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RESUMO

LIMA, Andrezza Maria Cortes Thomé. Fotobiomodulacéao por laser de baixa poténcia com
comprimento de onda duplo em feridas crénicas. 2020. 98 f. Tese (Doutorado em
Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da fotobiomodulagdo (FBM) por lasers de
baixa poténcia com duplo comprimento de onda na cicatrizacéo e carga bacteriana de modelos
de lesdo por pressdo (LP). Além disto, descrever relatos de casos com o objetivo de avaliar
efeitos do laser de baixa poténcia com duplo comprimento de onda no fechamento de feridas
crbnicas em pacientes na rede de Atencdo Béasica do Municipio de Quatis/RJ qualitativamente
e guantitativamente através da mensuracdo da area lesionada. Vinte e cinco camundongos
Swiss machos foram divididos em cinco grupos. Ciclos de reperfuséo isquémica foram
empregados para causar formacdo de LP pela aplicacdo externa de placas magnéticas.
Imediatamente apds o ferimento, uma suspensdo de Pantoea agglomerans foi aplicada na
base de todas as feridas dos grupos infectados, usando uma pipeta calibrada. FBM (emisséao
simultanea a 660 e 808 nm, 142,8J/cm?, em modo de emissdo de onda continua, 100mW,
densidade de poténcia de 3,571 W/cm?) foi aplicada as LPs por 14 sessdes. ApOs 0
tratamento, os animais foram eutanasiados e os tecidos foram analisados quanto a avaliagdo
da contracdo e re-epitelizacdo da ferida, espessura da epiderme, sobrevivéncia bacteriana,
avaliacdo dos niveis relativos de RNAm dos genes IL-1p e IL-10. As areas de LP apareceram
maiores nos camundongos dos grupos infectados do que naquelas do grupo de laser 4 dias
apos a inducdo da LP, e apresentaram re-epitelizacdo incompleta 14 dias ap6s a inducdo da
LP. No entanto, a FBM acelerou a cicatrizacdo de feridas no grupo infectado + laser em
comparagdo com o grupo infectado 11 e 14 dias ap0s a inducdo da LP. As LPs infectadas e
irradiadas exibiram uma neo-epiderme mais fina do que aquelas no grupo infectado, e a
sobrevivéncia bacteriana diminuiu no grupo laser; os niveis de mRNA de IL-1B
demonstraram uma tendéncia crescente, enquanto os niveis de mRNA de IL-10, uma
tendéncia decrescente nos grupos laser e infectados + laser. Estes resultados sugerem que a
FBM melhora a cicatrizagdo inativando ou inibindo as bactérias nas LPs, bem como
acelerando a cicatrizacdo da ferida, resultando no reparo tecidual. Corroborando com estes
achados, com os resultados encontrados nos relatos de casos é possivel sugerir que o laser de
baixa poténcia com comprimento de onda duplo simultdneo contribui para induzir a reparacao
de feridas cronicas, como os efeitos induzidos por estes poderiam ser aditivos.

Palavras-chave: Comprimento de onda duplo, Laser de baixa poténcia, Pantoea agglomerans,

Feridas Cronicas



ABSTRACT

LIMA, Andrezza Maria Cortes Thomé. Photobiomodulation by low power laser by dual-
wavelength on chronic wounds. 2020. 98 f. Tese (Doutorado em Biociéncias) — Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2020.

The aim of this study was to evaluate the effects of photobiomodulation (FBM) by
dual-wavelength low-power lasers on the healing and bacteria bioburden of pressure ulcer
(PU) models. Then, case series is evaluating the therapeutic efficacy of dual-wavelength low-
power lasers treatment of chronic wounds. Twenty-five male Swiss mice were divided into
five equal groups. Ischemia reperfusion cycles were employed to cause PU formation by the
external application of magnetic plates. Immediately after wounding, a suspension of Pantoea
agglomerans was applied at the base of all the wounds of the infected groups, using a
calibrated pipette. FBM (simultaneous emission at 660 and 808 nm, 142.8 J/icm? in
continuous wave emission mode) was applied to the PUs for 14 sessions. The animals were
euthanized 14 days after PU induction and their tissues were analyzed for wound contraction
and reepithelialization, epidermis thickness, bacterial survival, I1L-1B, and IL-10 mRNA
relative level evaluations. The PU areas appeared larger in the mice from the infected groups
than in those in the laser groups 4 days after PU induction, and presented incomplete
reepithelialization 14 days after PU induction. However, the FBM accelerated the wound
healing in the infected + laser groups compared to the infected groups 11 and 14 days
following the PU induction. The infected and irradiated PUs exhibited a thinner neo-
epidermis than those in the infected groups, and the bacterial survival decreased in the laser
groups; the IL-1 mRNA levels demonstrated an increasing tendency while the IL-10 mMRNA
levels demonstrated a decreasing tendency in the infected + laser and laser groups. These
results suggest that FBM improves healing by killing or inhibiting bacteria in PUs as well as
by accelerating the wound healing, resulting in tissue repair. In addition, based on case series,
the findings show that exposure to low power dichromatic lasers was effective to improve
healing in chronic wounds, such as the effects induced by infrared and red lasers could be
additive.

Keywords: Dual-wavelength radiation, low-power laser, Pantoea agglomerans, Chronic
Wounds.
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INTRODUCAO

As feridas crénicas sdo caracterizadas por cicatrizacdo tardia e seu tratamento é um
importante problema de saude publica e socioecondmica (AMMONS et al., 2015), com uma
estimativa de custo total de mais de 25 bilhdes de dolares por ano. Ha piora na qualidade de
vida dos pacientes e podem resultar na perda de membros ou na vida de muitos destes
(RHOADS et al.,, 2012). Em particular, as lesbes por pressdao (LPs) sdo um problema
devastador para os idosos e deficientes (STOJADINOVIC et al., 2013). A presséo prolongada
e a isquemia tecidual sdo os principais processos no desenvolvimento de LP
(STOJADINOVIC et al., 2013), que é uma causa significativa de morbidade em pacientes
hospitalizados e residentes na comunidade (COLETTI et al., 2013).

Diferentes doencas, assim como 0 processo de cicatrizacdo de feridas, poderiam se
beneficiar dos efeitos da fotobiomodulacdo (FBM) (HAMBLIN, 2016), que altera a atividade
bioldgica por meio de fétons em uma irradiancia ndo térmica (AVCI et al., 2013). A FBM por
laser (light amplification by stimulated of emission radiation) de baixa poténcia e LED (light
emitting diode) tem sido considerado para fins terapéuticos pelos efeitos em tecidos
biolégicos (AMMONS et al., 2013; RHOADS et al., 2012). Esta abordagem, de baixo risco e
ndo invasiva, € amplamente utilizada por dentistas, enfermeiros, médicos e fisioterapeutas
para o tratamento de varias doencas em medicina regenerativa (STOJADINOVIC et al.,
2013). A FBM ¢é utilizada para promover a reparacdo tecidual, diminuir a inflamagéo e
produzir analgesia (COLETTI et al., 2013).

Os efeitos da FBM dependem da absorcdo de energia de uma radiacdo incidente por
cromoforos (fotoaceptores) em células, que provocam eventos fotofisicos e fotoquimicos em
niveis moleculares e celulares (FEKRAZAD et al., 2019). Esses eventos sdo influenciados
pelos parametros fisicos de irradiacdo, como comprimento de onda, densidade de energia,
densidade de poténcia, modo de emissdo (onda pulsada ou continua), tempo de irradiacgéo,
modo de irradiacdo (DA FONSECA, 2019), bem como parametros clinicos de irradiacao,
como numero de pontos irradiados, area irradiada, técnica de aplicagdo e frequéncia de
tratamento (ZEIN et al., 2018).

A absorcéo de energia de uma radiacdo incidente em diferentes comprimentos de onda
e densidades de energia, ou visando diferentes fotoaceptores, poderia iniciar diferentes

respostas celulares (FEKRAZAD et al., 2019). Menezes e colaboradores (1998) sugeriram
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que a exposi¢do prévia a radiacdo infravermelha (por exemplo, durante o nascer do sol) é um
processo natural em que as células sdo protegidas contra a radiacdo ultravioleta solar, que foi
adquirida e preservada através da selecdo evolutiva e desempenha um papel importante no
suporte de vida. Portanto, uma combinacdo de diferentes radiacdes (diferentes comprimentos
de onda) poderia produzir diferentes efeitos nos tecidos, como proliferacdo e diferenciacdo
celular, quando comparados com aqueles produzidos por uma Unica radiacdo (SANTOS et al.,
2011).

Em estudos anteriores, foram observados os efeitos de diferentes parametros de
irradiagdo com laser de baixa poténcia (LBP) in vitro sobre a inibigdo ou estimulagdo do
crescimento de culturas bacterianas (THOME et al., 2017; THOME et al., 2018). Em geral, 0s
efeitos bioldgicos induzidos pela FBM com lasers de baixa poténcia de mais de um
comprimento de onda diferem daqueles induzidos pela radiacdo LBP de comprimento de onda
unico. Nestes estudos, 0 FBM com lasers de baixa poténcia de comprimento de onda (808 e
630 nm) a 142,8)/cm? diminuiu a taxa de sobrevivéncia bacteriana e a formagao de biofilme
(THOME et al., 2017; THOME et al., 2018; MARTINS et al., 2015). Além disso, constatou-
se que o FBM contribui para o reparo de feridas cutaneas, que comprometem 0s vasos
sanguineos e nervos, quando atuam em camadas mais superficiais, alcancadas pelo laser
vermelho de baixa poténcia, e nas camadas mais profundas, obtidas por lasers infravermelhos
de baixa poténcia (LIMA et al., 2014).

No entanto, as infecgdes sdo fatores retardadores do processo de cicatrizacdo de
feridas e nos biofilmes de feridas agudas, porque as transformam em feridas cronicas, e a
FBM com lasers de baixa poténcia com duplo comprimento de onda (LBPD) poderia ser uma
nova opgao para o seu tratamento. Portanto, levantamos a hip6tese de que o FBM com LBPD
poderia contribuir para a cicatrizacdo de feridas de duas maneiras: 1. reduzindo os fatores
associados a cronicidade da ferida, como infeccBes, e 2. Acelerando o processo de

cicatrizacao de feridas.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Les&o por pressao

A lesdo por pressao (LP), também chamadas de Ulcera de decubito, escaras ou Ulceras
por pressdo, sdo lesbes na pele e/ou tecidos moles subjacentes, geralmente sobre uma
proeminéncia 6ssea, como resultado de pressao ou pressao em combinag¢do com cisalhamento
e/ou atrito (BLUESTEIN et al., 2008; EDSBERG, 2016; SEN et al., 2009).

O National Presure Ulcer Advisory Panel (NPUAP - Conselho Consultivo Nacional
sobre Ulceras por Pressdo), uma organizacdo norte-americana independente formada em 1987
e dedicada a prevencdo, manejo, tratamento e pesquisa sobre lesdo por pressao, a classifica
como (EDSBERG, 2016):

1) Estagio 1 - pele integra com eritema que ndo embranquece;

2) Estégio 2 - perda da pele em sua espessura parcial com exposi¢cdo da derme;

3) Estagio 3 - perda da pele em sua espessura total;

4) Estagio 4 - perda da pele em sua espessura total e perda tissular;

5) Nao Classificavel - perda da pele em sua espessura total e perda tissular ndo

visivel;

6) Tissular Profunda - descoloracdo vermelho escura, marrom ou parpura, persistente

e que ndo embranquece;

7) Relacionada a Dispositivo Médico;

8) Em Membranas Mucosas.

As LPs podem levar a consequéncias significativas para os pacientes. Causam dor,
aumentam as taxas de morbidade e mortalidade, além de elevar o custo financeiro para 0s
sistemas de salde e diminuirem a qualidade de vida do paciente, desenvolvem-se
rapidamente, com dificuldade no tratamento em alguns pacientes, sendo entdo um problema
de satde doloroso e caro (CANO et al., 2015; LATIFA et al., 2016; LYDER et al., 2008;;
THOMAS et al., 2014). Adicionalmente, a LP prolonga a hospitalizacdo, dificulta a
recuperacdo do doente e aumenta o risco para o desenvolvimento de outras complicacoes,

como infec¢Oes bacterianas. Para o paciente, representa um acréscimo no sofrimento fisico e
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emocional, reduzindo a sua independéncia e funcionalidade na realizacdo das atividades da
vida diéria, comprometendo qualquer processo reparo tecidual. As LPs merecem por parte da
equipe multiprofissional toda a atencdo, no sentido de prevenir o seu aparecimento ou
favorecer o seu tratamento (BLANES et al., 2004).

Estima-se que existam mais de 7,4 milhdes de casos no mundo e a prevaléncia no
Brasil é de 16,9% (SEN et al., 2009; LYDER et al., 2008; BRITO et al., 2013). Nos Estados
Unidos, as LPs atingem 2,5 milhGes de pacientes e o custo do tratamento foi estimado em
US$ 11 bilhdes por ano, com custo entre US$ 500 e US$ 70.000 por paciente dependendo do
estagio da LP (SEN et al., 2009; CANO et al., 2015). Além disto, com uma populacéo
estimada de 1,5 milhdes de idosos vivendo em instituicOes de longa permanéncia nos EUA, as
LPs tém ganhado grande importancia, uma vez que 25% a 33% dos pacientes chegam nas
instituicbes com LPs e aproximadamente 35% dos pacientes as desenvolverdo em algum
tempo de sua estadia (COSTA et al., 2005). Assim, a prevaléncia de LP tem aumentado nos
ultimos anos, devido ao aumento da expectativa de vida da populacdo, associada aos avangos
da medicina moderna, que tornaram possivel a sobrevivéncia de pacientes com doencas
graves e anteriormente letais, transformadas em doencas cronicas e lentamente debilitantes
(WADA et al., 2010). A terapia laser de baixa poténcia (TLBP) foi introduzida h& mais de 50
anos, primeiramente na dermatologia, no reparo de feridas cutaneas, como LPs, devido ao seu
efeito bioestimulador na cicatrizagéo de feridas (KUJAWA et al., 2004).

1.2 Fotobiomodulacéo (FBM)

1.2.1 Conceitos Historicos

Historiadores reportam que civilizacBes antigas, como a egipcia, a grega e a asteca,
conheciam os beneficios da exposicdo do corpo a luz solar: os egipcios teriam usado para
tratar desordens da pele, Herddoto observou o fortalecimento dos ossos e Apolo ensinou
medicina aos homens e passou a ser chamado de “o Deus da Luz” (GARCEZ et al., 2012). A

partir do século XVIII, relatos esporadicos comegaram a aparecer na literatura médica,
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indicando que a luz solar poderia ser usada para tratar uma grande variedade de doencas. Na
segunda metade do século XIX, a aplicacdo terapéutica da luz solar, conhecida como
helioterapia, gradualmente tornou-se popular (HAMBLIN et al., 2017a). Essas seriam as
primeiras observacdes do que hoje é conhecida como fototerapia (GARCEZ et al., 2012).

Porém, a terapia com luz, a fototerapia moderna, comegou com Niels Ryberg Finsen
(1860-1904), o pai da terapia com a radiacéo ultravioleta. Finsen tratou mais de 800 pacientes
com ldpus vulgar, no total, 80% dos pacientes foram curados (MOSKVIN, 2017). Por isto,
recebeu o Prémio Nobel de Fisiologia e Medicina em 1903 (HAMBLIN et al., 2017a).

Entretanto, uma nova perspectiva foi apresentada com os postulados de Albert
Einstein em 1916, considerando as implicagfes da fisica quantica recém desenvolvida, e entdo
estabelecida as bases teoricas que as radiacdes eletromagnéticas poderiam estimular os
atomos a emitirem mais radiacdes do mesmo comprimento de onda (HAMBLIN et al.,
2017a). Baseado nestes postulados de Einstein, em 1951, Charles H. Townes prop6s o
conceito do maser, um acromio para microwave amplification by stimulated emission of
radiation (emissdo estimulada de radiacdo por amplificacdo de microondas). Enquanto
Gordon Gould, em 1957, registrou pela primeira vez o termo laser como um acrémio de:
Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation (amplificacdo de luz por emisséo
estimulada de radiagdo) (CONVISSAR, 2011).

