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Freitas, KABS 2020. Efeitos da fotobiomodulacdo (laser 660nm) no extravasamento de
antraciclina: estudo experimental [Tese]. Botucatu: Faculdade de Medicina — UNESP; 2020.

RESUMO

Introducdo: A quimioterapia endovenosa é a modalidade de tratamento mais utilizada no
combate ao cancer. O extravasamento de antineoplasico é o escape do medicamento vesicante
da veia para tecidos subjacentes. O extravasamento de antraciclinas (doxorrubicina,
daunorrubicina, epirrubicina, idarrubicina) € o mais temido, por ser ligante ao DNA, com
formacao de lesdes graves e de dificil resolugdo. Nesse sentido, ndo ha consenso sobre o melhor
antidoto a ser utilizado. O Dexrasoxane, no Brasil é utilizado como off label. Seu custo é alto e
invidvel ao sistema publico de satde. A hialuronidase é considerada um potencial antidoto para
extravasamento de antraciclinas, modifcando a permeabilidade do tecido pela hidrolise do acido
hialuronico, promovendo a reabsorcdo. A laserterapia de baixa intensidade ou terapia por
fotobiomodulacéo consiste na irradiacdo de células, podendo levar a ativacdo de componentes
celulares e promover reagdes quimicas especificas, responsaveis por alterar o metabolismo
celular. Objetivo. Avaliar o efeito do uso de diferentes agentes (hialuronidase topica, do
fotobiomodulagdo(FBM) e da associa¢do do FBM com a hialuronidase topica) na prevencéo de
formacédo de lesdes causadas pelo extravasamento de doxorrubicina em modelo animal/ou ratos.
Método. Foram utilizados 60 ratos adultos Wistar, divididos em quatro grupos de quinze
animais: Grupo 1 (Controle, sem antidoto); Grupo 2 (Hialuronidase); Grupo 3 (FBM) e Grupo
4 (Hialuronidase + FBM). Foram aplicados 1mg em 0,5 ml de doxorrubicina no subcutaneo do
dorso dos animais, induzindo a ferida. Realizada avaliacdo macroscépica e morfométrica das
lesBes a cada dois dias por 28 dias. No 30° dia foi realizada a eutanésia e coleta o material para
avaliacdo histoldgica. Resultados. O aparecimento das lesdes iniciou-se no oitavo dia apos
inoculagdo. Quatro animais do grupo FBM nédo apresentaram lesfes. Na avaliacdo
macroscopica observou-se hiperemia, exsudato, sangramento, os melhores resultados foram
associados aos grupos que faziam uso da laserterapia de baixa intensidade e hialuronidase
(FBM e FBM+H). Os grupos FBM, FBM+H e H apresentaram resultados semelhantes na
formacédo de crosta. A formacéo de necrose e edema, ocorreu em todos 0s momentos avaliados,
0s animais do grupo L apesentaram menor taxa de necrose. Na avaliacao histoldgica, observou-
se gque os animais dos grupo FBM e FBM+H apresentaram maior tecido de regeneracdo com
neovascularizagdo e inflamagéo aguda, indicando uma melhora significativa na cicatrizagdo da
ferida. Discussdo. A FBM, quando aplicada isoladamente foi capaz de prevenir o aparecimento
de lesBes, e a combinacdo da FBM (660 nm- ljoule) com a hialuronidase tépica (65 UTR)
mostrou-se eficaz no processo de cicatrizacdo de feridas por extravasamento de DOX com taxas
de contracdo melhores nesse grupo, com percentual de cicatrizacdo de 76,6% e 72,1%,
respectivamente. Conclusdo. Os resultados evidenciaram que a associacdo da FBM com a
hialuronidase promoveu a cicatrizagao das lesdes e que a FBM isolada diminuiu a formacéo de
lesGes, denotando um resultado promissor para 0 uso na pratica clinica.

Descritores: Agentes antineoplasicos; terapia com luz de baixa intensidade, terapia a laser;
extravasamento de materiais terapéuticos e diagnosticos, Ratos Wistar, fotobiomodulacgéo.



Freitas, KABS 2020. Effects of photobiomodulation (laser 660nm) on anthracycline
extravasation: experimental study [Thesis]. Botucatu: Faculty of Medicine - UNESP; 2020.

ABSTRACT

Introduction. Intravenous chemotherapy is the most used treatment modality in the fight
against cancer. Antineoplastic extravasation is leakage of vesicant drug from the vein into
underlying tissues. The extravasation of anthracyclines (doxorubicin, daunorubicin, epirubicin,
idarubicin) is the most feared, as it binds to DNA, with the formation of severe and difficult-to-
resolve lesions. In this sense, there is no consensus on the best antidote to be used. Dexrasoxane,
in Brazil is used as off label. Its cost is high and unfeasible for the public health system.
Hyaluronidase is considered a potential antidote for extravasation of anthracyclines, modifying
tissue permeability through the hydrolysis of hyaluronic acid, promoting reabsorption. Low-
intensity laser therapy or photobiomodulation therapy consists of irradiating cells, which can
lead to the activation of cellular components and promote specific chemical reactions,
responsible for altering cellular metabolism. Objective. To evaluate the effect of using different
agents (topical hyaluronidase, low-level laser (FBM) and the association of FBM with topical
hyaluronidase) in preventing the formation of lesions caused by doxorubicin extravasation in
an animal/or rat model. Method. Sixty adult Wistar rats were used, divided into four groups of
fifteen animals: Group 1 (Control, without antidote); Group 2 (Hyaluronidase); Group 3 (FBM)
and Group 4 (Hyaluronidase + FBM). 1mg in 0.5 ml of doxorubicin were applied
subcutaneously on the back of the animals, inducing the wound. Macroscopic and
morphometric evaluation of the lesions was performed every two days for 28 days. On the 30th
day, euthanasia was performed and the material was collected for histological evaluation.
Results. The appearance of lesions started on the eighth day after inoculation. Four animals in
the FBM group showed no lesions. In the macroscopic evaluation, hyperemia, exudate,
bleeding were observed, the best results were associated with the groups that used low-level
laser therapy and hyaluronidase (FBM and FBM+H). The FBM, FBM+H and H groups showed
similar results in crust formation. The formation of necrosis and edema occurred at all times
evaluated, the animals in group L had a lower rate of necrosis. In the histological evaluation, it
was observed that the animals of the FBM and FBM+H groups showed greater tissue
regeneration with neovascularization and acute inflammation, indicating a significant
improvement in wound healing. Discussion. FBM, when applied alone, was able to prevent the
appearance of lesions, and the combination of FBM (660 nm-1joule) with topical hyaluronidase
(65 UTR) proved to be effective in the healing process of wounds due to DOX extravasation
with rates of contraction in this group, with healing percentage of 76.6% and 72.1%,
respectively. Conclusion. The results showed that the association of FBM with hyaluronidase
promoted wound healing and that FBM alone reduced the formation of lesions, indicating a
promising result for use in clinical practice.

