostram-se resistentes a indugcédo a
obesidade, como observado nesse estudo, corroborando com trabalhos anteriores
(RAVAGNANI et al., 2012; ROSINI et al., 2012), o que demonstra que, semelhante aos
humanos, os ratos também apresentam uma distribuicdo bimodal de massa corporal, e
portanto, nem todos os ratos alimentados com uma dieta rica em gordura tornam-se

obesos.

A dieta hipercalérica utilizada para promover obesidade em modelos experimentais
pode ser apresentada sob diversas formas de pastilha ou como alimentos processados,
esta segunda sendo mais conhecida como dieta de cafeteria, ocidentalizada ou de fast-
food, uma combinacéo altamente energética e mais proxima dos alimentos consumidos
pelos seres humanos (ESTADELLA et al., 2011; GOBO, 2014). A dieta de cafeteria foi
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usada nesse experimento, e de fato, a sua ingestdo promoveu aumento de tecido

adiposo e ganho de peso corporal na maioria dos animais que a consumiram.

White e cols. (2013) afirmaram em seu estudo que os modelos animais submetidos a
dieta mais caldrica ingeriram menos ra¢gdo, em gramas, que o grupo com dieta padrao.
No entanto, como a densidade energética da racdo hiperlipidica é maior, a obesidade
pdde ser constatada. Nesse estudo a obesidade foi comprovada pelo maior acimulo de

gordura na regiao retroperitoneal e abdominal dos ratos submetidos a dieta hiperlipidica.

Andrade e cols. (1998) apresentaram a evidéncia da possibilidade de que os adipdcitos
se transformem em fibroblastos. Sua hipétese foi baseada na sequéncia de tempo do
estudo, no qual observou-se inicialmente células de gordura grandes com multiplas
goticulas e, mais tarde, o aparecimento de células progressivamente alongadas, onde
as goticulas de gordura tenderam a diminuir em tamanho e niumero. Essa teoria pode
ser explicada pelo potencial de células multipotentes no tecido adiposo (ALVAREZ-
VIEJO et al., 2015; HIGUCHI et al., 2015; HUTTALA et al., 2015).

Abrahamse demontrou em seu estudo de 2012 que a irradiacdo laser de baixa poténcia
induz a atividade de células-tronco derivadas do tecido adiposo aumentando a
migracgao, proliferacdo e viabilidade, ativando a expresséo da proteina e na inducdo da
diferenciacéo de células progenitoras. Kushibiki e cols. (2015) corroboraram com esses
achados ao concluirem em seu trabalho que a laserterapia € uma alternativa promissora

para novas aplicabilidades com células-tronco.

Varios fatores sdo considerados importantes para os resultados dos tratamentos da
laserterapia e a utilizacdo de muitos dos protocolos geram resultados conflitantes.
Sendo assim, a escolha dos parametros é essencial para conseguir bons resultados.
Estes parametros incluem: comprimento de onda, a densidade de poténcia, dose,
duracéo, frequéncia de aplicagbes, dentre outros (PINHEIRO et al., 2010). Autores
acreditam que ajustando a dose e o tempo de aplicacdo do laser, alcancando
parametros ideais, poderiam obter melhores resultados e a partir de novos estudos em
modelos animais poderdo contribuir para o desenvolvimento de terapia celular. Os
parametros utilizados nesse estudo ndo foram capazes de produzir resultados

significativos nos grupos irradiados.

Alguns autores (CHEN et al., 2005; HAWKINS & ABRAHAMSE, 2006) relataram na
literatura resultados em que a luz laser ndo obteve efeito ou inibiu o reparo tecidual.
Estes resultados tendem a ocorrer devido ao uso diversificado de modelos
experimentais, tipos de lasers, comprimento de onda, poténcia, tempo, frequéncia e

namero de irradiacdes. Nos parametros utilizados nesse estudo, a luz laser n&o obteve
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efeito significativo sobre a molécula CD49 durante o reparo da ferida, tanto de ratos

obesos quanto em peso normal.

O estudo de Hawkins & Abrahamse (2006) mostrou que exposi¢cdes com doses mais
elevadas podem causar tenséo a célula, reduzindo a viabilidade celular, atividade do
ATP e a inibicdo da proliferacdo celular. Os autores avaliaram a resposta celular a
exposicdo de 3 doses diferentes de irradiacdo (2,5, 5, e 16 J/cm?). Os resultados
mostraram gue uma Unica dose de 5,0 J/cm?, e duas ou trés doses de 2,5 J/cm? tiveram
um efeito estimulador sobre os fibroblastos, entretanto, multiplas exposicdes a doses
mais elevadas (16 J/cm?) causaram tensdo adicional as células, o que reduziu a
migragdo celular, atividade de ATP e inibiu a proliferagdo celular. Sendo assim, a
densidade de energia e numero de exposi¢des combinados sdo necessarios para que
a atividade mitocondrial seja estimulada sem que ocorram danos adicionais as células

e a fototerapia a laser obtenha sucesso.