A partir disto, iniciou-se a busca pela construgdo do laser. Theodore Maiman (1927-

2007) em 1960, apds a montagem de um cristal de rubi associado a uma lampada de flash em
espiral, observou a emissao dos primeiros feixes de laser vermelho (HAMBLIN et al., 2017).
Em 1961, Ali Javan, W. R. Bennett e D. R. Herriott anunciaram o funcionamento bem-
sucedido de um feixe laser continuo com comprimento de onda de 1152,3 nm a partir de uma
mistura de Hélio-Nebnio (He-Ne) como meio emissor laser. O laser de He-Ne foi um dos
mais estudados para aplicacdes médicas, emitindo principalmente na faixa visivel do espectro
eletromagnético (633 nm) e fornecendo alguns miliwatts de poténcia continua (GARCEZ et
al., 2012).

Contudo, a primeira evidéncia da acdo da irradiacdo com Laser de Baixa Poténcia
(LBP) veio das experiéncias do Dr. Endre Mester em 1967 (DE FREITAS et al., 2016).
Mester observou que camundongos irradiados com laser de rubi de baixa poténcia (694 nm),
estimulava o crescimento de pélos no dorso do animal, chamando isso de "Bioestimulacéo a
Laser" (HUANG et al., 2009). Assim, a Terapia com Laser de Baixa Poténcia (TLBP) foi
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descoberta h& quase 50 anos por Mester. Recentemente foi tomada uma decisdo de consenso
para usar a terminologia fotobiomodulag¢do, uma vez que o termo "baixa poténcia” era muito
subjetivo (HAMBLIN et al., 2017a).

Vérias sociedades profissionais e académicas sdo agora dedicadas a
fotobiomodulagdo: World Association of Laser Therapy (WALT); North American
Association for Photobiomodulation Therapy (NAALT); ou parcialmente dedicado:
International Society for Optics and Photonics (SPIE); American Society of Lasers in
Medicine and Surgery (ASLMS); e Optical Society of America (OSA). Diversos protocolos
terapéuticos estdo disponiveis nos manuais de equipamentos emissores laser e LED, de forma
que diferentes doencas e condigdes tém sido tratadas com base nos efeitos benéficos da FBM.
O Brasil tem um numero notavel de laboratérios produtivos que investigam temas
relacionados a esta terapia (HAMBLIN et al., 2017a).

1.2.2 Conceitos Fisicos do Laser

O laser se enquadra em um tipo de fonte de radiacdo eletromagnética, que apresenta
caracteristicas Unicas por emitir feixes com caracteristicas especiais; assim, um laser difere de
fontes de luz comuns em decorréncia do meio emissor emitir radiacdo coerente. Além disso, a
radiacdo laser é quase monocromatica, sendo emitida em um feixe colimado com pouca
divergéncia, isso permite a entrega de grandes quantidades de energia em pequenas areas, ou
seja, com grande densidade superficial de energia (NIEMZ, 2017).

De maneira geral, a radiacdo eletromagnética, interpretada como ondas
eletromagnéticas, sdo emitidas pela oscilacdo de campos elétricos e magnéticos (CHUNG et
al., 2012). A amplitude de uma onda é a distancia entre o ponto maximo (crista), ou minimo
(vale), de deslocamento e o ponto de deslocamento nulo. O nimero de oscilagdes completas
por unidade tempo € a frequéncia e, a distancia entre, duas cristas, ou vales, consecutivos é o
comprimento de onda (NIEMZ, 2017).

Na natureza, hd uma grande variedade de radiacdes eletromagnéticas, portanto, de
diferentes comprimentos de onda. Estas diferentes radiacOes sdo organizadas no que se

denomina espectro eletromagnético (BAGNATO, 2008). Neste, as radiacGes emitidas pelos
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lasers de baixa poténcia de uso terapéutico (a chamada janela terapéutica) estdo na faixa que
vai do vermelho ao infravermelho préximo, compreendendo comprimentos de onda de 600 a
1100 nm (DE FREITAS et al., 2016).

Com o desenvolvimento da fisica quantica, as radiacdes eletromagnéticas foram
melhores compreendidas e podem ser interpretadas como constituidas por particulas sem
massa e carga elétrica, os fotons (NIEMZ, 2017). Se uma radiacdo (féton) interage com a
matéria, pode promover elétrons de seus niveis de menor energia (estados fundamentais) para
niveis de energia superiores. Assim, estes atomos podem mudar para o estado de maior
energia (excitado), se a energia do foton for transferida para os mesmos. Este é o processo de
absorcio da energia eletromagnética. Atomos excitados decaem para um estado fundamental
espontaneamente, ocorrendo processo de emissdo espontanea de um foéton pelo sistema
atdmico. Estes fotons sdo emitidos em todas as direcdes e sem relacdo de fase entre si.

No entanto, ha um terceiro processo que pode ocorrer em sistemas de 4&tomos, além da
absorcdo e da emissdo espontanea, e que se é fundamental para o entendimento do
funcionamento dos lasers, a emissdo estimulada. Um foton externo estimula o decaimento do
elétron excitado e, ao passar para o estado de mais baixa energia, o elétron emite um féton
que emerge do sistema juntamente com aquele que causou a transi¢cdo. Desse modo, dois
fétons emergem do sistema juntos com a mesma energia, propagando-se em fase, sendo
praticamente indistinguiveis (BAGNATO, 2008).

1.2.3 Absorcédo de radiacdo e inducdo de fotobiomodulacdo (FBM) em tecidos biolégicos

A radiacdo pode ser entendida como constituida de “pacotes” de energia
eletromagnética, ou fétons, que também possuem propriedades fisicas semelhantes aquelas
das ondas eletromagnéticas (NIEMZ, 2017). Sugere-se que 0 mecanismo de ac¢do envolvido
na FBM é o processo fotobioldgico, que envolve a absorcdo de energia de fotons incidentes
por fotoaceptores (DA FONSECA, 2019). Apesar da hemoglobina, melanina, porfirina e
algumas flavoproteinas serem capazes de absorver radiacdes na chamada janela terapéutica
para lasers e LED de baixa poténcia, estas moléculas ndo séo consideradas responsaveis pelo
efeito de FBM (DA FONSECA, 2019).
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Esta janela terapéutica e delineada entre aproximadamente 600 nm e 1200 nm. Nessa
faixa espectral, a radiacdo penetra nos tecidos biolégicos com pouca perda (NIEMZ et al.,
2007), assim sdo as radiacbes mais utilizadas na FBM, sendo absorvida e promovendo
fotoexcitacdo da citocromo ¢ oxidase (CCO) (PASSRELA et al., 2014). A fotoexcitacdo do
CCO induz alteragBes na sua atividade, em particular por quatro centros metélicos redox
ativos: o CuA, CuB, heme a e heme a3 binucleares; CuA aceita elétrons do citocromo c, e a
transferéncia de elétrons entre CuA, heme a e heme a3-CuB resulta na reducdo do oxigénio
molecular (Figura 1) (PASSRELA et al., 2014; KARU, 1987). A irradiacdo acelera a
passagem de heme a para heme a3, fazendo que mais elétrons estejam acessiveis para reducdo
da molécula de oxigénio, intensificando a transferéncia de elétrons (KARU, 2014). Esta é a
enzima terminal da cadeia respiratdria em células eucarioticas que mediam a transferéncia de

elétrons do citocromo ¢ para o oxigénio molecular (KARU, 2010).

Figura 1. Representacdo esquematica da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial e da

transferéncia de elétrons entre centros metalicos ativos redox na citocromo ¢ oxidase.

Citocromo ¢

Legenda: I: complexo | (NADH desidrogenase); 11: complexo Il (succinato desidrogenase); IlI:
complexo Il (ubiquinol citocromo ¢ oxidorredutase); 1VV: complexo 1V (citocromo ¢
oxidase); V: complexo V (ATP sintase). CuA, CuB, heme a e heme a3: centros redox
de metal ativo. c: citocromo c.

Fonte: O autor
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A estrutura dos fotoaceptores e seu estado redox determinam quais radiagdes sé&o
absorvidas (HAMBLIN, 2018). Assim, as radiacfes em 330, 404-420, 680 e 825 nm s&o
absorvidas pela forma parcialmente oxidada de CCO, entretanto as radiacdes na banda azul-
violeta e as radiacbes nas bandas distintas de vermelho-infravermelho (620 e 760 nm) séo
absorvidas pela forma parcialmente reduzida desta enzima (KARU, 1999).

A absorcdo de energia de uma radiacao incidente oxida CCO, dioxigénio é reduzido, e
0s protons sdo bombeados da matriz mitocondrial para o citosol. A energia livre resultante
dessa quimica redox € convertida em um potencial eletroquimico através da membrana
interna da mitocdndria, o que, em Gltima instancia, impulsiona a producdo de ATP (KARU,
1999). Além disso, foi sugerido que a absorcdo da energia da radiagdo provoca foto-
dissociacdo do 6xido nitrico (uma molécula que é conhecida por inibir a CCO por ligacdo nao
covalente entre heme-a3 e CuB) da CCO (POYTON et al., 2011). Estas reacdes causam
alteracbes na permeabilidade da membrana celular com alteragdes nos niveis de calcio
intracelular, aumento de ATP, espécies reativas de oxigénio e producdo de AMP ciclico
(KARU, 2008). Estas reacdes iniciam a transducdo de fotossinais e uma cadeia de
amplificacdo por vias de sinalizacdo celular, aumentando sintese de DNA, RNA e proteinas,
que, por sua vez, constituem a base do efeito de estimulagdo induzida por LBP em tecidos
biolégicos (PASSARELLA et al., 2014).

Interacbes de radiacdo com tecidos bioldgicos dependem de caracteristicas e
parametros da radiacdo (GAVISH et al., 2019). Alguns processos biologicos podem ser
modulados por reacfes fotoquimicas desencadeadas por fétons em comprimentos de onda
mais curtos ou mais longos dentro da janela terapéutica, variando entre 600-1100 nm
(HAMBLIN et al., 2018).

Além disso, as radiacbes na janela terapéutica induzem a FBM, pois sua penetracdo
através das camadas superficiais da pele é mais significativa, devido a menor dispersao e
absorcdo pelos fotoaceptores teciduais (DE FREITAS et al.,, 2016). Radiagdes em
comprimentos de onda mais curtos (600 a 700 nm) s&o consideradas as melhores para
tratamento de doencas em tecidos superficiais, enquanto aquelas em comprimentos de onda
maiores (780 até 950 nm) sdo preferidas para tratamento de doencas que afetam tecidos mais
profundos (ZEIN et al., 2018).

A penetracdo de uma radiacdo no tecido é parcialmente determinada pelo seu

comprimento de onda, dependendo dos processos de dispersdo e absor¢do. As radiacOes de
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comprimentos de onda mais curtos (no espectro visivel) dispersam mais do que as radiaces
dos comprimentos de onda mais longos e, portanto, essas atingem profundidades mais baixas.
Se uma radiacdo tiver penetracdo profunda, € improvavel que sua energia seja absorvida por
estruturas superficiais (Figura 2) (LAASKO et al., 1993).

Figure 2. Representacdo esquematica da penetracdo de radiacBes em tecidos bioldgicos.

Diferencas entre radiaces vermelhas, infravermelhas e com duplo comprimento de onda.

Comprimento de Comprimento de Comprimento de
onda vermelho onda infravermelho ondaduplo

Epiderme -

Derme -

Tecido Subcutaneo -

Fonte: O autor

Assim, os efeitos bioldgicos resultantes de radiacbes com multiplos comprimentos de
onda poderiam ser atribuidos a diferentes niveis de absorcdo, porque os tecidos superficiais e
profundos poderiam absorver as radiacdes em quantidades diferentes. De fato, aceita-se que a
penetracdo das radiacdes nos tecidos depende da absorcdo e do espalhamento, que ocorrem
devido as moléculas e estruturas nos tecidos. Tanto a absor¢do quanto a dispersao se tornam
significativamente baixas a medida que o comprimento de onda da radiagdo aumenta, como a
profundidade de penetracdo da radiacdo infravermelha préxima é maxima em 810 nm, e em
comprimentos de onda maiores a dgua torna-se um absorvedor importante e a penetracdo da
radiacdo diminui novamente (HAMBLIN, 2017).
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1.2.4 Efeitos de lasers de baixa poténcia com duplo comprimento de onda (LBPD) em

bactérias

Alguns autores relataram efeitos de radiages a laser de baixa poténcia com duplo
comprimento de onda nas bactérias. Martins e colaboradores (2015) mostraram que a
irradiacdo laser consecutiva de baixa poténcia (laser infravermelho imediatamente apds laser
vermelho) reduz a viabilidade celular em culturas de Escherichia coli selvagens em fase
exponencial de crescimento, mas a viabilidade celular é maior em culturas expostas a
combinacdo de comprimentos de onda da radiacdo laser naqueles expostos ao laser
infravermelho. No entanto, Thomé e colaboradores (2017) irradiaram culturas de Pantoea
agglomerans e a sobrevivéncia bacteriana na fase exponencial de crescimento foi diminuida
pela exposi¢cdo ao laser de baixa poténcia com comprimento de onda duplo (LPBD) mas a
sobrevivéncia nessas culturas bacterianas foi aumentada ap6s a exposic¢do ao laser vermelho
nas mesmas fluéncias. Apesar dessa discrepancia, ambos relataram que a exposicdo a
radiacdes de baixa poténcia com duplo comprimento de onda (em sequéncia ou simultanea) é
capaz de induzir efeitos bioldgicos, que diferem daqueles induzidos por cada laser
separadamente, sugerindo que outros efeitos terapéuticos podem ser obtidos através da
irradiacdo de LPBD, ou comprimento de onda multiplo.

O biofilme, comunidades complexas de bactérias agregadas, € um dos principais
agravantes para a cicatrizacdo tardia de feridas e positivamente associado a transicdo do
estado agudo para o estado cronico, mesmo sem sinais classicos de infecgdo (ASHRAFI et
al., 2018). Em estudos anteriores, a formacdo de biofilmes foi avaliada em culturas de P.
agglomerans expostas a radiacdo LBP vermelha, infravermelha ou com duplo comprimento
de onda. Curiosamente, o laser vermelho aumentou a formacdo de biofilmes na menor
fluéncia (THOME et al., 2018). No entanto, o laser de baixa poténcia, vermelho e
infravermelho simultaneo, diminuiu a formacdo de biofilme em culturas de P. agglomerans
na maior fluéncia avaliada (THOME et al., 2017; THOME et al., 2018).



Tabela 1. Efeitos do laser de baixa poténcia com comprimento de onda duplo em culturas bacterianas

26

Primeiro Titulo Referéncias Parametros Modo Cultura Resultados

Autor

Martinsetal  Dichromatic laser Laser Phys. 808 e 660 nm; 100 Consecutivo Escherichia coli O laser vermelho e com comprimento
radiation effects on 2015; mWw; 25,50 e 100 J AB1157 e BH20  de onda duplo diminuiram a fragdo de
DNA of Escherichia 25:045603 cm?? sobrevivéncia, porém a viabilidade
coli and plasmids celular é maior em culturas expostas a

combinagdo de comprimentos de onda
da radiacéo laser naqueles expostos ao
laser infravermelho e aumenta
significativamente a porcentagem de
filamentacdo bacteriana.

Thomé et al Dichromatic and Laser Phys 808 e 660 nm; 100 Simultaneo Pantoea O laser com duplo comprimento de
monochromatic laser 2017; 27(5): mW,; continuo; 35, agglomerans onda diminuiu a sobrevivéncia
radiation effects on 055602 70 e 140 J cm%; 1, (isolada de lesdo bacteriana na fase exponencial,
survival and 2e47; 10, 20 e por pressdo) enquanto a irradiagdo com Unico
morphology of 40s;  Spot  size comprimento de onda aumentou na
Pantoea agglomerans 0,028 cm? mesma fluéncia.