Descriptors: Antineoplastic agents; low intensity light therapy, laser therapy; extravasation of
therapeutic and diagnostic materials, Wistar Rats, photobiomodulation
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1 INTRODUCAO

Sao estimados para o triénio de 2020-2022 aproximadamente 670 mil novo casos de
cancer no Brasil. Estudos indicam que o cancer de pele do tipo ndo melanoma (170 mil casos
novos) seré o mais incidente na populacdo brasileira, seguido pelos tumores de prostata (68 mil)
e mama feminina (60 mil)®.

Uma das terapéuticas mais utilizadas e promissoras no tratamento do céncer é a
quimioterapia antineopléasica (QTA), caracterizada como uma modalidade de tratamento
sisttmico em que os agentes antineoplasicos podem ser toxicos. Tais drogas, classificadas de
acordo com seu potencial de lesdo de pele em irritantes, vesicantes e ndo vesicantes, causam
diferentes reacOes quando extravasadas no tecido cuténeo, durante a quimioterapia. Nesse
sentido, um importante aspecto a ser investigado é como evitar complicacfes referentes ao
extravasamento dessas drogas. O extravasamento de uma QTA caracteriza-se pelo escape da
droga classificada como vesicante para fora do vaso sanguineo. Drogas irritantes podem causar
reacOes como ardor, flebite ou dor mesmo quando infundidas adequadamente e raramente
causam necrose ou ulceracdo mesmo quando extravasadas em grandes quantidades. Por outro
lado, as vesicantes quando extravasadas causam grandes danos ao tecido subjacente,
provocando dor e levando rapidamente a necrose. Diferentemente das drogas citadas
anteriormente, as ndo vesicantes nio causam qualquer dano tecidual quando extravasadas®3*.

Especificamente, o extravasamento de antraciclinas, como a doxorrubicina (DOX), é
considerada uma das mais temidas e frequentes complicacOes referentes ao tratamento contra o
cancer, apresentando uma incidéncia de aproximadamente 0,1 a 7% em infusdo periféricaZ.

A terapia por fotobiomodulacdo (FBM) ou laserterapia (L) tem sido considerada
importante alternativa no tratamento de processos cicatriciais, pois possuem acgdes anti-
inflamatorias, analgésicas e cicatrizantes. Alem disso, ndo causam efeitos colaterais como

aqueles induzidos por alguns farmacos (por exemplo, os corticoides), evidenciando assim, uma
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melhora do prognostico do paciente mais rapidamente®®.

A hialuronidase é um antidoto muito utilizado no extravasamento de quimioterapicos,
no entanto é especifico para os vesicantes ndo ligante ao DNA, embora seja um potencial
antidoto para as antraciclinas. Este medicamento modifica a permeabilidade do tecido pela
hidrolise do acido hialuronico e ajuda a dispersar os alcaloides da vinca do tecido
(quimioterapicos nao ligantes ao DNA), promovendo a reabsorcao. Esta enzima € um antidoto
recomendado pela Oncology Nursing Society (ONS) mas nao pela European Oncology Nursing
Society devido a falta de evidéncias clinicas®"®.

Cabe salientar que ndo existem estudos associando o uso da FBM e da Hialuronidase
topica na prevencdo e tratamento de feridas cutaneas causadas por extravasamento de
antraciclina.

Provavelmente, a associacdo do uso da Hialuronidase e FBM, certamente trardo grande
contribuicdo para o tratamento de feridas cutaneas causadas pelo extravasamento de

Antraciclicos.

O problema da pesquisa

Considerando:

a) que o extravasamento de DOX pode causar lesdes graves e incapacitagdo dos
membros acometidos, podendo piorar o prognostico do paciente;

b) que o dexrazoxane € o antidoto autorizado pelo FDA para o extravasamento de
antraciclinas e que seu custo é extremamente elevado, impossibilitando seu uso na maioria dos
centros de quimioterapia;

(c) auséncia de estudos utilizando o FBM na prevencdo e tratamento de lesdes
causadas por extravasamento de DOX;

(d) auséncia de estudos demonstrando a eficacia da hialuronidase topica como antidoto
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para DOX;
Pergunta-se: A associacdo da FBM com a hialuronidase tépica previne a formacéo de
lesGes causadas pelo extravasamento do antineoplasico DOX, bem como diminui as lesdes

formadas pelo extravasamento desta droga?

Hipotese

- A FBM associada a hialuronidase topica previne o aparecimento de lesdes causadas
por extravasamento da DOX;

- A FBM associada a hialuronidase acelera o processo de cicatrizacdo em lesdes

causadas por extravasamento da DOX, diminuindo a gravidade e o tempo de leséo;

2 OBJETIVOS
2.1 GERAL

Avaliar o efeito do uso de diferentes agentes (hialuronidase tdépica, do FBM e da
associacao do FBM com a hialuronidase tdpica) na prevencdo de formacdo de lesdes causadas
por extravasamento do antineoplasico DOX, bem como na diminuicao de lesdes formadas pelo

extravasamento desta droga.

2.2 ESPECIFICOS

- Testar o efeito da prevencao de formacéo de lesdes utilizando cada agente proposto
e comparar as diferencas entre 0s grupos pesquisados;

- Avaliar e comparar a evolucdo das lesdes provocadas em cada grupo;

- Avaliar a atividade celular por meio de histologia para cada agente utilizado.

- Confirmar a ocorréncia do extravasamento por meio da biopsia.
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3 JUSTIFICATIVA

O extravasamento de drogas € um problema sério e de dificil resolugdo sendo
necessarios estudos para o0 maior conhecimento acerca dessa situacao.

Cabe salientar que existem estudos do uso da FBM como terapia Unica ou da
hialuronidase topica na prevencdo e tratamento de feridas cutaneas.

N&o existem estudos da associacao do uso desses dois procedimentos.

Nesse sentido, a associacdo do uso da Hialuronidase e a FBM, pode ser importante
como nova alternativa para o tratamento de feridas cutaneas causadas pelo extravasamento de
Antraciclicos.

Espera-se que os resultados advindos do uso da FBM associada a aplicacdo topica de
hialuronidase no extravasamento de doxorrubicina forneca subsidios para a elaboracdo de um

novo protocolo para atendimento desses pacientes.

4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 A pele e os mecanismos de reparo tecidual

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano sendo considerada a primeira barreira de
protecdo do organismo contra agentes externos, perda de gua, invasdo de microrganismos. E
composta por 2 camadas distintas: a epiderme e a derme. Logo abaixo da derme encontra-se a
hipoderme que € constituida de um tecido subcutaneo adiposo®*°.

A ferida é uma interrupgdo da continuidade da pele, podendo ser de diversas etiologias:
traumaética, isquemia, infecgdo, cirdrgica, por pressdo, de tamanho e carateristicas varidveis.
Quando ocorre um rompimento tecidual inicia-se um processo de reparo complexo com
objetivo de restauracéo do tecido™®.

N&o existem dados concretos sobre a prevaléncia de feridas na populagdo brasileira,

porém, existem estudos que estimam a prevaléncia de individuos com tal lesdo em 1,05% na
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populacdo em geral e de 1,9% entre aqueles atendidos na atencio primaria a sadde?.