Nossos achados demonstram que a intensidade da imunoexpresséo do CD49 no grupo
DHL diferiu nos periodos de 7 e 14 dias, passando de fraca a moderada,
respectivamente, indicando que aumento do nimero de células envolvidas no processo
de reparo no tecido dos animais obesos. Esse resultado corrobora com a teoria do efeito

biomodulador do laser cumulativo ao longo do tempo.

A escolha do comprimento de onda utilizado no presente estudo baseou-se no fato de
gue 660 nm possui uma absorcao superficial (PINHEIRO et al., 2010), sendo indicada
para as lesfes que acometem feridas excisionais mais superficiais, ja que os efeitos dos

lasers nas células sao dependentes do comprimento de onda e doses utilizadas.

Em relag@o ao protocolo utilizado, n6s concordamos com a maioria dos autores que
sugerem que um intervalo de 48h entre as aplicacdes do laser seja o mais indicado
(VIEGAS et al, 2007; AL-WATBAN et al., 2009; RAMALHO et al., 2010), contudo,
existem trabalhos que sugerem a aplicacdo com intervalos de 24h (PINHEIRO, 2009;
USUMEZ et al.,, 2014) e, conseguiram 0s mesmos efeitos satisfatérios quando

comparados aos trabalhos realizados com aplicac@es intercaladas.

A luz laser estimula as células com déficit funcional a proliferarem no momento que
estao sendo irradiadas. Portanto, um tecido completamente funcional com suas células
crescendo de maneira ordenada e normal, o potencial celular é suficiente e nao existe
nenhum estimulo para que a acéo do laser seja iniciada, por isso o efeito sobre o tecido
sera fraco, ou nenhum efeito terapéutico sera observado. Contudo, se o tecido esta
alterado, a luz laser agird com maior efeito sobre ele tentando restabelecer a fungéo

celular. Diante disto, h& que se destacar que, um dos fatores para a fotosenssibilidade
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celular depende do estado em que ela se encontra no momento da irradiacdo
(PINHEIRO et al.,, 2010; GRECCO, 2013). Isso pode explicar porque os efeitos

fotobiomoduladores nem sempre podem ser detectados.

Uma variedade de estudos encontrados na literatura demonstra o efeito da luz laser na
proliferacdo e diferenciacdo de células-tronco. A revisdo sistematica realizada por
Ginani e cols. (2014) em artigos publicados nos ultimos 14 anos revelou que a terapia a
laser aumenta significativamente o numero inicial de células-tronco antes de
diferenciacéo, aumentando assim, o nimero de células diferenciadas para a engenharia
de tecidos e de regeneracéo. Por outro lado, os dados disponiveis na literatura sobre os
parametros usados sao ainda limitados e, as vezes conflitantes, principalmente por falta
de padronizacdo, com o comprimento de onda, densidade de poténcia, radiagéo, tempo,
e o0 estado de polarizacdo da luz, os quais podem influenciar na obtenc&o dos efeitos
biol6gicos.

Ja a revisao realizada por Fekrazad® e cols. (2016) levantou a hipétese que o efeito
positivo da fotobioestimulagdo na proliferacdo das células-tronco mesenquimais em
alguns estudos sugerem que lasers sozinhos ndo causam diferenciacdo celular

significativa.t

Baseando-se na possibilidade da molécula CD49 ser responsavel pela adesao
leucocitaria ao endotélio durante um processo inflamatério (CRUSE et al.,, 2002;
BRADAWY et al.,, 2013), esse estudo levanta a hipétese que moléculas de CD49
expressas na derme com intensidade fraca no grupo de dieta hiperlipidica irradiado por
7 dias e, com intensidade moderada na hipoderme do grupo hiperlipidico irradiado por
14 dias, pode ser resultado do aumento da proliferacdo de células envolvidas no reparo

tecidual, como os leucdcitos, fibroblastos ou células-tronco.

Visto que a engenharia tecidual com células-tronco é um processo complexo e que
envolve uma série articulada de eventos bioldgicos, qualquer interferéncia neste
processo leva a resultados diversos e, por vezes, contraditorios. Por conta disso, as
pesquisas com 0 uso da fototerapia a laser devem ser estimuladas, para que seus
parametros sejam, cada vez mais, padronizados e 0s seus beneficios se ampliem aos
mais variados problemas de salde que possam interferir no meticuloso processo da

terapia celular.
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7. CONCLUSAO

A fototerapia a laser, nos parametros empregados, ndo foi capaz de influenciar o
marcador CD49 na cicatrizacdo da ferida induzida, e assim, assumir que células-tronco
derivadas do tecido adiposo teriam tido alguma influéncia da luz. No entanto, nesse
estudo, a tendéncia estatistica entre grupos de ratos obesos irradiados em 7 e 14 dias,
levanta a suspeita da participacdo da luz laser em excitar células envolvidas no reparo

tecidual.
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