Thomé et al Dichromatic and Laser Phys 808 e 660 nm; 100 Simultaneo Pantoea O laser com duplo comprimento de
monochromatic laser 2018; 28: mW; continuo; 35, agglomerans onda diminuiu a formacdo de
radiation 065606 70 e 140 J cm?; 1, (isolada de lesdo biofilme, enquanto a irradiacdo com

effects on antibiotic
resistance, biofilm
formation,

and division rate of
Pantoea agglomerans

2e417 10,20 e
40s; Spot  size
0,028 cm?

por pressdo)

laser vermelho aumentou a formacao
de biofilme.
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1.2.5 Efeitos de lasers de baixa poténcia com duplo comprimento de onda (LBPD) em

tecidos bioldgicos

Alguns micro-organismos patogénicos podem favorecer desequilibrio no
ambiente residente. Neste sentido, a infec¢éo pds-cirurgica é uma complicacéo potencial
e 0 reparo dos tecidos infectados ocorre somente apOs a resolucdo do processo
infeccioso. Algumas radiacdes apresentam efeitos fotobioldgicos positivos no processo
de cicatrizacdo e os resultados indicam que a FBM por lasers de baixa poténcia tem
efeitos positivos na cicatrizacdo de feridas infectadas, sendo isto mais evidente com
radiacdes de comprimentos de onda duplos de 680 e 790 nm (SANTOS et al., 2009).
Por outro lado, a exposicédo a lasers com duplo comprimento de onda (670nm e 810nm)
ndo melhorou os pardmetros de cicatrizacdo de feridas em um modelo de diabetes em
ratos, porém, deve ser levada em consideracdo a utilizacdo de altas fluéncias
(JAHANGIRI et al., 2010).

Analises histolégicas mostraram que FBM por laser com duplo comprimento de
onda (830 nm e 685 nm) a 20 J/cm? foi mais eficiente para a proliferacdo fibroblastica,
bem como aumento da producdo e organizacdo de coldgeno no modelo de ferida
(MENDEZ et al., 2004). Estes resultados sugerem que o uso de duas radiagOes
diferentes, apresentando absorcdo e penetracdo diferentes nos tecidos bioldgicos, pode
causar simultaneamente uma estimulacdo das camadas profunda e superficial da ferida.

Apesar disso, a exposicdo a radiacdes com duplo comprimento de onda teve
efeitos diferentes que ndo poderiam ser previstos a partir dos efeitos de cada radiagédo
isolada em um modelo de células-tronco mesenquimais de medula Ossea iliaca de
coelho exposta a radiacGes vermelhas, infravermelhas ou com duplo comprimento de
onda. De fato, a exposicao a radiacbes com duplo comprimento de onda (infravermelho
e vermelho) foi capaz de suprimir a diferenciagdo das células mesenquimais em células
osteogénicas e a sintese/producdo de coladgeno, enquanto a exposicdo somente a
radiacdo infravermelha foi capaz de estimular esses eventos (FEKRAZAD et al., 2019).

A FBM, como base para uma forma de tratamento alternativo, reduz a perda de
cabelo e estimula o crescimento do cabelo em casos de alopecia. Barikbin e
colaboradores (2017) mostram que pacientes expostos ao laser vermelho de 655 nm a 2
J/icm? associado ao infravermelho de 808 nm a 1J/cm2 apresentaram menor perda de

cabelo, aparentemente sem nenhum efeito adverso ou efeitos colaterais.
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Também foram relatados efeitos positivos na regeneracdo nervosa apos FBM
por lasers com duplo comprimento de onda no espectro infravermelho (905nm e
808nm), que foram capazes de melhorar a reparacdo nervosa, a recuperacao funcional e
de massa muscular, apds a neurorrafia término-lateral de nervo mediano em ratos
(GIGO-BENATO et al., 2004).



Tabela 2. Efeitos do laser de baixa poténcia com duplo comprimento de onda em tecidos bioldgicos

29

Primeiro Titulo Referéncia Parametros Modo Tecido/Células  Resultados

Autor

Santosetal Influence of the Photomed Laser 680 (30mW, 424 N&o é claro Lesdo infectada A fibras de colageno
combination of Surg. 2011; mwW/cm?, 11.8 s) em modelo apresentaram-se mais maduras e
infrared and red laser 29(3):177-82. and 790 (40mWw; animal (rato) melhor organizadas,
light on the healing of 566  mwW/cm?, especialmente nos animais do
cutaneous  wounds 8.8s) nm; grupo irradiado com
infected by continuo; 0.35 J; comprimento de onda duplo
Staphylococcus 20 J cm™
aureus.

Jahangiri et A combination of Photomed Laser 670 (500mW, 10 N&o é claro Ferida Diabética A combinacdo das irradiacdes

al 670nm and 810nm Surg. Jiem?, 10 J, 48 em modelo ndo modificou os parametros do
diode lasers  for 2010;28(5):621- s, 10 Jcm?) e animal (rato) processo de cicatrizacdo
wound healing 7. 810 nm
acceleration in (250mw, 12 J,
diabetic rats. 50 s, 1.33 J/cm™)

Mendez et Dose and wavelength J Clin Laser 685 nm e 830 Nao éclaro Ferida cutanea Foi observado evidéncia de

al of laser light have Med Surg. nm; 35 mW; 20 dorsal em melhor organizacdo da matriz de
influence on  the 2004;22(1):19- and 50 J/cm™ modelo animal colageno através da irradiacdo
repair of cutaneous 25. (rato) do laser com duplo comprimento
wounds. de onda a 50 J/cm2

Fekrazad et Photobiomodulation  Lasers Med Sci. 810 (IR), 660 Consecutivo Células A combinacdo de  dois

al with  single and 2019;34(1):115- (R), 532 (G) e mesenquimais comprimentos de onda é em
combination laser 126. 485 (B) nm; 4 derivadas do geral menos efetiva que IR ou R
wavelengths on bone Jem? IR 3 s, R 0sso iliaco de apenas, porém a combinacdo de
marrow 24s,G15s,e B um coelho B-G aparece mais eficiente do
mesenchymal  stem 15s. que sozinhas, em algumas
cells:  proliferation situacOes



Barikbin et
al

Gigo-
Benato et al

and differentiation to
bone or cartilage.
Comparison of the
effects of 665 nm low
level diode Laser Hat
Versus and a
combination of 665
nm and 808nm low
level diode Laser
Scanner of  hair
growth in androgenic
alopecia.
Low-power
biostimulation
enhances nerve repair

laser

after end-to-side
neurorrhaphy: a
double-blind

randomized study in
the rat median nerve
model.

J Cosmet Laser
Ther. 2017; 17.

Lasers Med Sci.
2004;19(1):57-
65.

655 nm com 3 Simulténeo

Jiem?; 655 nm
com 2 Jcm?
associado a 808
nm com 1 J/cm™

808 (continuo;
spot area 0.28
cm2; 29 Jcm?)
and 905 nm (28
W; 10 kHz; spot
area 0.1 cm2; 40
Jlem?) nm

N&o é claro

90 pacientes
com alopecia

Modelo de
neurorrafia em
modelo animal
(rato)
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Os efeitos da combinacdo da
irradiacdo  laser  demonstrou
melhores resultados,
aumentando a densidade capilar

A fotobiomodulag&o por laser de
baixa poténcia gerou rapida
recuperagao muscular e
funcional da lesdo, regeneracéo
das fibras nervosas. Os melhores
resultados  funcionais  foram
obtidos através da irradiacdo de
laser com duplo comprimento de
onda
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1.2.6 Efeitos da combinacdo de laser de baixa poténciae LED

Os beneficios terapéuticos dos lasers de baixa poténcia em lesGes teciduais tém
sido relatados desde a década de 1960 e os do LED somente a partir da década de 1990
(HAMBLIN et al., 2018). As radiac6es do LED diferem das radiacdes dos lasers, pois
estas fontes emitem radiagdes nas bandas mais altas do que as emitidas pelos lasers,
bem como emitem radiagdes ndo coerentes (PAGIN et al., 2014).

Embora algumas descobertas sugiram que a coeréncia de um feixe de radiacéo
laser ndo é responsavel pelos efeitos bioldgicos induzidos por lasers de baixa poténcia
(VINCK et al., 2003). Segundo Karu (1987), a propriedade da coeréncia é perdida
durante a interacdo das radiacGes com o tecido bioldgico, ndo sendo um pré-requisito
para 0 processo de FBM.

Um ensaio clinico para analisar os efeitos agudos do FBM pelo laser de baixa
poténcia (pulsado, 905nm) e LED (875nm e 640nm) no desempenho muscular durante
um teste de exercicio cardiopulmonar progressivo em esteira mostrou que a exposicao a
combinacdo de lasers e LED aumentou o tempo, distancia e ventilacdo pulmonar, e
diminuiu o escore de dispneia durante o teste cardiopulmonar (MIRANDA et al., 2016).
Resultados semelhantes foram obtidos em um estudo que avaliou os efeitos agudos do
mesmo protocolo em pacientes com doenca pulmonar obstrutiva crénica, diminuindo a
sensacdo de dispneia, bem como fadiga nos membros inferiores (MIRANDA et al.,
2015). Antonialli e colaboradores (2014) relataram que as radiagbes com duplo
comprimento de onda melhoraram os marcadores bioquimicos relacionados ao dano
muscular esquelético, diminuicdo dos niveis bioquimicos de creatina cinase e dor. A
FBM por radiac6es de multiplos comprimentos de onda pode ser mais eficaz que aquela
induzida por uma radiacdo de comprimento de onda Unico no desempenho do musculo
esquelético, o que poderia representar uma vantagem terapéutica em situacdes clinicas.

Além disso, a FBM induzida pela exposi¢cdo simultdnea ao laser de baixa
poténcia e ao LED tem surgido como uma alternativa interessante para 0 manejo
farmacologico da dor. A eficacia da FBM por LBP (904 nm, em modo de emisséo
pulsada, 38 mW) foi semelhante aquela induzida por LED (945 nm, 100 mW) associada
a posicdo de decubito lateral e exercicios de flexdo em pacientes com hérnia de disco
lombar. No entanto, observou-se que a FBM pela exposi¢édo ao LED foi mais eficaz na
melhora da dor radicular do que a FBM pela exposicdo ao LBP (de CARVALHO et al.,
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2016). Os dispositivos hibridos constituidos de LED e lasers de baixa poténcia foram
sugeridos para melhorar a eficicia do clareamento e ajudar a controlar a sensibilidade
dentaria. No entanto, FBM por radiacdes de dispositivos hibridos LED-laser ndo foram
mais eficazes do que FBM de radia¢Ges de dispositivos LED usados sozinhos para
prevenir ou reduzir a sensibilidade dos dentes (FARHAT et al., 2014).

Um estudo duplo-cego randomizado com o objetivo de investigar os efeitos da
FBM pelo LBP de 905 nm no modo de emissdo pulsada, e LED de 875 e 640 nm, na
dor inespecifica no joelho demonstrou que a FBM com multiplos comprimentos de
onda é efetiva em diminuir a dor e melhorar a qualidade de vida dos pacientes (LEAL-
JUNIOR et al., 2014). Uma revisdo sistematica forneceu evidéncias de que a exposi¢ao
a radiacdes simultaneas visiveis e infravermelhas causa alteracdo neural, em particular
em fibras Ad e C de pequeno didmetro, que transmitem estimulos nociceptivos a dor
(CHOW et al., 2011).



Tabela 3. Efeitos da combinacéo do laser de baixa poténcia e light-emitting diodes (LED)

Primeiro  Titulo Referéncia Parametros Modo Tecido/Células  Resultados
Autor
Miranda et Using Pre-Exercise J Athl Train. Utilizaram um Simultdneo Aplicaram em 9 A combinagéo
al Photobiomodulation 2016;51(2):129- cluster com 12 lugares do aumentou o tempo,
Therapy Combining 35. saidas. Cada grupamento distancia, a ventilagdo
Super-Pulsed Lasers cluster consistia muscular pulmonar diminuiu a
and Light-Emitting em: 4 diodos de extensor de escala de dispneia
Diodes to Improve 905 nm laser joelho, 6 lugares durante 0 teste
Performance in superpulsado do grupamento cardiopulmonar
Progressive (0.07125 J, muscular  dos
Cardiopulmonary 0.3125 mw, flexores de
Exercise Tests. 125 W), 4 joelhos.
diodes de 875
nm LEDs (17.5
mwW, 3.99 J) e 4
diodes de 640nm
LEDs (15 mW,
3.421))
Miranda et Phototherapy with Lasers Med Sci. Utilizaram um Simultaneo 30 pacientes A combinagéao
al combination of 2015;30(1):437— cluster com 12 com Doenca diminuiu a sensacgdo de
superpulsed  laser 443. saidas. Cada Pulmonar dispneia e fadiga nos
and light-emitting cluster consistia Obstrutiva pacientes.
diodes is beneficial em: 4 diodos de Crbnica foram
in improvement of 905 nm laser inclusos no
muscular superpulsedo estudo. A
performance (0.07125 ], aplicacdo da
(strength and 0.3125 mw, fototerapia  foi
muscular 125 W), 4 realizada em 6
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Antonialli

et al

Farhat
al

et

endurance),
dyspnea, and fatigue
sensation in patients
with chronic
obstructive
pulmonary disease.
Phototherapy in

skeletal muscle
performance and
recovery after
exercise: effect of
combination of
super-pulsed laser
and light-emitting
diodes.

Evaluation of the
efficacy of LED-
laser treatment and
control of tooth
sensitivity during in-
office bleaching
procedures.

Lasers Med Sci.
2014;
29(6):1967-76.

Photomed Laser
Surg. 2014;
32(7):422-6.

diodos de 875
nm LEDs (17.5
mwW, 3.99 J) e 4
diodos de
640nm LEDs
(15 mWw, 3.42J)
Utilizaram um
cluster com 12
saidas. Cada
cluster consistia
em: 4 diodos de
905 nm laser
superpulsedo
(0.07125 J,
0.3125 mw,
125 W), 4
diodos de 875
nm LEDs (17.5
mwW, 3.99 J) e 4
diodes de 640nm
LEDs (15 mW,
3.42))
Utilizaram um
aparelho hibrido
apresentando
seis LEDs azuis
(425-480 nm,
300mW) e trés
lasers
infravermelhos

Simultaneo

Simultaneo

lugares do
quadriceps
femoral.

A aplicacdo da
fototerapia  foi
realizada em 6
lugares do
quadriceps
femoral

voluntarios
saudaveis

em

Dente

A combinagéo
aumentou a
performance e

melhora do marcador
bioquimico relacionado
ao dano muscular.

A combinacdo néo foi

mais

efetiva que o

LED para sentibilidade
dentéria.
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Leal-
Junior
al

Figurova
et al

et

Adjunctive use of

combination of
super-pulsed  laser
and light-emitting

diodes phototherapy
on nonspecific knee
pain: double-blinded
randomized
placebo-controlled
trial.

Histological
Assessment  of a
Combined Low-
Level Laser/Light-
Emitting Diode
Therapy

(685 nm/470 nm) for
Sutured Skin
Incisions in a
Porcine Model: A
Short Report.

Lasers Med Sci.
2014;29(6):1839-
47,

Photomed Laser
Surg. 2016;
34(2):53-5.

(810
200mwW).
Utilizaram dois
clusters, que
consistiam em 4
diodos de 905
nm laser
superpulsedo, 4
diodes de 875
nm LEDs e 4
diodos de
640nm LEDs.
Laser 685 nm (4
laser diodos,
0.05 W) e LED
470 nm (13
diodes, 0.016
W).

nm,

Simultaneo

Simultaneo

Tratamento

local e em
alguns  pontos
sisttmicos em
pacientes com
dor ndo em
especifica em
joelho

Modelo animal

(porco) de
inciséo de pele

A combinagdo foi
efetiva na diminuicéo
da dor e melhora na
qualidade de vida dos
pacientes

A combinacéo acelerou
a reepitelizacdo e
formacdo de fibras de
coldgeno  comparado
ao grupo controle.
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1.2.7 Possiveis efeitos da aplicacdo de diferentes radiacées

A FBM pode se apresentar como sendo tanto estimulante, quanto inibitorio
(JAHANGIRI et al., 2010). A medida que o nimero de fétons aumenta, além de um
determinado nivel, a estimulacdo celular desaparece, e se 0 nimero de fétons € ainda maior,
ocorre inibicdo e dano celular (ZEIN et al., 2018). Ha uma curva dose-resposta bifasica, que
segue a "Lei Arndt-Schulz", que afirma que estimulos fracos aceleram levemente a atividade
celular, estimulos fortes aumentam ainda mais até atingir um pico, enquanto estimulos ainda
mais fortes suprimem até que uma resposta negativa seja alcancada. Em consequéncia, se 0s
parametros incorretos forem aplicados, o tratamento provavelmente serd ineficaz (DE
FREITAS et al., 2016).