Apols uma lesdo, ocorre uma cascata perfeita e coordenada de células e evento
moleculares complexos com objetivo de realizar a cicatrizacdo da ferida. Esses eventos sdo
intercedidos e sustentados por um conjunto de mediadores quimicos agindo em diferentes fases.
Estas, possuem limites ndo muito distintos, mas sobrepostas no tempo, denominadas: fase
inflamatoria, proliferativa e de remodelagio***?13,

A fase inflamatdria tem duracdo de 48 a 96h apds o ferimento ocorrendo hemostasia por
meio da ativacdo da cascata de coagulacao, formando o tampéo de plaquetas. Ha o aumento da
permeabilidade vascular com o recrutamento de neutrofilos e macréfagos evidenciando os
sinais fisicos do processo inflamatério: eritema, edema, calor e dor. Inicia-se a cascata de
reparacao por meio do apoio e recrutamento e ativacao celular, sintese da matriz extracelular e
o inicio do processo da angiogénese®34,

Ja na fase proliferativa os eventos da inflamacdo promovem a limpeza da ferida por
meio da fagocitose. Ocorre de 4 a 12 dias apds a lesdo e algumas células comecam a realizar a
epitelizacdo da lesdo como os fibroblastos, células musculares lisas, células endoteliais e
epiteliais. Esse processo € importante pois tem como funcdo a protecdo das feridas contra
bactérias, agentes fisicos e quimicos, contra perda de liquidos e eletrélitos e efeitos
estéticos™>14,

A remodelacéo € o tltimo e mais longo processo de cicatrizacdo podendo ser continuado
por 12 a 18 meses. A principal caracteristica dessa fase € a presenca do colageno, principal
componente da derme. A matriz de colageno possui aproximadamente 20% de colageno tipo
I1l, o que a torna extremamente fragil. A mudanca para colageno tipo | é gradual sendo
aumentada pelos fibroblastos®1314,

Fatores locais e sistémicos podem ser responsaveis pela diminuicdo no processo de

cicatrizacdo, aumentando o tempo da leséo, tais como: tamanho e localizacao da ferida, tipo de
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tecido presente (necrose, esfacelo), contaminacdo bacteriana, presenca de biofilme, técnica
incorreta na realizacdo do curativo, diabetes, doencas auto—imunes, patologias vasculares, uso
de corticosteroides, tratamento oncologico (quimioterapia e /ou radioterapia), desnutrigéo,
deficiéncia de vitaminas. Esses fatores causam um atraso na formacéo do tecido de granulagéo,

proliferacdo de fibroblastos e neovascularizagio® 114,

4.2 Antraciclinas

As antraciclinas doxorrubicina, idarrubicina, daunorrubicina e epirrubicina sao
quimioterapicos classificados como antibiético tumoral. E amplamente utilizado e altamente
eficaz para o tratamento de leucemias, linfomas, sarcomas, cancer de mama. Pode ser utilizado
em associacdes com outros antineoplasicos como vincristina, ciclofosfamida, bleomicina,
vimblastina, rituximabe, entre outros!*>!6:17,

Apesar de muito utilizadas e com 6timos resultados, por ndo ter acdo seletiva, sao
amplamente associadas a efeitos colaterais induzidos por dose cumulativa, como a
cardiomiopatia e caquexia, podendo levar a interrup¢do do tratamento, aumentando a
probabilidade de recidiva do cancer'®. Sdo classificadas como quimioterapicos vesicantes
ligantes ao DNA, pois se ligam aos &cidos nucleicos dos tecidos, gerando radicais livres,
inibindo a sintese de proteinas local. Em casos de extravasamento, provocam a destruicdo
progressiva do tecido fazendo com que a leso se torne mais profunda, extensa e dolorosa®>*4,

Particularmente a DOX ¢é a antraciclina mais utilizada no tratamento de diversos tipos
de canceres. No entanto, um evento adverso importante que pode ocorrer durante seu uso, é 0
extravasamento, que pode causar lesdes gravissimas. A acdo da DOX esta na formacdo do
complexo DOX-DNA, tanto para a agdo no musculo cardiaco, provocando a cardiomiopatia,
quanto para o tecido onde foi extravasada. A DOX liga-se no DNA da célula (complexo DOX-

DNA) e blogueia a diviséo e o crescimento celular provocando a morte celular e necrose de
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tecido. Cada célula que morre libera esse complexo que é absorvido pelas células adjacentes,
causando um efeito em cascata. Assim, 0 extravasamento de DOX leva a um necrose cronica,
progressiva e aumentada’.

Desta forma, ocorre a retencdo deste quimioterapico no tecido durante longos periodos
de tempo, pois fica recirculando no local por meio de ligacdes de DNA. Pode permanecer por
até 28 dias e aumentar a lesdo em 5,0 cm a partir do local do extravasamento'>!1°%, Um dos
mecanismos de lesdo induzida por DOX é sugerido ser o estresse oxidativo causado pelo radical
semiquinona de DOX. Acredita-se que 0 mecanismo para a ocorréncia desse dano tecidual seja
a liberacdo de radicais livres no tecido. Em geral, o extravasamento da DOX provoca danos ao
tecido, variando desde eritema, edema e dor a necrose e ulceracdo grave da pele. Uma das
medidas utilizadas para contornar esta situacdo € submeter o paciente a cirurgia no local do
extravasamento para remediacdo dos danos teciduais, no entanto, o progndstico do paciente é
grandemente alterado’.

A lesdo tecidual provocada pelo extravasamento da DOX ou de qualquer outro

quimioterapico pode ser minimizada ou até evitada com a utilizacdo do antidoto adequado?®.

4.3 Antidotos

Antidotos sdo agentes quimicos que neutralizam ou diminuem os efeitos de um veneno
ou medicacdo. Apesar de varios medicamentos terem sido indicados como tratamento do
extravasamento, ainda ha muitas controvérsias em relacdo a sua seguranca e eficacia, pois a
maioria dos antidotos sdo recomendados baseando-se em informagdes empiricas®2L,

O dexrazoxane é o unico antidoto cuja eficacia foi testada em ensaios clinicos (por
meio de bidpsia) para o tratamento de extravasamento de antraciclinas e o unico aprovado pelo
Food and Drugs Administration (FDA) e pela Comissdo Europeia para esse tipo de tratamento.

Esta medicacéo ja é utilizada ha algum tempo para reduzir a cardiotoxicidade induzida pela
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DOX e mais recentemente foi observado o seu efeito benéfico no tratamento de extravasamento
das antraciclinas. O mecanismo de acdo deste medicamento como antidoto se da pelo bloqueio
da topoisomerase Il para que o tecido ndo seja afetado pela antraciclina. A droga liga-se ao
ferro impedindo a formacdo de radicais livres que tem papel importante na formacao de
les6es3,22. Como efeitos colaterais provocados por este antidoto podemos mencionar nauseas,
vomitos, dor discreta no local da infusio e aumentos reversiveis das enzimas hepaticas®.
Embora estudos demonstrem que dexrazoxane apresenta eficacia de 98% no tratamento do
extravasamento por antraciclinas, o uso deste antidoto ainda é inviavel para o setor publico,
devido ao seu alto custo*?. E comercializado na forma de kits individuais, para tratamento do
paciente durante trés dias consecutivos. A primeira infusdo é realizada num periodo maximo de
6 horas apds o extravasamento®2526, A administracio ocorre por infusio endovenosa, em veia
de grosso calibre no brago oposto, afastado da area de extravasamento?’. A dose do antidoto
recomendada baseia-se na superficie corpérea do paciente e deve-se aplicar no 1° dia
1000mg/m?, no 2°dia 1000mg/m? e no 3° dia apenas 500 mg/m?2. Concomitantemente ao
tratamento, deve ser realizada a monitorizagdo da funcgéo renal em pacientes com alteracéo de
creatinina e, se necessario, a dose da dexrazoxane devera ser reduzida em 50%2%%. Seu uso
deve ser monitorizado pois pode apresentar elevagdes reversiveis de enzimas hepaticas além de
neutropenia, trombocitopenia, febre, reacdes do local de infuséo (por exemplo, dor, flebite) e
nauseas e vOmitos?,