A exposicdo a radiacdo apropriada em um comprimento de onda especifico pode
desencadear processos moleculares nas células (SOLMAZ et al., 2017), como a sintese de
DNA e RNA (PASSARELA et al., 2014). De fato, os efeitos fotobioldgicos envolvem a
absorcdo da energia de fétons de comprimento de onda especifico por fotoaceptores
(CHAVES et al., 2014). Assim, a exposicao a radiacdo com comprimento de onda de 760 nm
seguida de radiacdo a 633 nm aumenta a sintese de DNA em culturas de células HeLa, mas a
exposicdo a essas radiagcbes na sequéncia inversa diminui. Esses resultados sugerem que a
exposicdo a radiacdo com duplo comprimento de onda poderia produzir efeitos diferentes
daqueles induzidos por uma radiacdo de comprimento de onda Unico (KARU et al., 1985).
Estes resultados sugerem que existe uma relacio entre os fotoaceptores. E provavel que essa
relacdo exista nos estagios iniciais de fotoabsorgdo ou foto-resposta. E possivel que exista
uma relacdo entre os fotoaceptores que absorvem em diferentes regides e/ou possam ser
funcionalmente conectados por moléculas de sinalizacdo (TIPHLOVA et al., 1991). Em
exposicdes consecutivas a radiagdo com duplo comprimento de onda, a magnitude da resposta
foto-induzida final também ¢é influenciada pelo intervalo entre elas. Pode-se presumir que o
fotoaceptor é um conjunto de moléculas inter-relacionadas e que existem alguns estagios
comuns na realizagdo dos efeitos causados pelas radiagfes em diferentes comprimentos de
onda (KARU, 1987; KARU, 1985). No entanto, a exposicao a radiacdes de banda mais largas,

incluindo ou ndo um intervalo entre as exposi¢des, ndo provoca praticamente efeitos
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estimulantes. Nestes casos, 0s parametros correspondem aproximadamente aos da radiacao
solar, aos quais os sistemas bioldgicos se adaptaram através da sua evolucéo (KARU, 1987).
Além disso, a capacidade de um meio ou tecido absorver a radiacdo eletromagnética
depende de varios fatores, principalmente a distribuicdo eletrbnica em seus atomos e
moléculas, a espessura da camada absorvente, pardmetros internos como concentracdo de

fotoaceptores e o comprimento de onda da radiagéo (Figura 3) (NIEMZ, 2007).

Figura 3. Representacdo esquematica para penetracdo de radiacdo em tecidos bioldgicos em
diferentes comprimentos de onda.
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Fonte: O autor

Além disso, foi sugerido que a interacdo das radiacGes nos tecidos poderia depender
do nimero de mitocdndrias nesses tecidos. Assim, quando o FBM ¢ realizado por radiacbes
de baixa intensidade, os fotons sdo absorvidos pelos cromoforos subcelulares nas organelas
celulares, principalmente mitocondrias. Desta forma, as células que apresentam maior nimero
de mitocondrias poderiam responder melhor ao FBM do que as que apresentam menor
numero de mitocondrias (ZEIN et al., 2018). Além disso, protocolos baseados em fontes de
radiacdo de multiplos comprimentos de onda podem apresentar uma vantagem terapéutica ao
fornecer energia concorrente para tecidos biolégicos em diferentes profundidades (LEAL-
JUNIOR et al., 2014).

As caracteristicas e parametros variaveis dos dispositivos de laser e LED séo fatores

que dificultam a interpretacdo dos resultados experimentais e clinicos sobre os efeitos da
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FBM (CHAVES et al., 2014). No entanto, a FBM tem sido considerada uma ferramenta
valiosa na medicina regenerativa (NADERI et al., 2017) e a FBM induzida por radiagdes de
maultiplos comprimentos de onda pode melhorar os resultados dos protocolos clinicos

baseados em radiacdes de LBP.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

2.1.1 Estudo 1
Investigar efeitos do laser de baixa poténcia com comprimento de onda duplo em
modelo experimental de lesdo por pressao infectada.

2.1.2 Estudo 2
Investigar efeitos do laser de baixa poténcia com comprimento de onda duplo em
feridas cronicas.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1 Estudo 1
Avaliar efeitos do laser de baixa poténcia com duplo comprimento de onda no (a):

- Sobrevivéncia bacteriana a partir da contagem de unidades formadoras de col6nia (UFC);
- Fechamento da LP através da mensuracao da area lesionada;

- Histoarquitetura da LP através da anélises morfologicas;

- Expressao relativa de RNAm de IL-1 e IL-10 através de RT-qPCR.

2.2.2 Estudo 2

Descrever relatos de casos com o objetivo de avaliar efeitos do laser de baixa poténcia
com duplo comprimento de onda no fechamento de feridas cronicas em pacientes na rede de
Atencdo Basica do Municipio de Quatis/RJ qualitativamente e quantitativamente através da

mensuracao da area lesionada.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Estudo 1: Fotobiomodulacéo por lasers de baixa poténcia em dois comprimentos de

onda em lesdes por pressdo infectadas

3.1.1 Animais

Camundongos Swiss machos (8-12 semanas) foram alojados em uma sala com
temperatura (20-24°C) e umidade (45-55%) controlada em um ciclo claro/escuro de 12 horas
com acesso livre a comida e agua. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com a
Legislacdo Brasileira (n° 11.794, de 8 de outubro de 2008) e foram aprovados pelo Comité de
Etica para Uso Animal da Universidade Severino Sombra (CEUA / 007/2015). Os animais
foram divididos da seguinte forma: grupo controle (n = 5) - camundongos ndo lesionados e
ndo irradiados; grupo lesdo (n = 5) - camundongos lesionados e ndo irradiados; grupo laser (n
= 5) - camundongos lesionados e irradiados; grupo infectado (n = 5) - camundongos
lesionados, com a lesdo infectada e ndo irradiado; grupo infectado + laser (n = 5) -

camundongos lesionados, com a leséo infectada e irradiados.

3.1.2 Modelo de lesdo induzida por isquemia e reperfusio (IR)

Todos os animais foram anestesiados por via intraperitoneal com cetamina (150
mg/kg) e xilazina (15 mg / kg) e os seus dorsos foram raspados e limpos. A pele dorsal
(epiderme, derme e hipoderme) foi suavemente pincada para cima e posicionada entre 2
magnetos circulares de 8 mm de didmetro e 4 mm de espessura, com peso médio de 1,47 g
(Eudes Angelo de Almeida Produtos ME, S&o Paulo, Brasil). A pressdo de compressdo gerada
entre os dois magnetos foi superior a 50 mmHg. Os magnetos foram posicionados por um
periodo de 16 horas de isquemia, seguidos por um periodo de reperfusdo de 8 horas para 1
ciclo. Os ratos foram expostos a dois ciclos de IR, resultando em 2 duas Ulceras circulares por

camundongo com 50,24 mm2 area cada, sendo este momento foi considerado dia 0. Esse
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procedimento foi usado para criar uma leséo cronica semelhante a de uma lesdo por presséo
de estagio Il (BRITO et al., 2014).

3.1.3 Inoculacio da ferida

Uma suspensdo (200 ul) de Pantoea agglomerans em solugdo salina estéril foi
aplicada na base de todas as feridas dos grupos infectados, imediatamente apds o ferimento,
usando uma pipeta calibrada, equivalente a 10* unidades formadoras de col6nia (UFC)/ml
(NUSSBAUM, 2014). P. agglomerans foi escolhido por estar frequentemente associado a
deterioracdo de feridas encontradas em estudos anteriores, sendo a mais incidente dentro de
um perfil microbiano de lesdo por pressdo de pacientes internados em hospital universitario
(THOME et al., 2018a).

3.1.4 Laser de bhaixa poténcia (LBP)

As feridas foram irradiadas 24 horas ap0s inoculacdo da ferida no grupo infectado +
laser. Para o grupo laser, o procedimento de irradiacdo comecgou 24 horas apds o modelo de
lesdo IR. Este momento foi considerado como dia 1. Em estudos anteriores, as suspensoes
bacterianas foram expostas a lasers de baixa poténcia de baixa com emissdo em vermelho
(660 nm; InGaAlIP) e infravermelho (808 nm; AsGaAl), fluéncia de 35 a 142,8 J/cm2. Nestes
estudos, a FBM por lasers de baixa poténcia (808 nm e 660 nm) emitidos simultaneamente a
142,8 J / cm? diminuiu a sobrevivéncia bacteriana e a formacdo de biofilme (THOME et al.,
2017; THOME et al., 2018). Desta forma, os procedimentos experimentais foram realizados
com laser de baixa poténcia em dois comprimentos de onda (Terapia, DMC Equipamentos
Ltda, Sdo Carlos-SP, Brasil), emissdo simultanea em comprimentos de onda vermelho (660
nm) e infravermelho (808 nm), spot size 0,028 cm?, 4J, aproximadamente 142,8 J / cm?, 20
segundos por ponto, em modo de emissdo continua (poténcia de saida de 100mW, densidade

de poténcia de 3.571 W/cm?). A irradiacdo foi realizada de forma pontual, sendo aplicada na
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regido central das feridas em um Unico ponto e uma vez ao dia por 14 sessfes consecutivas.
Os animais foram eutanasiados 14 dias ap6s a formacéo da ferida. Todos os animais foram

eutanasiados por overdose de anestésico.

3.1.5 Sobrevivéncia bacteriana

As amostras foram coletadas por swab estéril 14 dias ap6s o modelo de lesdo em
grupos infectados e infectados + laser. As amostras foram inoculadas em caldo Infuséo de
Cérebro e Coracao (BHI) e incubadas a 35 £ 2° C por 24 horas. Em seguida, as amostras de
cultura foram semeadas em placas de Petri contendo meio rico solidificado (1,5% de &gar).
Foi realizada contagem de colbnias bacterianas apds a incubacdo (37 ° C, 18 horas). Os
experimentos foram realizados em duplicata e os resultados apresentados através da média de

quatro ensaios independentes.

3.1.6 Anélise Macroscopica

As feridas foram fotografadas no dia final do modelo da lesdo (0d) e quatro (4d), onze
(11d) e quatorze (14d) dias ap6s a inducédo da lesdo. As imagens das feridas foram capturadas
por uma camera digital Samsung DV100 (S&o Paulo, Brasil). Posteriormente, as imagens
foram analisadas pelo software Image J para Windows XP (Media Cybernetics, Inc., EUA)
com o objetivo de medir as areas das feridas. A borda de cada lesdo por pressao foi tracada na
imagem para medir a area. A reepitelizacdo foi estimada pela diferenca entre a &rea da lesdo
total e a area da lesdo ndo coberta por neoepiderme. Os dados foram expressos através da
porcentagem da area de lesdo por pressdo inicial e a porcentagem de area da lesdo pressao
reepitelizada em cada dia fotografado (NASCIMENTO et al., 2006).
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3.1.7 Anélise Histolégica

Amostras de pele de todas as feridas foram cuidadosamente coletadas para incluir o
tecido saudavel adjacente e o tecido cicatrizado. Os fragmentos de tecido foram fixados em
formaldeido (pH 7,2) e depois processadas para a incorporagdo de parafina. Os cortes
histolégicos (5 um) foram corados com hematoxilina e eosina (H&E) para andlise
microscopica da espessura da epiderme (um). As imagens histoldgicas foram adquiridas
usando Carl Zeiss Axio Lab A1, capturado com um objetiva de 5x, 10x e 20x a cores 5M
Axiocam ERc5S Rev. 2.0, 20 / 0.40, utilizando o software Zen 2 (edicdo azul) (Zeiss,
Alemanha).

Analises da distancia entre a parte superior e a parte inferior da epiderme foi medida
usando o software Image J em trés pontos diferentes e a média foi calculada para cada ferida
(TRAJANO et al., 2015).

3.1.8 Extracio de RNA total

As amostras de feridas foram maceradas em microtubos contendo 500 pl de Trizol
Reagent® (Sigma-Aldrich, EUA), homogeneizadas e incubadas (temperatura ambiente, 10
minutos). Foi adicionado cloroférmio (100 ul), incubado (temperatura ambiente, 5 minutos) e
as preparacdes foram centrifugadas (12000 x g, 4°C, 15 minutos). As fases aquosas foram
transferidas para novo microtubos, sendo adicionado isopropanol (250 pl). Ap6s a incubacéo
(temperatura ambiente, 15 minutos), as prepara¢des foram centrifugadas (12000 x g, 4°C, 15
minutos), os sobrenadantes foram descartados e os precipitados lavados com solucéo etanol-
DEPC (80% etanol, DEPC 0,1% em &gua) e centrifugado (12 000 x g, 4°C, 5 minutos). Os
sobrenadantes foram retirados, e 0 RNA total foi suspendido em solucdo de agua-DEPC
(0,1%) e armazenado (a -80 ° C) até o procedimento de sintese de DNA complementar
(TEIXEIRA et al., 2016).
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3.1.9 Sintese Complementar de DNA

Determinou-se a concentracdo e a pureza do RNA em espectrofotdmetro, calculando a
razdo da densidade Optica a um comprimento de onda de 260 nm/280 nm. A fim de evitar a
contaminacdo do DNA gendmico, um tratamento com DNase | (Invitrogen, EUA) foi
realizado de acordo com o protocolo do fabricante. A sintese complementar de DNA (cDNA)
foi realizada utilizando um kit de sintese de DNAc em dois passos (Promega, USA). Dois
microgramas de RNA foram transcritos reversamente em cDNA usando o sistema de
transcriptase reversa GoScript ™ (Promega, EUA), de acordo com o protocolo do fabricante,
com um total de 20 pul de reacdo (TEIXEIRA et al., 2016).

3.1.10 Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RT-qPCR)

Cada RT-qPCR foi realizada utilizando 5 pl de GoTag® qPCR Master Mix (Promega)
num volume final de 10 pl. Para quantificar o cDNA relativo inicial, as amostras foram
amplificadas com os primers descritos na tabela 4. Os primers foram desenhados
manualmente através do oligoanalyzer IDT e a especificidade dos primers verificados através
do NCBI Primer BLAST. As reacdes foram realizadas em Rotor-Gene Q (Qiagen, EUA) em
duplicata para cada amostra. As solugdes foram inicialmente desnaturadas a 95 °C durante 10
min. A PCR consistiu em 45 ciclos nas seguintes condicOes: desnaturacdo a 95 °C por 20 s,
anelamento a 55 ° C por 20 s, e um periodo de extensdo a 72 ° C por 20 s. A analise da curva
de fusdo foi realizada para todos os genes para a especificidade do produto (TEIXEIRA et al.,
2016). A expressdo relativa foi normalizada pelos niveis do gene de referéncia (TBP). O TBP
foi considerado como gene de referéncia, como sugerido por Turabelidze e colaboradores
(2010) (TURABELIDZE et al., 2010) e este foi validado por geNorm, Bestkeeper e
NormFinder. Valores de CT duplicados foram analisados em Microsoft Excel (Microsoft)
usando 0 método comparativo CT (2 —ACT) (LIVAK et al., 2001).

Para comparacdo dos niveis relativos de RNAm de IL1p e IL10, a normalizagdo dos

niveis de RNAm para os grupos controle e leséo foi realizada pela diferenga entre os valores
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CT dos genes avaliados (IL1B ¢ IL10) e CT do gene de referéncia (TBP) seguida da diferenca
entre os grupos lesdo e controle (Fig5a e Fig5b). Os niveis relativos de RNAmM no grupo
controle foram realizados pela diferenca entre os valores de CT dos genes avaliados (IL1J e
IL10) e valores de CT do gene de referéncia (TBP) seguido da diferenca entre cada valor CT
no grupo controle e o valor médio CT do controle grupo (Figura 8a e Figura 8b). Para
comparacao dos niveis de RNAm de IL1B e IL10 nos grupos infectados + laser e laser com
aqueles no grupo de lesdo, a normalizacdo dos niveis relativos de RNAm para 0s grupos
lesionado, infectado, infectado + laser e laser foi realizada pela diferenca entre os valores de
CT avaliados genes (IL1B e IL10) e valores de CT do gene de referéncia (TBP) seguido pela
diferenca entre cada grupo (infectado, infectado + laser e grupos laser) e grupo lesdo (Figura
8c e Figura 8d). Os niveis relativos de RNAmM no grupo lesionado foram realizados pela
diferenga entre os valores de CT dos genes avaliados (IL1f e IL10) e valores de CT do gene
de referéncia (TBP) seguido pela diferenca entre cada valor de CT e o valor da média da leséo
no grupo (Figura 8c e Figura 8d). Os experimentos foram realizados em duplicata.

Tabela 4. RT-gPCR primer

Gene Sequéncia Melting Temperature (°C)
TBP F: CAGCCTTCCACCTTATGCTC 55.7
R: TTGCTGCTGTCGTCTTTGTT 55.3
IL-15 F: 5°’-CACAGCAGCACATCAACAAG 54.7
R: 5’>-GTGCTCATGTCCTCATCCTG 54.2
IL-10 F: 5-ATTTGAATTCCCTGGGTGAGAAG 55.1
R: 5>-CACAGGGGAGAAATCGATGACA 56.8

3.1.11 Anélise estatistica

Os dados foram apresentados como média e desvio padrdo (media + DP). O teste

ANOVA foi realizado para verificar as diferengas estatisticas seguidas pelo pos-teste de
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Tukey da andlise macroscdpica, analise histoldgica e niveis relativos de RNAmM. Um p <0,05
foi considerado como o menor nivel significativo. O teste t Student foi realizado para verificar
as diferencas estatisticas dos niveis relativos de RNAm entre os grupos controle e lesdo; e
sobrevivéncia bacteriana. O software InStat Graphpad foi utilizado para realizar anélises
estatisticas (GraphPad InStat para Windows XP, GraphPad Software, San Diego, California,
EUA).

3.2 Estudo 2: Os lasers de baixa poténcia com duplo comprimento de onda poderiam ser

um tratamento alternativo para feridas cronicas?

3.2.1 Relato de Casos

Aqui descrevemos quatro casos de feridas cronicas (lesdo por pressao, Ulcera venosa
ndo cicatrizante, Ulcera diabética e Ulcera venosa ndo cicatrizante em paciente diabético)
tratadas com laser de baixa poténcia com comprimento de onda duplo simultaneo. O
consentimento escrito dos pacientes foi anteriormente obtido ao tratamento da ferida e bem
como para publicar fotografias (CEP/2.263.135).

3.2.2 Laser de bhaixa poténcia (LBP)

Os procedimentos experimentais foram realizados com laser de baixa poténcia com
comprimento de onda duplo (Terapia, DMC Equipamentos Ltda, S&o Carlos-SP, Brasil),
emissdo simultdnea em comprimentos de onda vermelho (660 nm) e infravermelho (808 nm),
spot size 0,028 cmz, 4J, aproximadamente 142,8 J/cm?, 20 segundos por ponto, em modo de

emissdo continua (poténcia de saida de 100mW, densidade de poténcia de 3.571 W/cm?).
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3.2.3 Quantificacdo da area da ferida

As feridas foram fotografadas em cada sessdo. As imagens das feridas foram
capturadas por uma camera digital Samsung DV100 (S&o Paulo, Brasil). Posteriormente, as
imagens foram analisadas pelo software Image J (Media Cybernetics, Inc., EUA) para
mensurar as areas da ferida. A borda de cada lesdo foi tracada em uma imagem para medir a

area da ferida.

3.2.4 Avaliacdo da lesdo por pressdo através da escala PUSH

A escala de avaliagdo da lesdo por pressdo para cicatrizagdo (ferramenta PUSH) foi
idealizada pelo National Pressure Ulcer Advisory Panel (NPUAP), que classifica as lesdes por
pressdo com base no tamanho da ferida, tipo de tecido do leito da ferida e quantidade de

exsudato. Sendo esta utilizada para classificacdo da leséo por pressao (SANTOS et al., 2005).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudo 1: Fotobiomodulacgédo por lasers de baixa poténcia com dois comprimentos de

onda (LBPD) em lesdes por pressao infectadas

4.1.1 Resultados

A figura 4 ilustra as areas da pele dorsal dos animais de todos os grupos analisados 4,
11 e 14 dias apds as lesbes. No dia 4, as lesdes apresentavam-se maiores nos grupos infectado
e infectado + laser do que aqueles dos grupos de leséo e lesdo + laser. Aparentemente, a FBM
por lasers de baixa poténcia com comprimentos de onda simultaneos acelerou a cicatrizagéo
de feridas ao comparar o grupo infectado e o grupo infectado + laser 14 dias ap06s o ferimento.

As areas das feridas foram medidas para confirmar essa analise qualitativa (Figuras 4a e 4b).

A cicatrizacdo da ferida ocorre principalmente pela contracdo da primeira ferida e, em
seguida, pela re-epitelizacdo via migracao e proliferacdo de queratindcitos. Todos 0s grupos
apresentaram uma reducdo significativamente progressiva na area da ferida durante o
experimento. No 40 dia apés a lesao, as areas da ferida no grupo infectado foram
significativamente (p<0,001) mais elevadas que as areas no dia 0, enquanto as lesdes
infectadas e expostas ao FBM néo apresentaram alteracédo significativa (p>0,05) (Figura 5a).
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Figura 4. Fotografias das lesdes por pressdo expostos a lasers de baixa poténcia com duplo
comprimento de onda 0, 4, 11 e 14 dias ap6s o ferimento.
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Figura 5. Quantificacdo da &rea de cicatrizacdo das lesfes por pressdo em camundongos.
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Legenda: (a) Porcentagem da area original da ferida 0, 4, 11 e 14 dias ap6s o ferimento
(representacdo grafica por grupo). (**) p<0,01, (***) p<0,001 comparando as areas

iniciais da ferida com aqueles 4, 11 e 14 dias ap6s o ferimento. (b) Porcentagem da

area inicial da ferida 0, 4, 11 e 14 dias ap6s o ferimento (representacdo grafica por

dia). (**) p<0,01, (***) p<0,001, comparando a porcentagem da area inicial da ferida

no grupo da lesdo com os grupos infectado, infectado + laser e laser; (##) p<0,01,

(###) p<0,001 comparando a porcentagem da area inicial da lesdo na lesdo infectada
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com lesdo + infectada + laser e grupos de laser. (c e d) Porcentagem de areas de
feridas reepitelizadas 11 (c) e 14 (d) dias ap6s o ferimento (representagdo grafica por
grupo). (**) p<0,01, (***) p<0,001 comparando os grupos infectado, infectado + laser
e laser com o grupo lesionado; (##) p<0,01, (###) p <0,001 comparando 0s grupos
infectado + laser e laser com o grupo infectado.

Além disso, a area da ferida nos grupos infectado e infectado + laser foi
significativamente (p<0,001; p<0,01) maior do que no grupo lesdo no dia 4. As lesdes,
infectadas ou ndo (grupo infectado + laser e laser), expostas a FBM por lasers de baixa
poténcia emitidos simultaneamente mostraram uma diminuicdo significativa na &rea 11
(p<0,001; p<0,01) e 14 (p<0,001; p<0,01) dias apobs a inducdo da lesdo, em compara¢do com
as areas das lesdes nos grupos nao irradiados (grupo lesdo e infectado) (Figura 5b).

A porcentagem das areas reepitelizadas das lesdes no grupo infectado foi
significativamente (p<0,01) reduzida quando comparada com o grupo lesdo, indicando
reepitelizacdo incompleta 14 dias apo6s a inducdo da lesdo (Figura 5d). No entanto, lesdes
expostas a FBM por lasers de baixa poténcia emitidos simultaneamente mostraram areas
significativamente maiores 11 (p<0,001; p<0,01, respectivamente) e 14 (p<0,001; p<0,01,
respectivamente) dias apds a indugdo da lesdo quando comparado aos grupos lesdo e
infectado.

O grupo lesdo apresentou aumento da espessura da neo-epiderme ao final do processo
de cicatrizacdo em relacdo ao grupo controle. A infeccdo bacteriana potencializou esse efeito
quando comparado ao grupo lesdo (Figura 6a). No entanto, lesdes infectadas expostas a FBM
por lasers de baixa poténcia emitidos simultaneamente (grupo infectado + laser) resultaram
em uma neo-epiderme mais fina do que no grupo infectado, mas a exposicdo a FBM por
lasers de baixa poténcia no grupo laser comparado com o grupo lesdo ndo modificou

significativamente a espessura da neo-epiderme 14 dias apés a indu¢do da lesdo (Figura 6b).
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Figura 6. Andlise microscopica da cicatrizacao de feridas.
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Legenda: (a) Imagens representativas da epiderme lesionada. Barra de escalas = 100 pum. (b)
Medida da espessura da neo-epiderme dos grupos controle, leséo, infectado, infectado
+ laser e laser 14 dias apés o ferimento. (**) p<0,01, (***) p<0,001 comparando 0s
grupos lesdo, infectado, infectado + laser e laser com o grupo controle; (###) p<0,001,
comparando os grupos infectado, infectado + laser e laser com o grupo da lesdo;
(T1017) p<0,001 comparando os grupos infectado + laser e laser com o grupo
infectado.

Os dados da sobrevivéncia bacteriana obtidas de lesdes infectadas expostas a FBM por
lasers de baixa poténcia (grupo infectado + laser) sdo mostrados na Figura 7. Estes dados
mostram que a exposi¢cdo ao FBM por lasers de baixa poténcia a 142,8 J/cm2 diminuiu
significativamente (p<0,001) a sobrevivéncia bacteriana quando comparado ao grupo

infectado.
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Figura 7. Taxa de sobrevivéncia de bactérias de feridas nos grupos infectados e infectados +
laser 14 dias apds o ferimento.
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Legenda: (***) p<0,001 comparando o grupo infectado com o grupo infectado + laser.

Os dados dos niveis relativos de RNAm de IL1B e IL10 nas lesdes por pressdo apos 14
dias da inducdo da lesdo estdo apresentados nas figuras 8a e 8b, respectivamente. Esses dados
mostram que os niveis relativos de RNAm de 1L10 ndo foram significativamente modificados
(p>0,05), mas um aumento significativo (p<0,001) na expressao relativa de RNAm de IL1p

foi obtido em comparando o grupo lesdo com o grupo controle.
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Figura 8. Niveis relativos de RNAm de IL1f e IL10 em lesdes por pressao.
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Legenda: (a) IL1B e (b) niveis relativos de RNAm de IL10 em LPs. Os niveis relativos de
RNAmM no grupo lesionado foram relativos aos do grupo controle. (***) p <0,001
comparando o grupo da lesdo com o grupo controle. O gene TBP foi utilizado como
padrdo interno para normalizagdo. (¢) ILIB e (d) niveis relativos de RNAm de 1L10
em LPs apds exposicdo a LBPD. Os niveis relativos de RNAm nos grupos infectado,
infectado + laser e laser foram relativos aos do grupo das lesdes. (*) p<0,05, (**)
p<0,01, comparando os grupos infectado, infectado + laser e laser com o grupo

lesionado. O gene TBP foi utilizado como padréo interno para normalizacao.

As Figuras 8c e 8d mostram dados dos niveis relativos de RNAm de IL1J e IL10 em
lesGes por pressdo expostas a FBM por lasers de baixa poténcia emitidos simultaneamente.
Estes dados indicam uma reducdo significativa (p<0,05) nos niveis relativos de RNAm de
IL1B no grupo infectado quando comparado com o grupo de leséo. Por outro lado, as lesdes
por pressdo expostas ao laser (grupo laser) em comparacdo com o grupo lesionado

apresentaram um aumento significativo (p<0,05) nos niveis relativos de RNAm de IL1p.
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Os niveis relativos de mRNA de IL10 apresentou uma reducdo significativa (p<0,05)
nos grupos infectados e laser quando comparados com o grupo lesionado. Pode-se argumentar
que os dados do grupo infectado + laser mostram uma tendéncia de diminuicdo (em
comparagdo com o grupo da lesdo) dos niveis relativos de RNAm de IL1.

Além disso, amostras do tecido da lesdo expostas ao laser mostram uma tendéncia de
aumento na IL10 em comparacdo com as do grupo infectado, bem como as do grupo

infectado + laser.

4.1.2 Discussao

A cicatrizacdo de feridas envolve trés estdgios diferentes: inflamagdo, granulacéo
tecidual e remodelagdo (GURTNER et al., 2008). Feridas cronicas exibem um processo de
reparo interrompido, levando a uma resposta inflamatdria prolongada, freqientemente
exacerbada por efeitos indiretos de micro-organismos na ferida (TAKEO et al., 2015;
EBRIGHT et al., 2005).

Em nossos experimentos, 4 dias ap6s o ferimento, a &rea ferida foi maior nos
camundongos dos grupos infectados (Figura 5a). Isso pode ser atribuido a presenca de uma
carga bacteriana maior na ferida, causando dano tecidual local e impedindo a cicatrizacdo de
feridas (IWII, 2016). No entanto, as areas das feridas infectadas expostas a FBM (grupo
infectado + laser) ndo foram significativamente alteradas 4 dias ap6s o ferimento (Figura 5a) e
diminuiram significativamente apds 11 e 14 dias ap6s a inducédo da leséo, diferentemente dos
ndo irradiados (grupo lesdo e grupo infectado) (Figura 5b). Estes resultados sugerem que a
FBM com lasers de baixa poténcia com comprimento de onda duplo simultaneo diminui o
atraso na cicatrizacdo de feridas infectadas.

O biofilme é um dos principais contribuintes para o0 atraso na cicatrizacdo de feridas,
estando associado a transicdo para um estado de ferida crénica (TAKEO et al., 2015;
EBRIGHT et al., 2005; IWII, 2016; ASHRAFI et al., 2018). Em estudos anteriores, a
formacéo de biofilme foi avaliada em culturas de Pantoea agglomerans expostas a FBM com
lasers de baixa poténcia de comprimento de onda simples e duplo. Curiosamente, o laser

vermelho de baixa poténcia aumentou a formacgdo de biofilme em baixas fluéncias de laser.
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Por outro lado, FBM com lasers de baixa poténcia com comprimento de onda duplo
simultaneo diminuiu a formagdo de biofilme em culturas de Pantoea aglomerans em altas
fluéncias. Além disso, a FBM com lasers de baixa poténcia com comprimento de onda duplo
simultaneo diminuiu a taxa de sobrevivéncia das bactérias, enquanto com lasers vermelhos ou
infravermelhos de comprimento de onda Gnico aumentou (THOME et al., 2017; THOME et
al., 2018). Vale ressaltar que os resultados atuais mostram que a exposi¢cdo ao FBM com
lasers de baixa poténcia com comprimento de onda duplo simultdneo diminuiu a taxa de
sobrevivéncia bacteriana nas culturas bacterianas das feridas infectadas (Figura 7). No
entanto, a FBM com LBPD inibiu o crescimento bacteriano reduzindo os fatores associados a
cronicidade da ferida, incluindo o biofilme.

Além disso, a espessura da epiderme pode ser usada como um indicador do processo
de reparo, uma vez que a epiderme é considerada completamente formada quando a espessura
da neo-epiderme ¢é mais fina (TRAJANO et al., 2015) e nossos resultados mostraram que as
feridas irradiadas tém uma neo-epiderme mais fina que as feridas infectadas no dia 14 (Figura
5b). Uma alternativa promissora ao uso de lasers de baixa poténcia para alcancar esses
resultados é a combinacdo de comprimentos de onda vermelho e infravermelho (LBPD).
Enquanto, a FBM com lasers de baixa poténcia de comprimento de onda Gnico pode induzir a
reparacao de feridas cutaneas (TRAJANO et al., 2015), um estudo anterior demonstrou que
um melhor efeito pode ser alcangado pelo LBPD (DE LIMA et al., 2014; RODRIGO et al.,
2009).