A hialuronidase € muito utilizada no extravasamento de quimioterapicos nao ligantes
ao DNA, especialmente os alcaloides da vinca, modificando a permeabilidade do tecido pela
hidrolise do &cido hialurdnico®’. Esta enzima ¢ um antidoto recomendado pela Oncology
Nursing Society (ONS) que orienta a aplicacdo de forma subcutanea 1,0 ml de 150Ul/ml na
area de extravasamento®. No maximo em dez minutos ap6s a aplicacéo, ja é possivel observar

a acdo da enzima, pelo aumento da difusdo do liquido extravasado em uma area 3 a 5 vezes
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maior do que uma area ndo tratada. A permeabilidade do tecido é restaurada de 24 a 48 horas
apos a aplicagdo do antidoto382°,

E um importante agente enzimético usado para aumentar a absorcdo e dispersdo de
outras drogas de extravasamento. Também tem sido usado como coadjuvante no tratamento de
extravasamento de agentes quimioterapicos. Também é utilizada em extravasamentos de varios

medicamentos, principalmente solucdes hiperosmolares. Ndo ha contra indicacdo, podendo ser

realizada em criangas e adultos, também sendo aprovada pelo FDA®.

4.4 Fotobiomodulacgao

O uso da laserterapia ou FBM foi reportado pela primeira vez pelo cientista Hingaro
Endre Mester na Universidade Semmelweis, em Budapeste, Hungria entre 1966 e 1967 logo
apos a descoberta do laser de rubi (1960) e o laser de hélio-néon (HeNe; 1961). Em sua
pesquisa, observou que a aplicacdo de luz laser, na regido dorsal de camundongos
tricotomizados, poderia induzir o crescimento do pélo raspado mais rapidamente do que em
camundongos ndo tricotomizados. Aplicou suas descobertas com laser em pacientes com
Ulceras cutineas que no cicatrizavam observando a cicatrizacio completa das lesdes®t.

A FBM tem sido muito utilizada para acelerar o processo cicatricial de diversos tipos
de lesbes, promovendo melhorias na qualidade de vida dos pacientes e acelerando os
tratamentos®3L,

A FBM é nomeada de acordo com o comprimento de onda em vermelho visivel (622-
780nm) e infravermelho (780 a 1.500nm) e consiste em uma fonte de irradiacéo néo ionizante
de células com um comprimento de onda adequado, o qual pode levar a ativacdo de
componentes celulares e promover rea¢des quimicas especificas, responsaveis por alterar o
metabolismo celular®?.

Estes processos bioldgicos de interacdo tecidual podem manifestar-se em quatro



18

efeitos sequenciais: primarios, secundarios, terciarios e quaternarios. Os primarios estdo
relacionados com a primeira agdo direta na célula, por meio dos fotorreceptores®*%. Para que
isto aconteca é necessario que a luz seja absorvida, e 0s responsaveis por esta absorcado sdo 0s
denominados cromdéforos ou fotorreceptores, que consistem num grupo se moléculas inter-
relacionadas que podem ser enzimas, membranas celulares, ou quaisquer outras substancias
extracelulares que apresentem a capacidade de absorver luz num determinado comprimento de
onda, mesmo n3o especializadas para isto®3®. Os principais cromoforos bioldgicos na faixa do
vermelho visivel sdo: citocromo C oxidase (CCO), hemoglobina, lipideos, melanina, proteinas
estruturais; e do infravermelho dgua e suas moléculas, flavoproteinas, citocromos e canais de
ions. O cromoforo primario a receber a luz vermelha é o CCO, localizado na unidade 1V da
cadeia respiratoria mitocondrial, resultando na atividade de varias moléculas, principalmente
de d6xido nitrico (NO), ATP e espécies reativas de oxigénio (ROS)**. Sequencialmente, inicia-
se um processo secundario no qual, as mitocondrias produzem NO que se ligam aos CCO e
desloca o oxigénio, inibindo a respiracdo celular e consequentemente diminui a producdo de
ATP, do metabolismo, causando um aumento do estresse oxidativo. A absor¢do do CCO
principalmente pelo comprimento de onda vermelho leva a um fotodesligamento do NO,
ativando a enzima levando a um gradiente de proétons, resultando em uma reducdo do estresse
oxidativo e como consequéncia temos um aumento na producdo de ROS, ATP e ions de Ca?*,
aumentando a diferenciago, proliferacdo e migracao celular3*%'.

Os efeitos terciarios estdo relacionados as vias de sinalizacdo REDOX, que descrevem
0 processo regulatério para induzir respostas que possam prevenir danos oxidativos, além de
restabelecer a “homeostase redox”. A FBM principalmente com a luz vermelha, transforma a
primeira molécula da espécie reativa de oxigénio (ERO) produzida nas mitocéndrias de O., em
H20,; portanto, dependendo da rede de sinais em que atuar a célula podera mudar sua taxa de

proliferagdo, morrer ou suprimir a producéo excessiva de EROs, devido ao estresse oxidativo a
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curto prazo, resultando no efeito antioxidante®. Os radicais livres sio produtos do metabolismo
celular normal sendo considerada uma molécula contendo um ou mais elétrons
desemparelhados, o que o torna instavel, altamente reativo e com vida curta. Por ser muito
reativo, ele atrai o elétron de outras células para adquirir estabilidade. Com isso, a célula
atacada perde seu elétron e passa ser um radical livre, gerando um efeito em cascata que danifica
a célula. As ROS em niveis moderados sdo consideradas compostos benéficos para o
organismo, atuando em varias funcGes como na sinalizacédo celular e alteragdo da transcricdo
génica com a ativacdo do fator Kappa B (NF-kB), resultando na expressdo de genes
estimuladores de fatores de crescimento de fibroblastos, citocinas pro-inflamatdrias que estdo
envolvidas no processo e reparo tecidual. A resposta mitogénica, a regulacdo redox a fungédo
imunoldgica, também sdo desencadeadas quando ha um equilibrio da ROS. Porém, quando ha
uma producdo em excesso de ROS (uma inflamacdo por exemplo), ocorre um aumento do
estresse oxidativo que pode danificar varias moléculas como lipideos, proteinas e 0 DNA3"3,

Durante esse processo ocorre a excitacdo dos elétrons que liberam ATP utilizado pelas
células para o desenvolvimento de suas fungdes. Como consequéncia, ocorrem reacles
bioquimicas favorecendo a resposta bioldgica pretendida (anti-inflamatéria, analgésica,
cicatricial) permitindo a sintese de proteina e a proliferacéo celular®.

Podemos inferir que os efeitos quaternarios estdo relacionados as mudancas clinicas
proporcionadas pela FBM, como por exemplo, a cicatrizagdo de feridas.

Acredita-se que a acdo do FBM sobre o tecido esteja relacionada com a inibicéo do
aparecimento de fatores quimiotaticos nos estagios iniciais da inflamag&o, acelerando o
processo de cicatrizacdo, reduzindo a dor (analgesia) e o edema. Os beneficios estdo
relacionados a um aumento do infiltrado de leucdcitos, da atividade dos macrdfagos, da

neovascularizacio e proliferacdo de fibroblastos e queratinocitos®.
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A FBM tem influéncia nas diversas fases da cicatrizacao de feridas que incluem: a fase
inflamatdria, proliferativa e de remodelacdo. Os efeitos bioldgicos sdo dependentes da dose
aplicada. Age preferencialmente na cadeia respiratoria mitocondrial, predominantemente no
cromoforo CCO onde facilita o transporte de elétrons e impulsiona a producdo de ATP (fonte
de energia de todas as células) aumentando as func¢bes do metabolismo celular. Desempenham
um importante papel em todas as fases, incluindo a inducéo da expressao de citocinas e fatores
de crescimento que estdo presentes nas trés fases de cicatrizacdo. Na fase inflamat6ria a FBM
modula o processo inflamatorio, por meio do aumento da sintese de proteinas e interleucinas
em queratocitos, citocinas, iniciando o processo de reparacdo. Fatores de crescimento sao
acionados na fase proliferativa, iniciando-se a neovascularizacdo e a proliferacdo de
fibroblastos. A FBM faz com que os fibroblastos diferenciem-se em miofibroblastos,
favorecendo a contracdo da ferida. Na ultima fase, promove a maturacdo do colageno,
promovendo uma tensdo superficial adequada no tecido?.

Efeitos bioestimuladores podem ser mediados pela FBM destacando-se: inducdo da
atividade mitética das células epiteliais e fibroblastos, incentivando a producédo de colageno,
estimulando a microcirculacdo local e a inibicdo secretoria de alguns mediadores quimicos.
Além disso, sdo responsaveis por um aumento na atividade de quimiotaxia e fagocitose dos
leucdcitos, tornando-os mais responsivos aos mediadores quimicos, além de aumentar a
atividade fagocitaria durante a fase inflamatdria do processo de reparo, facilitando a limpeza da
ferida®.

A FBM acelera a cicatrizacdo pois aumenta a viabilidade celular ao estimular a sintese
de ATP. A eficécia dependera dos parametros empregados, como fonte de luz, comprimento de

onda, densidade de energia, e duragio da aplicacdo.
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Figura 1. Aplicacdo da luz vermelha agindo diretamente sobre o citocromo C oxidase,
deslocacdo do NO com consequente aumento de ATP, Ca?*, ROS, causando os efeitos no
organismo®.

A utilizacdo do FBM na lesdo promove tanto efeitos analgésicos como anti-
inflamatorios. Em relacdo a analgesia, a radiacdo atua desde receptores periféricos até o sistema
nervoso central, promovendo a liberacdo de endorfinas e, consequentemente, diminuindo a dor.
Quando a acgdo esperada é anti-inflamatoria, ocorre a reabsor¢do de exsudatos, aumento da
sintese de prostaglandinas, aceleracdo da microcirculacdo que reduz o edema e elimina o
acumulo de catabolito®.

Para a aplicacdo do FBM, alguns parametros devem ser considerados como
comprimento de onda, fluéncia, densidade de poténcia, estrutura de pulso e tempo da luz
aplicada. A escolha de qual parametro utilizar vai depender da especificidade de cada
tratamento, bem como do tipo de tecido que serd irradiado. Portanto, uma escolha errada desses
parametros pode significar em eficacia reduzida do tratamento, ou sem resposta terapéutica. O
FBM ¢ caracterizado por uma dose-resposta bifasica, onde doses mais baixas de luz sdo
frequentemente mais benéficas que doses altas®..

Um efeito deletério foi comprovado por estudo realizado para investigar a acdo da
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FBM com comprimento de onda de 940 nm com diversas intensidades de energia na
cicatrizacao 6ssea. Nesse estudo foram utilizadas as densidades de energia de 5, 10 e 20J com
um tempo de irradiacdo de 10 segundos, porém com poténcias de 1,5 W, 3 W, e 6 W
respectivamente. Nao foram encontradas diferencas significativas, no processo cicatricial no
que se refere a producéo/ inibicao de ostedcitos, osteoclastos e osteoblastos estando relacionado
a alta poténcia utilizada*.

A curva de Arndt-Achultz descreve os efeitos dependentes da doses de FBM
empregadas e sugere que as células sdo melhores estimuladas quando submetidas as baixas
doses de energia, enquanto estimulos moderados causam inibicdo da atividade celular e altas
doses eliminacdo da atividade. Isso demonstra a importancia da escolha da dosagem

adequada®*.

5 METODO

5.1 Tipo de estudo

Trata-se de estudo experimental modelo animal, aprovado pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) instalada na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia de
Botucatu — UNESP, com o protocolo 0026/2019.

Os animais delineamento experimental foram provenientes do Biotério de Criacdo
localizado no Instituto de Biotecnologia da Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita
Filho” (IBTEC). Logo depois, foram mantidos no Biotério de Experimentagéo, por um periodo
de adaptacédo de 15 dias, e s6 depois foram serem submetidos ao experimento. O experimento
foi realizado no Laboratorio Experimental de Diagndstico de Zoonoses, Departamento de
Higiene Veterinaria e Saude Puablica da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
UNESP, campus de Botucatu/SP. Durante todo o periodo foram controlados temperatura, nivel

de amonia, troca de cama, alem de fornecimento de &gua e racéo ad libitum. Foram examinados



23

clinicamente por um médico veterinario durante a admissdo no laboratorio e durante todo o
experimento.
Foram tomadas medidas para garantir o enriquecimento ambiental, colocando-se rolos

de papel nas gaiolas, na tentativa de diminui¢do do estresse causado pela manipulacao.

5.1.1 Delineamento amostral

Foram utilizados 60 ratos fémeas adultas da linhagem Wistar, linhagem albina da
espécie Rattus Norvegicus, com idade entre 3 a 4 meses. Apds o periodo de adaptacdo de 15
dias, os animais foram separados aleatoriamente em quatro grupos denominados de a) grupo
controle (sem antidoto), b) grupo hialuronidase (H), ¢) grupo fotobiomodulacdo (FBM) e, d)
grupo fotobiomodulacédo + hialuronidase (FBM+H).

Para realizar a randomizacdo, ap0s o periodo de adaptacdo, os animais foram
identificados com numero de 1 a 60 com caneta piloto na regido dorsal. Quatro envelopes foram
confeccionados e identificados com o tipo de tratamento, da seguinte forma:

Envelope 1: grupo controle (sem antidoto).

Envelope 2: grupo hialuronidase (H).

Envelope 3: grupo fotobiomodulagdo (FBM).

Envelope 4: grupo fotobiomodulacao + hialuronidase (FBM+H).