A IL-1 (tanto o como B) ¢ uma peca chave no processo de cicatriza¢do, pois amplifica
os mediadores inflamatorios; os niveis de IL-1 tornam-se detectaveis nas primeiras 24 horas
da inducéo de lesdo em um modelo experimental, com um pico entre 0 primeiro e o terceiro
dia (MacLEOD et al., 2016). Alguns autores relataram que a maioria das citocinas pro-
inflamatdrias € up-regulated 12 horas ap6s a inducdo da lesdo e sdo gradualmente down-
regulated nos modelos de lesdo por pressdo (JIANG et al., 2014). No entanto, Nnossos
resultados indicam que a expresséo relativa de mRNA de IL-/f aumentou no grupo de lesdo,
mas foi ainda maior no grupo de laser 14 dias apds o ferimento.

Além disso, os estudos que comparam as feridas agudas e crénicas mostraram um
aumento significativo nos niveis de citocinas pro-inflamatorias em casos cronicos (JIANG et
al., 2014; GOHEL et al., 2008). Marcadores inflamatérios como a IL-1£ se mostraram

presentes em niveis mais elevados em feridas crénicas do que em feridas agudas, e a
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expressdo de citocinas inflamatorias € up-regulated e/ou prolongada na primeira (ZIRALDO
et al., 2015). Os niveis de mMRNA de IL-/4 na pele normal sdo significativamente menores do
que aqueles em feridas agudas, centros de LP e bordas de LP. No entanto, os niveis de RNAm
de IL-7 em centros de LP e margens de LP sdo maiores que em feridas agudas (JIANG et al.,
2014) e sdo mais altos que outras citocinas (KUROSE et al., 2015).

Apesar disso, uma concentracdo local de IL-/4 acima de um limiar ativa macréfagos
para um fendtipo M1 (pro-inflamatdrio) e, acima de um limiar mais elevado, a IL-14 induz
macrofagos a um fendtipo M2 (anti-inflamatorio/reparativo) (ZIRALDO et al., 2015). Um
exemplo desse mecanismo é a mudanca da populacdo de macréfagos M1 para M2,
responsavel pela transicdo de um microambiente necrético para um microambiente propicio a
migracdo e diferenciacdo de células-tronco, o0 que, por sua vez, resulta na cicatrizacdo de
feridas. Esta proliferacdo ndo é apenas necessaria para fornecer um numero suficiente de
células para a diferenciacgdo e reparacdo de danos prolongados, mas também para reconstituir
o conjunto de células estaminais especificas do tecido (COLETTI et al., 2013).

Além disso, a exposicdo de células a FBM tem sido aplicada associada a resposta
inflamatdria e aos marcadores de reparo tecidual, como as citocinas (ZHEVAGO et al., 2006).
O efeito da FBM induzido por lasers de baixa poténcia é atribuido as caracteristicas
monocromaticas e colimadas dos feixes de laser (NIEMZ et al., 2007), que permitem a
absorcdo de fdétons por um fotoaceptor especifico (KARU, 2003). Este efeito modula a
expressao de citocinas envolvidas na aceleracdo do reparo tecidual (KARU, 2003).

Se o grupo infectado for comparado com o grupo infectado + laser e o grupo lesionado
for comparado ao grupo laser, os niveis de RNAm de IL-/4 mostraram uma tendéncia
crescente a irradiacdo, enquanto os niveis de RNAm de 1L10 mostram tendéncia decrescente
(Figura 8). A IL-1 é uma subfamilia de citocinas e € mediadora importante de rea¢Ges imunes
inflamatdrias e inatas; eles demonstraram ter um papel central em varias doencas auto-
inflamat6rias humanas (YAN et al., 2016). Por outro lado, as citocinas IL-10 receberam
particular atencdo devido a sua potente acdo anti-inflamatéria (JETTEN et al., 2014. Ambos
foram sugeridos como potenciais agentes terapéuticos para o tratamento do reparo tardio da
ferida (YAN et al., 2016; JETTEN et al., 2014). Além disso, estudos prévios relataram que
IL-15 e IL-6 apresentam-se aumentados e IL-10 estava diminuida em modelos de LP, o que
poderia indicar um papel importante de IL-/4 e IL-6 em LPs (KUROSE et al., 2015) e um

desequilibrio citocinas inflamatdrias e anti-inflamatérias nessas lesdes. Curiosamente, isso
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também é consistente com a observacdo de que o tratamento com macréfagos induzidos por
IL-10 retarda a cicatrizacdo de feridas cutaneas em um modelo de camundongo diabético
experimental (JETTEN et al., 2014). Assim, é possivel que as feridas cronicas mostrem um
desarranjo das citocinas inflamatorias e anti-inflamatorias, que poderiam atuar de maneira

diferente no processo de cicatrizagao.

4.2 Estudo 2: O laser de baixa poténcia com duplo comprimento de onda (LBPD)

poderia ser um tratamento alternativo para feridas cronicas?

4.2.1 Resultados

4.2.1.1 Relato de Caso 1: lesdo por pressao

Uma mulher de 71 anos apresentou uma fratura de fémur e necessitou de imobilizagéo
gessada e isto ocorreu 1 (um) més antes do surgimento da lesdo por pressdo. Em maio de
2017, a paciente apresentou uma lesdo de pressdo de estagio 3 na regido sacral, perda de pele
em toda a espessura, significativamente doloroso, secrecéo serossanguinolosa de odor fétido e
area de necrose. A ferida foi limpa com solugdo salina morna com NaCl a 0,9% e detergente
de clorexidina e tratada topicamente com sulfadiazina de prata antes da aplicagdo do curativo.

Apbs sete dias, houve reducao do odor, com pequena quantidade de material fibroso e
tecido de granulacdo na base da ferida e foi tratado topicamente com 6leo de girassol na
regido de perilesional e kollagenase no interior. Em junho de 2017, houve formacéo de tecido
de granulagdo na superficie da lesdo, mas, até aquele momento, ndo havia reducéo da area da
ferida e apresentava tunelamento. Em julho de 2017, foi iniciada a aplicacdo do LBPD
simultaneo, realizada uma vez por semana, durante 0ito sessoes.

As fotografias da lesdo por pressdo estdo na Figura 9. A evolucdo das fotografias
também foi analisada durante o processo de cicatrizacdo das feridas, indicando melhora da

cicatrizacdo apos oito sessdes (Figura 9).
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Figura 9. Imagens da lesdo por pressdo exposta aos lasers vermelho e infravermelho

simultaneamente.
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Legenda: D1: dia um, D4: dia quatro e D8: dia oito.

Os dados da Figura 10 mostram as areas da lesdo por pressdo medida no procedimento
com LBPD.



60

Figura 10. Areas da lesdo por pressdo expostas aos lasers vermelho e infravermelho
simultaneos de baixa poténcia.
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Legenda: D1: dia um, D2: dia dois, D4: dia quatro, D7: dia sete e D8: dia oito.

Os dados nesta figura mostram que a exposic¢ao aos lasers de baixa poténcia vermelho
e infravermelho simultaneos é capaz de reduzir a area da ferida. Para confirmar os dados das
medicdes da &rea, 0s escores da escala PUSH foram obtidos.

Figura 11. Escores da escala PUSH.
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Legenda: D1: dia um, D2: dia dois, D4: dia quatro, D7: dia sete e D8: dia oito.

A evolucdo dos escores baseados na escala PUSH também foi analisada em cinco

momentos diferentes durante o processo de cicatrizacdo da ferida, indicando melhora da
cicatrizacdo (Figura 11).
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4.2.1.2 Relato de Caso 2: Ulcera venosa

Um homem de 54 anos apresentou uma Ulcera venosa em maléolo medial esquerdo. A
lesdo iniciou h& trés anos e apresentava tecido de granulagdo, bordas regulares, sem odor e
exsudato. Este paciente tinha uma histdria de insuficiéncia venosa e doenca psiquiatrica.

Em setembro de 2017, foi iniciada a aplicacdo do laser baixa poténcia com
comprimento de onda duplo simultaneo, realizada duas vezes por semana, durante quinze
sessOes. A ferida foi limpa com solucdo salina morna com NaCl a 0,9% e detergente de
clorexidina, tratada topicamente com 6leo de girassol antes da aplicacdo do curativo.

As areas da Ulcera venosa sao mostradas na Figura 12. A evolucdo das fotografias
também foi analisada durante o processo de cicatrizacdo da ferida. A fotografia de

novembro/2017 mostra que o LBPD simultaneo melhora a cicatrizagéo de feridas.

Figura 12. Imagens da Ulcera venosa exposta aos lasers de baixa poténcia vermelhos e

infravermelho simultaneos.
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Figura 13. Areas da Ulcera venosa expostas aos lasers de baixa poténcia vermelho e
infravermelho simultaneos.
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Os dados nesta figura (Figura 13) mostram que os lasers de baixa poténcia vermelho e
infravermelho simultineos reduziram a area da Ulcera venosa, indicando melhora da

cicatrizacao.

4.2.1.3 Relato de Caso 3: tlcera diabética

Um homem de 69 anos apresentou uma ferida cronica devido a traumas fisicos
consecutivos. Esta ferida apresentava tecido fibrinoso, bordos regulares, odor fétido,
desidratada e regido perilesional escamosa. Este paciente possui histérico de diabetes néo
controlada e, até aquele momento, ndo houve reducdo da area da ferida. Em dezembro de
2016, foi iniciada a aplicagdo dos lasers de baixa poténcia com comprimento de onda duplo
simultaneos, realizada duas vezes por semana, durante vinte e cinco sesses. A ferida foi
limpa com solucdo salina morna com NaCl a 0,9% e detergente de clorexidina e tratada
topicamente com 6leo de girassol antes da aplicacdo do curativo.

Areas da Ulcera diabética sio mostradas na Figura 14. A evolugdo das fotografias
mostra a alteragdo do tecido dentro e ao redor da ferida. Cinco meses ap06s o inicio do

tratamento, a ferida e a regido perilesional apresentam-se mais superficiais e saudaveis.



63

Figura 14. Imagens da Ulcera diabética exposta aos lasers de baixa poténcia vermelho e
infravermelho simultaneos.
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Figura 15. Areas da Ulcera diabética expostas aos lasers de baixa poténcia vermelho e
infravermelho simultaneos
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A drea da Ulcera diabética exposta aos lasers de baixa poténcia com comprimento de

onda duplo simultaneos reduziu progressivamente, indicando melhora da cicatrizagdo (Figura
15).



64

4.2.1.4 Relato de Caso 4: Ulcera venosa em paciente diabético

Uma mulher de 69 anos apresentou uma Ulcera venosa em maléolo medial esquerdo. A
lesdo comecou ha cinco anos e apresentava tecido fibrinoso, com margens significativamente
dolorosas, regulares e levemente inclinadas, mas sem odor e exsudato. Esta paciente tinha
uma historia de insuficiéncia venosa com edema persistente de membros inferiores e diabetes.

Em 2016, iniciou-se o tratamento na atencdo primaria, mas até 0 momento nao houve
reducdo da area da ferida. Em janeiro de 2017, foi iniciada a aplicacdo do LBPD simultaneo,
realizada duas vezes por semana, durante setenta e nove sessdes. A ferida foi limpa com
solucdo salina morna com NaCl a 0,9% e detergente de clorexidina e tratada topicamente com
o6leo de girassol antes da aplicacdo do curativo.

Areas da Ulcera venosa sdo mostradas na Figura 16 e 17. A evolucdo da ferida foi
analisada durante o processo de cicatrizagdo. A fotografia de abril de 2017 mostra uma
mudanca na qualidade da base da ferida em relacdo a janeiro de 2017, houve formacdo de
tecido de granulacdo na superficie da lesdo. Aparentemente, laser de baixa poténcia com
comprimento duplo simultaneo diminuiu o atraso na cicatrizacdo de feridas depois da

aplicagéo.
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Figura 16. Imagens da Ulcera venosa exposta aos lasers vermelhos e infravermelhos
simultaneos.
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A érea desta ferida em cada procedimento de exposicao aos lasers baixa poténcia com

comprimento de onda duplo simultaneos é mostrada na Figura 17.

Figura 17. As &reas da Ulcera venosa expostas aos lasers vermelho e infravermelho de baixa
poténcia simultaneos.
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Os dados nesta figura mostram que o LBPD simultaneo reduziu a area da ulcera
venosa, indicando melhora da cicatrizacao.
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4.2.1.5 Relato de Caso 5: Ulcera venosa em paciente diabético

Um homem de 63 anos apresentou uma Ulcera venosa em regido superior ao maléolo
lateral direito. O paciente procurou assisténcia na Unidade Basica de Saude em Outubro de
2018, relatando apresentar a lesdo ha cerca de 3 meses. A lesdo apresentava tecido necrdtico,
com a regido perilesional dolorosa e hiperémica, bordas irregulares e odor fétido. Este
paciente tinha uma historia de insuficiéncia venosa e diabetes. Desde entdo, iniciou-se o
tratamento na atencdo primaria, mas até 0 momento nao houve reducéo da area da ferida com
o tratamento convencional.

Em novembro de 2018, foi iniciada a aplicacdo do LBPD simultaneo, realizada duas
vezes por semana, totalizando 24 sessdes. A ferida foi limpa com solucdo salina morna com
NaCl a 0,9% e detergente de clorexidina e tratada topicamente com éleo de girassol antes da
aplicacdo do curativo.

Areas da Ulcera venosa sdo mostradas na Figura 18 e 19. A evolucio da ferida foi
analisada durante o processo de cicatrizacdo. A fotografia de janeiro de 2019 mostra uma
mudanca na qualidade da base da ferida em relacdo a novembro de 2018, destaca-se no inicio
do tratamento a formacédo de tecido de granulacdo na superficie da lesdo em sua totalidade
com reducdo do tecido desvitalizado, posteriormente reducdo da area da lesdo e da queixa
algica. Aparentemente, o laser de baixa poténcia com comprimento duplo simultaneo acelerou
0 processo de cicatrizacdo, estimulando a formacdo do tecido de granulacdo, consequente

fechamento da area lesionada e gerando efeito de analgesia.



67

Figura 18. Imagens da Ulcera venosa exposta aos lasers vermelhos e infravermelhos

simultaneos.
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Figura 19. As &reas da Ulcera venosa expostas aos lasers vermelho e infravermelho de baixa

poténcia simultaneos.
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4.2.1.6 Relato de Caso 6: ulcera venosa

Um homem de 76 anos apresentou uma ferida cronica apds trauma fisico local. Esta
ferida apresentava tecido de granulacdo, bordos regulares, sem odor fétido, desidratada e
regido perilesional hiperémica. Este paciente possui histérico de insuficiéncia venosa, até
aquele momento, ndo houve reducdo da area da ferida. Foram realizadas 7 sessdes com a
aplicacdo dos lasers de baixa poténcia com comprimento de onda duplo simultaneos, durante
0s meses de janeiro e fevereiro de 2019. A ferida foi limpa com solucédo salina morna com
NaCl a 0,9% e detergente de clorexidina e tratada topicamente com 6leo de girassol antes da
aplicacdo do curativo.

Areas da ulcera venosa sdo mostradas na Figura 20. A evolucdo das fotografias

(Figura 21) mostra a evolucao e epitelizacdo completa da area lesionada.

Figura 20. Imagens da Ulcera venosa exposta aos lasers vermelhos e infravermelhos

simultaneos.
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Figura 21. As &reas da Ulcera venosa expostas aos lasers vermelho e infravermelho de baixa

poténcia simultaneos.
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4.2.2 Discussdo

Os efeitos da irradiacdo com LBP sobre os tecidos bioldgicos baseiam-se na absor¢édo
de energia e transducdo de seus fétons em um efeito bioldgico, principalmente na producdo de
ATP, DNA e sintese protéica (MACHADO et al., 2017). Alguns estudos foram realizados
para entender esses efeitos na reparacdo tecidual e processos de cicatrizagdo de feridas
(TARADAIJ et al., 2013; TCHANQUE-FOSSUO et al., 2016).