Apos, um membro da equipe do laboratério realizou um sorteio do nimero 1 ao 60.
Os primeiros 15 animais sorteados fizeram parte do envelope 1 e assim sucessivamente. Cada
grupo foi composto por 15 animais que ficaram acondicionados em gaiolas com 5 animais cada,
retangulares de polipropileno, colocadas em estantes ventiladas ALESCO®, mantidos em
temperatura ambiente, com movimentacao livre. Importante salientar que apés a inoculacéo da
DOX, os animais foram separados, mantendo-se em gaiolas individuais.

As gaiolas eram identificadas com o nimero dos animais e com o grupo ao qual
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pertenciam.

Considerando que existe uma ocorréncia de 50% dos casos de necrose (controle) e
supondo que a aplicacdo do tratamento reduza esse percentual para zero (sem necrose), o
tamanho minimo para a realizacdo do experimento com uma margem de erro de 5%,

compatibilidade de 95% e poder de 90%, serd de 15 animais por grupo (60 animais para os 4

grupos).
60 RATOS
WISTAR
GRUPO C GRUPOH GRUPO L+H GRUPO L
15 ratos 15 ratos 15 ratos 15 ratos
SEM ANTIDOTO HIALURONIDASE LASER +HIALURONIDASE LASER

Figura 2. Organograma do desenho experimental

5.2 Procedimentos técnicos do experimento

5.2.1 Procedimento para preparo do antineopléasico

O antineoplasico que foi utilizado neste trabalho € a doxorrubicina (DOX), um agente
quimioterapico da classe das antraciclinas, amplamente recomendado em diversos tipos de
neoplasias. A DOX foi preparada por um farmacéutico habilitado do Ambulatério de
Oncologia do Hospital Estadual Botucatu, seguindo todos os preceitos técnicos e legais para
manipulacdo de antineoplasicos. Para tanto, foi preparada em Cabine de Seguranca Bioldgica
(CSB), Classe Il B2, conforme preconizado pela RDC 220 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) de 21 de setembro de 200443, A CSB ¢ indicada para a manipulagio de
produtos de alta toxicidade, pois promove total exaustdo externa garantindo a seguranga do
manipulador®*.

O frasco ampola da DOX apresentava-se com 10 mg em 5 ml, perfazendo um
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equivalente de 2mg/ml. Foi aspirado 0,5 ml da solucédo, contendo um total de 1 mg de DOX.
Pesquisa realizada com extravasamento em ratos, comprovou que a injecdo intradérmica de
1mg de DOX, foi capaz de causar lesdo com necrose’.

Logo apds, as amostras de DOX forma transportadas do ambulatério de oncologia para
o laboratdrio experimental em caixa térmica de uso exclusivo, compostas por termémetro e

identificacdo de risco quimico, conforme RDC 220%,

5.2.2 Procedimento anestésico

Os animais de cada grupo foram submetidos a anestesia geral inalatéria, com auxilio
de uma mascara facial, utilizando-se o gas isoflurano como agente anestésico. Apds o inicio da
anestesia, os animais foram pesados e colocados em decubito ventral. Logo apos, foi realizado
uma tricotomia ampla da regido dorsal desde as escapulas até o final das costelas, com auxilio
de um tricotomizador elétrico. A area tricotomizada foi padronizada para todos 0s grupos

(Figura 3).

Figura 3. Rato Wistar, decubito ventral. Apos anestesia, realizado tricotomia ampla do dorso
da borda escapular até a base da cauda. Demarcacdo em cauda referente ao animal nimero 1
da caixa.
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5.2.3 Procedimento de extravasamento do antineoplasico - DOX

Para inducdo do extravasamento o pesquisador paramentou-se com o0s EPIs
necessarios para administracdo de antineoplasicos, como avental descartavel de manga longa,
mascara PFF2 de carvao valvulada, luvas de procedimento e dculos de protecdo individual,
conforme preconizado pela Norma Regulamentadora n® 32%. O laboratério foi equipado com
maleta de derramamento de quimioterapia, para ser usada em escape acidental da DOX no
ambiente.

Em cada animal de cada grupo foi realizada a antissepsia do local com alcool 70 INPM
e, em seguida, administrada dose Unica de 1,0 mg de DOX (0,5 ml) em tecido subcutaneo
localizado entre a escapulas e o final das costelas, utilizando uma seringa graduada de 1 ml e
agulha hipodérmica 13 G x 4,5 mm (Figura 4).

Os animais foram inoculados com a DOX em dias separados: o grupo controle e o
grupo FBM + H foram inoculados no dia 19/08/2019 e os grupos controle e FBM no dia

20/08/2019.

Figura 4. Rato Wistar, decubito ventral, aplicacdo de 1,0 mg de DOX (0,5 ml) em tecido
subcutaneo localizado entre a escapulas e o final das costelas, utilizando uma seringa graduada
de 1 ml e agulha hipodérmica 13 G x 4,5 mm.
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5.2.4 Procedimentos terapéuticos: aplicacdo dos antidotos

Apos a aplicacdo da DOX, seguiu-se a aplicacdo de antidotos conforme a separacéo
dos grupos:

v Grupo controle (sem antidoto): néo foi aplicado antidoto;

v" Grupo hialuronidase (H): foi aplicado o antidoto hialuronidase tépica (65 UTR) apos
15 minutos da inoculacdo. Apos, foi aplicada diariamente, em forma de pomada em todo o
dorso no animal, mesmo na presenca de lesao.

v Grupo FBM: Foi aplicado FBM 100 mW, vermelho 1 joule, comprimento de onda
de 660 nm no ponto de inoculacdo, 10 minutos apds. Nos dias subsequentes nos animais que
ndo apresentavam lesdo, a FBM ainda foi realizada no ponto de inoculacdo. Aos surgirem
lesGes, preconizou-se que em feridas até 1 cm de area, irradiava-se o centro da lesdo, feridas até
2 cm de area, irradiava-se a norte, sul, leste e oeste e as que apresentassem mais que 2 cm de
area, mais pontos foram realizados.

v' Grupo FBM+H: foi realizada a FBM, conforme relatado no Grupo FBM e
imediatamente apos o laser foi aplicado o antidoto hialuronidase, conforme descrito no Grupo
H.

Foi utilizado um equipamento a base de lasers de diodo semicondutor, em forma de
caneta (Therapy EC, DMC group, Séo Carlos, SP, Brasil) que emite dois comprimentos de
onda: um diodo laser no 660 nm (vermelho) e um diodo laser 808 nm (infravermelho). A
poténcia pico de emissdo foi de 100 mW, entregando de modo continuo.

Foi utilizado em cada aplicacéo o espacador na ponta do aparelho, bem como um filme
de PVC para evitar a contaminagéo cruzada e desgaste do aparelho. Ao utilizar o filme de PVC,

h& uma perda em torno de 10% da luz emitida, porém ndo compromete o efeito clinico.
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Figura 5. Rato Wistar, decubito ventral. Observa-se a aplicacdo do FBM em ponto de
inoculacdo da DOX localizado a direita entre a escapulas e o final das costelas (A) e esquema
de aplicacdo do FBM em feridas até 2 cm de area, irradiando-se a norte, sul, leste e oeste (B).
5.2.5 Avaliacado macroscépica

Todos os animais foram avaliados pela pesquisadora em relacdo a formacdo de
flictema e de crostas, presenca de necrose, edema, hiperemia, exsudato e sangramento com o
intuito de acompanhar o aumento da necrose tecidual provocada pelo processo de
extravasamento do DOX. As informagdes foram anotadas em uma ficha avaliativa (Anexo 1),
adaptada do modelo utilizado por Valente (2014)*® a cada dois dias, durante 30 dias, totalizando
14 avaliacgdes. A avaliagdo do local da inoculagdo iniciou-se 48 apds o procedimento, visto que
0s animais ndo apresentaram edema ou lesdes que pudessem ser mensurados nesse momento.
Concomitantemente, foram confeccionados um banco de registros fotograficos, (camera digital
CANON Power Shot SX170IS com velocidade 1/250 e distancia de 0,7), para auxiliar na
interpretacdo da evolucdo das feridas. O angulo da foto e distancia foram calculados por

fotografa profissional da Faculdade de Medicina de Botucatu, a fim de padronizar as imagens.
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5.2.6 Avaliacdo morfométrica
Para acompanhar o processo de formacéo das feridas, dois dias apos o extravasamento,
a area correspondente a leséo foi mensurada com auxilio de um paquimetro digital. As medidas
foram tomadas a cada dois dias, durante vinte e oito dias, em duas direcGes da ferida, no maior
comprimento (c = cranio-caudal) e na maior largura (L = latero-lateral), expressas em
milimetros e posteriormente convertidas em centimetros (Figura 6).
A partir desses dados foi possivel calcular a area da lesdo em cada avaliagdo (A= C X
L). A area de contracdo da ferida, foi calculada subtraindo-se a area inicial (A0) da area final
(Af) (A0 — Af). O Percentual de Contracdo da Ferida (PCF) foi calculado subtraindo-se a area
inicial (A0) determinada no dia em que apareceu a lesdo, da medida da contracdo da ferida (Ac),

de forma que PCF = A0 — AC /A0 x 100%'.

Figura 6. Mensuragdo com paquimetro digital da area de leséo de pele realizada em duas dire¢des: no
maior comprimento (¢ = cranio-caudal) e na maior largura (L = latero-lateral), expressas em milimetros
e posteriormente convertidas em centimetros.
5.2.7 Avaliacao histologica

Ap0s o preparo das laminas, as mesmas foram analisadas por profissional qualificado
que desconhecia qual grupo pertencia cada amostra em anélise.

A leitura das amostras coradas pelo HE, foram capturadas com o microscopio optico

Carl Zeiss, LAb A1, Germany, nas objetivas 10X e 40X, utilizando o software AxioVision 4.8,

acoplado a uma camara digital modelo Axiocam MRc (Zeiss Vision, Alemanha).
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As variaveis estudas na analise histologica, foram: epitélio ulcerado, epitélio normal,
necrose, crosta, abcesso, regeneracao, inflamacéo aguda ou cronica, intensidade da inflamacao
e regeneracao.

Na coloracdo de HE foram avaliadas a intensidade da reacdo inflamatoria, sendo

classificadas como leve, moderada ou intensa.

5.2.8 Procedimento de eutanasia/Obtencédo da amostra

Decorrido o periodo pré-estabelecido (30 dias) os animais foram submetidos a
eutanasia com sobredose de Tiopental Sodico, 150mg/Kg, intraperitoneal, conforme as
Diretrizes da Pratica de Eutanasia do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo
Animal - CONCEA®,

Em seguida procedeu-se a remocao da area total da ferida, incluindo 2mm além da
interface da borda da ferida ou da cicatriz. Os animais que ndo apresentavam feridas, a amostra
foi coletada do local de inoculacéo da droga. Foram coletas fixadas em formalina tamponada a
10% durante 72h, logo depois lavadas em &gua corrente e submetidas ao alcool a 70% e
mantidas até o processamento convencional de Hematoxilina & Eosina no Laboratério de

Patologia Veterinaria da FMVZ, UNESP, Campus de Botucatu.

Figura 7. Rato Wistar, dectbito ventral. Observa-se a demarcagdo da area de remocao da ferida,
incluindo 2mm além da interface da borda (A). Area de remocao da ferida evidenciando tecido
muscular.
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Figura 8. Rato Wistar, decubito ventral. Observa-se a demarcacdo da area da inoculacdo da
DOX em animais que ndo apresentaram les&o.
5.3 Anélise de dados

Apbs tabulacdo dos dados foi realizada analise descritiva completa estratificada por
grupos.

Houve uma comparacao entre grupos de medidas quantitativas utilizando-se 0 método
ANOVA seguindo do teste de comparacdo multipla de Tukey, para identificar quais
comparac@es intergrupos apresentam diferencas estatisticas.

Para analise dos dados resultantes das avaliagbes microscépicas relacionadas a
histologia, sera utilizado o Teste qui — quadrado ou Exato de Fisher, considerando-se um nivel

de significancia de 5% (p<0,05).

6 RESULTADOS

O estudo iniciou-se com 60 animais, porém, 23 animais morreram precocemente,
finalizando o estudo com 37 animais. Acreditamos que a perda pode estar relacionada a diversos
fatores como: toxicidade gerada pela antraciclina, pela hialuronidase e a fatores relacionados
ao comportamento animal.

Os grupos que mais perderam animais foram os que utilizaram a hialuronidase (H:
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09/15:60% e FBM+H: 8/15: 53,3%). Apesar dos grupos serem avaliados a cada 2 dias, a
hialuronidase era administrada diariamente, podendo esse procedimento ser considerado
estressante devido a intensa manipulagdo do animal. Com o intuito de promover o
enriquecimento ambiental e garantir a diminuicéo do estresse gerado pela manipulagéo, foram
colocados rolos de papel na gaiola, para distracdo do animal. Porém, mesmo com essa pratica,

observou-se que 0s animais lambiam a pomada demasiadamente, ingerindo a mesma.

6.1. Avaliacdo macroscépica

Ja no D2 da inoculacdo, observou-se que os animais ainda ndo apresentavam necrose,
porém alguns ja demonstravam uma hiperemia bem delimitada. Apesar da inoculacéo ter sido
realizada no lado direito do animal, as hiperemias estavam localizadas na &rea central e na
lateral esquerda.

No D4 observou-se uma mudanca de comportamento nos animais do grupo H e
FBM+H, os mesmos ndo estavam se alimentando adequadamente e apresentaram diarreia.
Porém, ap0s avaliacdo do veterinario ndo apesentavam alteracdo do estado clinico, ndo sendo
evidenciados sinais de dor e desconforto, ndo necessitando de intervences.

No dia seguinte, observamos que os animais do grupo H estavam emagrecidos. Um
animal apresentava enterorragia e morreu em seguida.

Nos animais do grupo FBM+H também foi observado um emagrecimento, porém
estavam bem ativos, sem sinais de dor.

Diarréia intensa foi observada nos animais dos grupos H e FBM+H no D6. Os animais
do grupo C e FBM iniciaram a diarreia de uma forma mais leve, havendo uma melhora

significativa no D7.



33

Nos animais do grupo FBM e FBM+H, observou-se um crescimento de pelos no local

da aplicacdo no sexto dia apds a inoculacdo, sendo necessario nova tricotomia local.