Nosso estudo mostrou uma diminuicdo significativa do tamanho das feridas expostas a
LBP. Além disso, houve aumento da granulacdo tecidual e de epitelizacdo, bem como
melhora da cicatrizagdo, ndo apenas no tecido interno, mas ao redor da ferida. Esses achados
sugerem que os cuidados preventivos devem ser introduzidos mais cedo para serem efetivos,
embora em alguns casos a prevencdo ndo tenha sido capaz de garantir a cicatrizacdo de
feridas, o que requer tratamento efetivo quando isso acontece (PALAGI et al., 2015).

Neste caso de lesdo por pressdo, considerando a historia de fratura do fémur, a
paciente apresentou restricdo para mudancas de posicdo no leito por um longo periodo de
tempo. Além disso, em outros casos, ha insuficiéncia venosa e diabetes, que sdo doengas
comuns na populacdo e geram complicacGes importantes. Estes fatores restringem as
possibilidades de prevencdo e tratamento de feridas cronicas, causando lento processo de
cicatrizacao, o que reforca a importancia dos lasers de baixa poténcia para acelerar o processo

de cicatrizagéo.
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Alguns autores relataram dados sobre os efeitos de lasers de baixa poténcia no
processo de cicatrizagdo de feridas cronicas. De fato, Ruh et al. (2018) demonstraram que
LBP ¢é uma ferramenta promissora para reduzir o tamanho da lesdo por pressdo, uma vez que,
apos a exposicao ao LBP, as lesdes apresentaram melhora na aparéncia geral, com aumento
nos niveis de VEFG e TGF-pB. Taradaj et al. (2013) mostram que a exposi¢ao a LBP a 658nm
pareceu ser eficaz para a cicatrizagdo de feridas, mas 808 e 940nm ndo tiveram nenhum efeito
no processo de cicatrizacdo. Semelhante as conclus@es obtidas em uma revisao sistematica, as
evidéncias nao foram encontradas com lasers de baixa poténcia em comprimentos de onda
superiores a 658nm (MACHADO et al., 2017)

A FBM representa um tratamento eficaz em pacientes com diferentes comorbidades.
Niveis aumentados de espécies reativas de oxigénio (EROs) estdo associados ao diabetes e
também prejudicam os mecanismos de cicatrizacdo de feridas. Tatmatsu-Rocha et al. (2016)
demonstraram efeito protetor da exposi¢cdo ao LBP com comprimento de onda de 904 nm na
microvasculatura, com baixos niveis de nitrito e maior protecdo contra o dano oxidativo em
membranas lipidicas em feridas de animais diabéticos. Entretanto, estudos sobre o uso de
FBM em pacientes com Ulcera venosa sdo escassos. No caso de Ulcera venosa em nosso
estudo, a exposicdo aos lasers de baixa poténcia vermelho e infravermelho simultaneos foi

capaz de melhorar a cicatrizagéo de feridas.
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CONCLUSAO

Em conclusdo, nossos resultados sugerem que a exposicdo simultanea a lasers
vermelhos e infravermelhos de baixa poténcia melhora e acelera a cicatrizagéo de feridas por
efeito bactericida ou inibidor do crescimento bacteriano. Portanto, o FBM com LBPD
simultaneo poderia ser considerado uma opcao para o tratamento de feridas infectadas. Em
pesquisas futuras, a seguranca e a eficacia desse método devem ser confirmadas em ensaios
clinicos randomizados multicéntricos.

E possivel sugerir que laser de baixa poténcia com comprimento de onda duplo
simultaneo contribui para induzir a reparacdo de lesbes por pressdo, Ulceras venosas nao
cicatrizantes e Ulceras diabéticas, como os efeitos induzidos por estes poderiam ser aditivos.
No entanto, 0 nimero de sessbes é variavel de acordo com o tipo de ferida, tamanho,

comorbidade, aderéncia as recomendacdes e tratamento.
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M bstract

The aim of fhis sindy wos to svalnade e offacss of phoinbicmodolation {FH M) by doal-woselagh koo power lasers on the
i ting and e darial biohordsn of pressome nlear (P modss. Toven fy-free male Socies mice were divided i min frve eqoal goma
Tmc e & mepeeafinsion cydles ware amployed io camse FL formation by e ecemal appliotion of magnetic plates. Inmediaedy
after wommding, o s pereion of Pawoss 2 g lowseran was apphied o dhe hase of all fhe wounds of the ivlalad groops, oeing a
calibmed pipate. FAM simolarecns smission ot &80 ond B8 mm, Idltkﬁ,hmﬂin:ummﬁnimuu&}“
applied to dhe PLUs fr 14 sessions. The animals were exthanizad 14 days after PU indwction, and sheir tesnes wane analyzed for
wommed o imtiom auned reeqrithe Hiaki mution, eqides s hi dme ss, haoctesial sorvival, and T 1 b and TL-10 mBEN A lovel ovabossi ore.
Thez: Pl areas appeared | g ar im the mice froan the infected gromps than in tho sz in the |aser groap 4 davs after PLU indoction and
prsaied moomplede mepithelialization 14 days affer PU indoction. However, the PEM aocelermed the wommd healing in e
imiied + hsar guovop compared with the infactsd groop 11and 14 dovs folkvoring the PL indodtion. The infeacted and i madiated
PUsexhibiieda thirmer nen-epidesm is than those in the infected groop, and the bacdenia] sonvival deaneased in dhe laser g map; the
relstive expeession 1= 13 mENA lavels damonstmed an inceasing tendenoy while the relative expeession T 10 mB A levels
demonsraiad a degrmsng dendency I dhe infeciad + laser and liser grovaps. These resobs sogpest fat PEM mpmveshalmgby
leilling o inhibiting bacteria in PLUs o5 well a5 by aoce enating the woommd healing, masoking in tesoe repairn

Keymords Dol wavelmgh radiation - Lowpower bser - Pamtosa apy besrans - Prssome oler

Introduction

Chromic wommds are chanaerized by delayed healing, and
fheir treaiment s 2 maor socineconormic poblic healh probs
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e [ 1] weith o fiovin] et sstination of cver 24 bl hiom dollam o
yeur They women ptients’ Hves ond may msok in e loss of
limibes or Tifie o far ton many patents [2].

In partiaoler, peessme ok (P ore o devasiting tone £
e eldarty and the disabiled a5 wellas frwommded soldies [3].
Pmlongsd peessoe and tiene tedbamia are the ey proosses
U develoqm et [ 1], whvichits a significantcamse of mestidity m
Tecespiita tized amd ooamemomity-dwelling, utiends [4]

I dhe 154, PLE are the secomd mos t commmnon rensom fior
Thosprital weadmi ssions and affed between 1.3 and 3 million
people Forhermore, spprocimasely 25 million peoqple m=-
quir advanced trentment [4]

£l springer

79



Lo Wil S

I chonaic wommds, dhe main munse of woomd parsisencs i
Iacterial coloniation and paolifenation [1]. Bacterial indoation
ooms in the farm of biofilms I womnds, whidh am agge-
gaies of aderia embedded in a seif-secreied exmacelholar
polymeric sobstne: matnix [6, 7]. The bacesia in biofilms
are different when in “plankionic™ form, owing ©o o romber
ofinherant vinlence: mnd defense factom [£].

Drifferest disesses a5 well a5 the woomd healing poncess
comld bemefit from the effeas of photobiomedalaton {PRM)
[#]. which mosdifies biologi ml activity by meing photons ata
momhesmal fmadiance [10]. The hasic biokogim] mecharism
comprises the eresy y absorption by dhromophores, ome of e
miet imporiant being cyinchmme ¢ oxidse fomit IV i de
m i hordria] mapiraory dain), which memases fhe elacfon
tmurspont, minchondnial membrane potential, and ATF pro-
dicticm [11] This mdoces intracdldor sigraling patheay ac-
tivation and changes the o1l pmlifaration, sorvival and regen-
emtion processes by dangng the acthvity of the mnsoripto
factors [12]

The FEM pammetes and doses applied ore aitial for
PHM teaments. In fict, the teatment could be neffective if
imcormeat PEM parameters ore nead [13]. The offecive tieme
penamtion and specific wavelagth of the mdiston abeorhed
by phoicaacapinrs ane fovo of the most imporiant panmatarsio
be cormidarad [14]. Therefore, PEM fetments with doal-
waveengh bow-power lmem (@ combination of o lusers)
may have different effecs on cdl | oo e tion and diffesnt:
ation than fresiments with a single-vave ength laser [15].

PEM with ke poeer lsars has been stodiad fior more ghan
30 yeam ond has grined conmidemble mderest fir the et
memis o f difeent comditions, soch s the wommd bealing pro-
cens. Cell polifaton is a crtmlly mportant physiclogical
aspedt for laser-induced PEM, particolarly in woomd bealing
[ 16].. Miorenver, it has been naponted dhat koe-power laser ir-
radistion rewulis im infection inkibition and mdammation -
5 ponse rednction [ 17].

In previons siodies, the offct of different i vito low-
poaver laser fradistion parsmedsrs on the mbdbiton o siimo:
lmtiom of hacéerial gowth were olRarved. In general, e bio-
logical effects ndoced by PEM with dolwavelengsh b
poaver lem differ fom those indoced by smgle wavelangh
lores povever Laser radiation. In these stodies, PEM with dml
waveengh (08 and &30 rm) bowepooer lasars of 1428 I
cm’ decmaned the hacteria] sunvival mae and biofilm foma-
tiom |18, 19] Momover, PEM was fond o cons e to ghe
reqat of conecs woonds, which compromise e hlood
vessels and nearves, when ading in more soperficial loves,
achieved by md |oopower lasars, ond inthe deepest Lovers,
adhieved by mfmeed koo poaer lses [20].

However, infedtions are ddaying factors in e wommd
hmating poocess and de bicfilms on acme woonds, beamee
eyt dheseinin dhwomic wonnds, and ge FEM with dml-
wavelengih loa-power lasers conld be o newr option fr tedr

£l Spaingar

tmamant Thaefre, we hypotesied dat PEM with dml-
wovelkngth lowsposer hises conld contribme 4o woond
healing in fwo ways: by mduang e Bolom sesocistad with
wonnd dhromicity, soch o indections, and by PEM woond
healing. Nevertheless, the effacts of PEM with dml-
wroekngth low-power bisers on infeated and'or dhmmic
woameds have mot been mmdersicnd well et Thies, this sody
mvalnged effacss of FEM with doal ovavseangth koo pooer
laser mdiation om the healing and bactesial biokarda of a
LU model

Materials and methods
Animals.

Male Swins oz (#-12 weeks old) wes housed in 2 mom
with comimiled tempemtore (20=24 “C) and bomidity @ 5=
4495 on . 12:h hight'dark cycle with free aoress do fiood and
water. All pecedores wew cumed oot in aoccomdance with e
Brarilian Legislation fno. 11794, fiom Ooiober &g, S00E)
e mere approved by dhe Eshical Commmites fr Amimal
ke of Universidade Sevarino Sombm (CELADITZ015)
The svimals wers dhvided & Rillows: control goop =5
with mice not lesiomad and ot Trad ised; lesion groap (n=
&) with mice lesioned and mot imudisted; lser group =4
with mice lesioned mnd immudiated; i ndecied gaoo (e = Siwah
+lmmer groop (e = 5) with mice lesioned and woomd infecied
o irmachiaded

lscthoesrmiia sned e perfision-induwoesd injuny model

All amimals were iniraper innen Ty onestheted with k eamine
{130 mghg) and xylazne (13 mgfhg), mnd their dorsa ware
shaved and claned. The darsal skin {apidesmis, demmis, and
Typosdarmis ) was gently polled op and positoned betwesn
ton orolr magneds with on S diameter, 8 damm ghi de
mems, md o average weight of 147 g (Endes Angelo de
Almada Peosdmins ME, Sio Paoko, Braxilh The oom pressive
prassore gerended betoesn the too mognes was shove
20 mmHg. The magres were gppliad £ 16 b, ©lloeed by
ardease period of & b fr | cpde, dis time baing conmidesd
day (1. The mice ware axposed to fwo tadhemis and repesfo-
siom {TR) cycle, remolting in twn S04mm® cicole dkers
P monse. This procedmes was med io cesie o choomic bswion
similar to that of o sage T P, as previoos] y described [21]

Wound inoailstion

A sospersion (200 wly of Pams in serile 5o
linz was apphied o dhe hase of all the wounds of the infacded
groups immediatdy after womnding, osing 2 calibmted
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pipete, equivalent to 10¢ colomy-fming mits (CFLUym
[£2]. Pamtoea apploworans was chosen doe 1o it fregoent
assodmion with dederionting wonnds in previons smdis
2.

L i -oveesr lasier

The woamd iradistion was staried 24 b affer the so peomion of
Pantoom applowerans was agpliad of the base of all womndsin
e i mfizied + laser grovop. For the laser groop, the: mudiston
pocadore was sarad 24 hafier oomdin g, This i comeidansd
day 1. In previons sodies, baoiersia] sosperes joms e exposed
1o lowspower singhs and dnalwavedengh e with emis:
sion 0 the red 80 nom; EBGaAT) and infared (B0E nm;
AsGaaly mgiors ond floence btoesn 35 and 1428 Man®.
Im these stodies, ghe PEM with doal wavelength @0% md
60 i) s pormer Lasers of 142 8 Vem” lends fo o devrense
im the bacteria] sunvival mie and biofilm fommation [1£, 197 In
this sindy, the apariments wee camed omt with 2 domal
wavelengh kow-pomer |ser (Therapy, DMC Equipamenics
Lida, 8o Corles-5P, Baal ) with simolanemns emission in
ez e 5450 momi amed imramend { R0 mem) woaveben gike, speot size
of (0% cm”, energy of ¢ 1, md floence of approcimasdy
1425 Nem®, 20 5 per point, in condinooms amission wave
masde iporwer omtpat of 100 mW, power density of 3471 WY
cor . The laser immdistion was parfommed on o spot basis on
the cemim] region of the wommds onoe a day for 14 ssesions.
Animals wer enthanired by mnesthetic ovendose, 14 days af-
e womcding.

B acherial survival

The sampls ver gahersd by o siesle soah 14 doys afler
wonmding in the infected ard infected + laser groops. These
simins wes inoculied in a bain heart infimion b and
imonbated ot 34 2 °C for 24 b Then, the aohoe sampiles
were sprend omin Pedri dishes comtaining a solid ified midh me
diom {1 %% agar) The hacderial oolories wreme commied afisr
imonbadion (37 40, 18 hj. The expariments ware comdocied in
duophmis resols representing e mean of foor mdapendant

asmays.

Mamosmpic analysis

The woomds wes phoingraphed on the day of the bsion and
fiovar, eleven, and 14days after the lesion. The images fom e
wonmds were mpimed by o Samemg digial omera DV
(580 Paulo, Brazsly ond malyzed by Enaged softeam for
Windoos XP (Media Cybemetics, Inc, 1ISA) to mensme
the wonmed amas. The bosder of each P was tmced on an
image io mensore the PL ama. The reepithed ation was a5t
maied by the di ffarence betarmn the o] P ama and e PU
aren nod ooversd by necepidamis. The dea o eqpressed os

a percentage of early PU ama and reepithelized Pl ama, o
ench inderval coreidesed [24].

Histological examination

S samples of all the womnds wem amfilly collactsd to
inchode the adjscent healny tissne and the healed tiasne. The
tizene fogments ware fomalin.fived (pH 72) ond pamffin-
ambeddad Sections (4 pm) weare shined with hematorylin
o] e mtoamalyze the: apidesm s dhidimess (lwm ) micxacop-
imThy The disance hetosen the topand bodiomoo fiife mie s
measued ming Image] softeare; thee different areas
mpesantng the legion were messored and the average ars
wns calcmleed for each wommd [24]

Totsl ENA extradion

Wivomd samples were anoshed indo tobes with S00 wl TRIa]
Reagent® | Sigma-Aldridh, USA), which wes then homoge
mized and incobaged {10 min) Then, diloredem (100wl was
ackded in the s amples, which wer then inoobated | min) and
cenirifoged {2000z 4 C, 15 min} Agoeoos phases ware
imureriemred in ofher tobesand dsopeop ool (230 1wl was added.
After inabation (room empemtore, 14 min), the mivons
wee cenbifinged | 12 000z, 4 %C, 13 min), sopamatnis ware
dismeded, and peapines were wasked with edhanol DEPC
Bl sthanal, DEPC 0149 in water) s olotion and centrifngsd
(T2 0002 4 0, 5 min) The sopematnts wer removed, and
theiota] BNA was sospended in waier DEPC (0L 1%} solotion
o sinered {f — 80 “C jomti] the oo plamentany DN A synth e

Complementary DNA synthess

The RNA ooncentration and pority were detemmined with a
spectpibodomm e by cal aolating She optical dersity ratio ata
Hil=2E0am wavelength. To ovoid genomic DNA contm-
mestiomn, 3 DiNase T{Enviinagen, 1TSA ) tesiment was aurmed oot
acoonding io the maubhower's poion]. Complementary
DA [cDNA) synihesis was camied oot osing A twosiep
A symthesis kot (Promega, 1F8A) Teo mioograms of
BN A was reverse-transcribed into cDNA ming die
(o aripi™ reverse imrsgripase sysiem (Promega, ISA) ac
cording io e manafactorer's peoincol, with a todl S0l re
actiom [26].

P al-tirme cpues nti tative polymerase disin resction
EBach mal-time quantitative pohmarase chain reaction (RT-
gPCR) was perfommed wsing 3 ul of GoTugh gPCR Masier
Mix {Prmesga) at o final wolome of 10 pl To qumtify e
imitial relative dDNA, e ssmpls wem amplifiad with de
prmers described in Table 1. The primers wer manmally
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Lacians M| S
Tabla | RT4PCR primer
THF F- CAGCTTTOCACTTTATGE T 5587
R TTOCTGC TOTOGTC TTTETT 553
I-18 F- S~CACARCAGCACATCAMCA NG 547
R ST O TCATETOC TCATOC TG 5432
-1 F- S ATTTORAATTOOC TOGETOAGA &G 551
RS ACAGOOOAEAANTOGATOATA 543

designed drongh the TDT oli o matyzes, and their specificity
was verified mring the NOBI Primer BLAST. The ractions
were perfoemead om a Rotor{rene () madhine ((isgen, 1T5A)
in doplicate for sach sample. The mixtores were indtially de-
mred o 9% 5C for 10 min. The PCR consisted of 4 S oydesin
the Bllowing comditions: deatmton = 95 “C fr 20 £, an-
menting @ 33 % for 205, and an exiersion periedat T2 4C for
20 5 A meh-corve snalysis was parfommed for all genes, and
PR was perfmed for pendoct sped ficity [26]. The TATA-
box binding protsin (THF) mRNA levels wes ned os refer.
ence gene 15 sugpesied by Tonabelide and cowotbes [27].
THP as mimnce gene for normal imtion of CT valmes was
validated by geMorm, Besfeeper, and NommFinder
Dioplicate CT valnes were amalyred in Micresoft Exca
(Microaotly neing the 2 — AACT meded [28] To verify if
TL 1t amd TT 1 expoession is abered in woomds, nonma liz-
tion by sobimating the CT valoe o fhan séheaping gene fim
CT vahoes of I« ond T« M) was perftrmed by aomparing
ke | esiom grovap i the comind groap Fig. Sa, b To verify if’
exposare to doal |ses abes the TLd 5 ond 1< M) experession
imi mfecded wommeds, infecded, infecied + laser, and | sser grops
wer compared with the kesion geap (Fig. S d. To mlalae
the interm] vasations of mENA levels in the lesion goop,
namatizad CT valoe from 1} and TL-10 fr each experi
memia] szmple was compared with the mean of nonmal Ed CT
valoe lemion groap. The RT-gPCR wan perirmed foice for
each sammpile.

Statistical analysis

The data are mporied as dhe mean ond sandwd deviation
{mean = 5D The one-way amalysis of varance test
{ANIVA) was perfommed to verify the siatistical diffarances
fiall craed by dhie Tokey poet-tent for bacterial sorvival mie,
macwacoqic arahysi, hisiologim] snmimaton, and mENA
relative apression. Ap vahoe of lesstinn U0 s comenidared
a5 e lesser gignifioand level A Stoderd riest was perifrmed
o veri fiy the siatistical differences i dhe mBNA mormalized
expression befoeen the control and lesion groops. InSis
(eraphPad soffore wos meed do paritom dhe shtistical anahesis
(GmphPad InSat for Wirdows XF GraphPad Softeare, S
Do, Califommia, TRSA)

1 Springar

Results

As dllosirgted i Figs. | and 4 days afier womding, the
wonmded amas appearad lrger in the mice from e mfacted
and infecied + laser groups fhan these fom e lesion md
laser groops. Appamndy, the PEM accelarsed dhe wommd
hienting. The woomd ameas wane messored i oonfim i squoal-
itti ve amalysis {Fig. 22, bl

The: main stepes in woond healing are womd oontraction and
reeqithedishization Wa leatnocyie mignton and peolifanton
Al grompes presanied o signif condy progessive radosion in
wonmd aren doring fhe aperiment B was foomd fhat, 4 das
afier wonmding, the wommd areas i e infacted grom wem
significantly {jp-c (LMD T} higher than ot day 0, bt dhe mikaied
lesmiomes exqpuosed o PEM {infamed + luer gooop) prsended no
significarnt §p s 104) ahemtion in e woond oea(Fig. 2a)

I addmion, wounds arems i dhe inkeced and mieced +
loser gwoops wers signifiondy (p < 00000; p o000} higher
than those in the lesion goap @ day 4. The lesions, infecied
or mot {iveaed + loser and lser grompes), expossd to PREM
showed o significant dearease in thar oren, 11 mnd 14 days
{p 000l and p <001, respectively ) after wounding com-
pared with the not imadiated groops (lesion and in#cied
gmps) (Fig. Zh).

The perceniage of mepi thelialized wommds redmwed in dhe
imdecied g (Fig. 2d) Weascerhined that the pemantyge of
reaprithe Hatimed wommds in e inaed grap was signifion-
Ny i 2 001y lormer dhean fhat in the legion g0, i ndimting an
imcomplede reepithelializsion 14 days after wounding.
Heorwever, the lemiors exposad io PHM ware sigrafiandy lrg-:
e fhan tho e of the mice in dhe besion and infacted gromps (Fig.
2o, dp 11 ond 14 days (poU00] and p <0000, respeatively)

The lesion groop presented o greater nen-spidemmis
thickmess at g end of the tissoe repair process compared
with the contm ] gmap. The bachanial infedtion potentiated
this effect when compared with the lesion groop (Fig. 2al
O dhe othe hand, the micted lesions exposed io PEM
{imicied + laser gromp yresokied in o dinmer neo-eqpidermis
than those in the mfeatsd goop. However, the exposnme to
PREM in the | aser g0 op comparad with the lesion groop did
mot significantly modify the neo-spidermis thickness
14 days after wommding (Fig. 3b)
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The data om e sumvi val raie: i dhe bacterial coltores of e
imieaied wommds eposed in PEM {miced + heer goop) ae
depiciad in Fig. 4. These data show fhat exposoe o FEM =
1428 Van® significandly {p- 0.001) derensed the hacterial
sundval rae

The nommatized 1[5 and TL-10 mRNA level daiy im dhe
PUs 14 days afier woonding am shoen in Fig. $a and b,
respactively. This shows hat dhe normalized I1-10 mENA
levels were miot signifl amthy modified (jp 2 008 bt o signif-
it o oo U001 momase in the La 15 nommalized mREHA
levels was obtined in the PLS in the lesion group.

Figore % mnd d show dhe TL-1J and [L-10 mENA
reative expression measmred in the Pls exposed o
PBEM. These results indicate sigmificantly lower
{pfL{5) IL-1 } mBNA relative expression in the in@cied
gmup compared with the lesion groop. Om the other hand,
the Plls exposed to the loser (laser gmaop) had o signifi-
cantly higher o 0U05) TL-1p mRNA mltve expression
onmparad with the lesion groop. In conimst, the M-10
mBEN A relative expression was significamtly lower
e (d) in the mfacted and laser groops than i the
lsmion gmop. It mn be argoed dat de dat fiom ghe -
#cted + laser gmuop show o deormse (onmpard with the
lesion groop) o the L0 B mENA reative expression.
Fonthermore, the samples of wouond tissoe exposed to
the laser shioo o higher TL- 10 expression than those from
the infected and infected + laser groops.

Lesion
ia

Discussion

Tuibvit o dieropvied repair process, | sding to a polaged infam-
msnry msponse, fraqoently emcedatsd by indima effects of
miarnnrganismes on the woond 30, 31].

I our expariments, 4 days afler woomding, e wommdad
are was lrger in themice from fhe inoied geooms(Fig. 2a)
This ey bee atiribomied o dhe presance of micmongandsms in
the woomd cam sing local tissoe demage and impeding woord
heting [22]. Homever, the woamd amas of the kaed lesiom
expoed to PHM with doal-wavelangsh oo power Lisars (in-
fieuiedd + | awer goovop) wew notsignifianthyaberdd daysafter
wonmeding (Fig- 22) and =i gnificand y deceased after 11 and
14 days afler woamding, mnlike the ones not rdized (lesion
gwap and infacied groap) (Fig. 2hj. Thess resols sogpest dhat
PEM with doal-wavelengh opooer lmes decmases the
deday in infecied wound healing.

The bicfilm is 2 major comtribarior i the wommd healing
delay, being sesociated with the mnaition to achromic waond
sime [30=13] I pevicns sodies, e bofilm Srmstion wes
evalumed in Rowross 2 kesrrans cobores exposed i PRM
with singl- and doal-wavelength bw-power hsers.
Irdemstingly, e md bo-power lser ingreased the biofilm
firarmmati oim it hovee laser fioences. Comversshy, PRM with simml-
tameovs doa |- wave angth oepoever lasars deaneased biofilms
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e peremiige of mtnd wouiml s mthe lecha o vt bemiodal|

in Pamoea applomerans colinres o high lser flosnces.
Furtharmore, FEM with doaleavdengh lowpower losen
decreased the bacierial sorvival rate, while with single-
wavelengi rad or infrared lasers, @ momased 1t [1 8 19]. B
s weorh et omimg thet the coment resolis show fhat expo-
sure to PEM with dml-wavelngth bespower lasers de-
crensad the hacierial sonviw] mie in the bacenal colioes in
the infacted wommds (Fig. 4. Neverthel ess, PEM with dmal-
wavelength kapooer lses inbibited ghe hacdenal growdhby
reducing the faciors assocised v thwound chromcity, nchod-
img e o bm.

Morecrver, the eqidarmis thidmess can be nsed a5 an i
cador of dhe repair process,, de epidamis & compledely
formed when neo-epidemmis dhidmess is dhimner [29], mnd
o esols showed tint the imadised wounds have o dirmer
- apichen e than ghe infacted wonmds atday 14({Fg-3b). A
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A IO bl = e | B

-.E:t:l-i-hn. s s, ™ o N1 L0, o prisiogy i
e o/lmil woind e n beion micel wih oo, el &

hdh,mnl?ﬁﬂ#ﬂ#mﬂnll
i) sl 14 i) daidys sy It -u-'-'E i g hp,q'l.
w B TIES, T 0 r '.l.: T, & 1 & b, sl
o g with e om0 " 0 o
e mleeed & o sl by i wih e nilbded goig

T g 1 Hematve dn e e of lowe: poover lasers doadhieve
these resolis is the combination of red and infared wave-
lengites (PEM with doal-orovdength |low.power |mem )
Whil: PEM with single-savel ength |os-porwver s ers can in-
dmce shin wommd repair [24], o previoos sody dam orsmied
that a betier effect can be achieved by PEM with dml-
wave mngth oo pooer lsars [20, 4]

IL-1 bt oc ard B} i a key player indhe woard moponse
Teecmee: it anplifies ghe indlammmasiony medisine; e TL-1 bevels
become detectable within fhe fimt 24 h of experimental
wonmding, peaking hetwesn the first ond dird dovs [1]. Some
regnlsed 12 b afler woonding and o gradnally doomregnlsed
in PU madels [34] Hosever, oo msdis indio e that fe 105
mBNA mlative sqewion maesead inthe keson gwaop, briwas
even higher in the laser graop 14 days afler womding.
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Fathemom, the comparisons between the acute and
chonic wounds showed a signifimant increase o the
pro-inflammatory cytokine levels [36, 37].
Infammatory markers soch 2 [L-1ff have been shown
to be present in higha levels m cdhronic wounds $han
acute wounds, and infammatory cybokine expmssion
upregulated andlor polonged in the former [38]. The
IL-1p mRNA levels in normal skim are significandy
lower than those in acwte wounds, PU centers, and PU
edges. However, the IL-1p mRNAs levels in PU centems
and PU margins are higher than those in acute wounds
[26] and e higher than $hose in other cyiokines [#4]

Despite $his, 2 local concentation of TL-1  above a ghaesh.
old activaes mxmphages © a M1 (prodnflammaary) phe-
notype, and, above a higher theeshold, IL-1 P indoces magro-
phages © a M2 @antdnflanmasryfrepantive) phenotype
[28]. An example of $his mechanism is the change from the

Contml | ewiinn Minotad  Indseeedd + 1 arewr | aner

Lesion Infected

P ‘ -
ﬁ;:-,..«;; ’!3"‘

A

Bacterial Survival (UFC)

B
Infected Infected + Laser
Fg-4 Susvivalnse of buctesy fnan ds i e nfoctod sl mfoceal
+ bocr goups 14 doys sbe woundig ** e 0001 conpurny the
niocad guup with e sfatal < bos grup
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M o the ME macrophage popuolation, mepomsible for the
tmneition finm o nednotic foa penpIGoES MOCIETVITOnmEnt
for stem cell migration and diferantiation, whidh o tom w=-
subsinwommd heating. This proliferston is needad not only to
pEvide o sofficient momber of calls for di ffarantistion mnd
requir of extended demage batalso o reconstime the G e
spacific siem call poal [4]

Mdomeonver, PEM 10 cells has bean opplied sesocised with
irdlammaiory maponse and tissoe mpair mades , soch o8 cy-
tooires [39]. The PEM effect indoced by owpower | msas is
atiritariedin fhe manochromatic and ool masted duooeristio
oflaser beams [440], wiidh allow photon absomption by aspe-
cific photcaccspior [41]. This affat hasbesn raporied o mod-
mle the aqpress ion of oviokines imvohved in aoce enxing ts-
smerepadr {1]

I the: infiacted geoap is compured with e inloed + lser
gy and the lemion groop i compared with fe laser groop,
thee IL= | [ mBEMA mletive apresson s hows anincess ing o
demoy mpom imadiation, whils the [T 10 mRMNA relathe ex.
prEssion shows o dearensing tendmncy (Fig. 5). [L-1 is a sob-
family of cviokdnes, wiidh o the major medizors of inflam-
Ty and inmee: e rewot on £, ey have bean showmto
have a central rale in sevenm] bmman o iednflammadnny

£ springir

dismses [42] Om the ofher hand, ghe TL- 10 oyiok res racaved
particolar atendion doe in dher potent antid nflammatony s
tion [{3]. Bodh haee been sogpesied os patentia] dherapentic
agents for the mesment of delayed wommd repair [42, 43].
Fthearmore, previons sindies hove mposted dat -1 and
L8 were inoreased mpon imadiaton, while IL-10 was de-
aresed, which could indicate o mager role of TL-18 and IL-&
in PUs [44] and an imbalance in infsmmaiory and onti-
inflammainry cyinkines in these injomes. Inderastinghy, s i
also ooneisent with the observation that the addition of mac
mphages simuoleed with L-10 delays cohneoms wonmd
healing in on experimenial dishetic momse mode] [43] Thos,
it i poesibibe that choo nic wommds shoor 2 demngement of e
inflammainry and snd-inflemmaiery ovinknes, which conld
ot o the heating prooess m o diffesnt way.

In con chosion, oor research sogpests thatexpoare ios il
e loospower md and infrared lisers impemes ond ac
celemtes wommd healing by killing or inbibiting bhacteria.
Themfare, the PFAM with smolanesms doal-wavelength
lowrsqporwver lasers ooml d e considessd an option for meytment
of incied pos. In fiotme ressarch, e safedy and efficacy of
tthis mehod shomld be comfirmed in mlticentric ramdomm 2d
chirical triak.
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