Figura 9. Animal 4 do grupo FBM caixa 3. Observa-se a crescimento de pelos no local de
inoculacdo da DOX e em todo o dorso.

No décimo dia de avaliacdo observou-se que dois animais do grupo H apresentavam
diferenca no comportamento, com presenca de piloerecdo, postura curvada e cromodacriorreia
(causada por uma secrecdo de pigmento vermelho (porfirina) nos olhos e no nariz), sinais e
sintomas de farmacodermia, além de sangramento nas patas causado por lambedura intensa.
Esse tipo de condigdo indica estresse e sofrimento do animal, sendo necessério a eutanésia
precoce.

No D12 observou-se um animal do grupo hialuronidase com sangramento em patas
por lambedura intensa, curvado, com piloerecdo, evoluindo a 6bito logo apés a avaliacao.

Nesse dia, também foi observado que 2 animais do grupo FBM+H estavam em
processo de cicatrizacdo da ferida, apresentando epitélio quase refeito em toda a extensdo da

lesdo.
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Figura 10. Animal 3 do grupo FBM+H caixa 3 (A) e animal 0 do grupo FBM+H caixa 3 (B).
Feridas em processo de cicatrizacdo. Observa-se a formacéo de epitélio.

N&o foram observados flictemas nos animais. Durante a avaliagdo, algumas
caracteristicas foram mais frequentes em determinados grupos.

Levando-se em consideracdo a formacdo de lesdes decorrentes ao extravasamento,
observou-se que as alteracdes de pele e inicio do processo de feridas iniciou-se no D4, ficando
mais evidente no grupo C (7/15: 46%). O desenvolvimento maximo das feridas ocorreu no D8
porém, alguns animais do grupo FBM (4/15:26%) ndo desenvolveram lesdo até o final do
estudo.

Observou-se que ap6s 28 dias de avaliacdo 2 animais do grupo FBM e FBM+H
apresentaram cicatrizacdo completa das lesdes.

Ao final do estudo, 6 animais (40%) do grupo FBM e 2 animais (13%) do grupo

FBM+H apresentavam pele integra. (Figura 11)
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Figura 11. Demonstracao grafica da frequéncia relativa da formacédo de les6es ao longo da
aplicacdo do tratamento nos quatro grupos. O eixo X representa os dias de avaliagdo e 0 eixo Y
representa 0 numero de animais. C= controle, H= hialuronidase, FBM= fotobiomodulacao
,FBM+H= fotobiomodulag&o + hialuronidase.

A hiperemia foi observada logo no primeiro dia de avaliacdo (D2), sendo maior no
grupo C e H, estendendo-se até o D16. Observou-se que nos grupos que utilizavam a FBM no
tratamento, poucos animais apresentaram hiperemia, com pico maximo em D4 para ambos 0s
grupos, em uma frequéncia menor de animais envolvidos, FBM (5/15: 33%) e FBM+H (9/15:

60%) onde FBM, mostrando significancia estatistica (p=0,0001).

16 -
14 -
12 -
- e
L 10 -
§ g H
3 ° ]
g6
e |+ H
4_
2_
O T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
Momentos

Figura 12. Demonstracdo grafica da frequéncia relativa da presenca de hiperemia ao longo da
aplicacdo do tratamento nos quatro grupos. O eixo X representa os dias de avaliagdo e 0 eixo Y
representa 0 nimero de animais. C= controle, H= hialuronidase, FBM= fotobiomodulacéo,
FBM+H= fotobiomodulacéo + hialuronidase.

O exsudato esteve presente em maior parte no grupo C (14/15: 93%) iniciando-se em
D10, atingindo um numero maximo de animais em D12 e estendendo-se até o final do
experimento. Apresenta diferencas significativas quando comparado ao grupo L e FBM+H
(p<0.0001).

Dos animais do grupo FBM, apenas um apresentou sangramento durante toda a
pesquisa. Entretanto, nos animais dos grupos C, e H, evidenciou-se 0 sangramento ja no terceiro

dia de avaliacdo (D6), demostrando uma significancia estatistica relevante (p<0.0001) entre os
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grupos C (9/15= 60%), e FBM+H em dois momentos (D6 e D14), onde os animais do grupo
FBM+H, ndo apresentavam sangramento.

A crosta foi observada durante toda a pesquisa em animais de todos o0s grupos. Porém,
em menor quantidade de animais dos grupos H, FBM e FBM+H com diferenca estatistica
significante (p<0,001%) onde o grupo C difere de FBM e FBM+H.

A Figura 13 demonstra que o tecido de granulacdo esteve mais presente em animais

do grupo FBM e FBM+H ja no D12. As lesGes mostravam-se em processo de cicatrizagao.
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Figura 13. Demonstracéo gréafica da presencga de tecido de granulagdo nos animais que apresentaram
lesOes referentes a inoculagdo de DOX em tecido subcuténeo, ao longo da aplicagdo do tratamento nos
quatro grupos. O eixo X representa os dias de avaliacdo e o eixo Y representa o nimero de animais.
C= controle, H= hialuronidase, FBM= fotobiomodulagdo, FBM+H= fotobiomodulag&o + hialuronidase.

A tabela 1 e a figura 14, demonstram que os animais do grupo C apresentaram uma
taxa de necrose maior em todos os momentos, iniciando-se ja no quarto dia de avaliagdo (D4)
e estendendo-se constante e progressivamente ao longo da pesquisa. Os animais dos grupos H,

FBM e FBM+H também apresentaram necrose, porém em menor nimero e com melhora da

lesdo ao final do tratamento.
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Tabela 1. Presenca de necrose nos dias de tratamentos, nos diferentes grupos. C= controle, H=
hialuronidase, FBM= fotobiomodulacdo, FBM+H= fotobiomodulacdo + hialuronidase.

Botucatu, 2020.

Dias de tratamento

Grupos 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
C 0 1 0 7 9 9 9 11 10 10 12 12 12 12
H 0 0 1 3 6 5 5 5 4 5 6 6 5 5
L 0 0 2 1 2 1 1 3 4 4 4 3 3 3
FBM+H 0 0 0 2 2 4 5 5 5 4 5 4 4 4
Fonte: Dados da pesquisa, 2020
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Figura 14. Demonstracao grafica da frequéncia relativa da presenca de necrose em lesdes ao longo da
aplicacdo do tratamento nos quatro grupos. O eixo X representa os dias de avaliacdo e o eixo Y
representa 0 nimero de animais. C= controle, H= hialuronidase, FBM= fotobiomodulagdo, FBM+H=
fotobiomodulacao+ hialuronidase.

O edema foi observado em 14 (93%) dos animais do grupo controle ja no primeiro dia

de avaliacdo (D2). Uma pequena quantidade de animais do grupo FBM apresentaram edema

(4/15=26%) apenas nos dias 20, 22 e 28, ja 0 grupo FBM+H apresentou as melhores condi¢oes
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nesse aspecto. Apenas 2 animais apresentaram edema nos dois primeiros dias de avaliacdo,

sendo que apenas um animal continuou com edema até o D10.
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Figura 15. Demonstracdo grafica da frequéncia relativa da presenca de edema ao longo da aplicacdo do
tratamento nos quatro grupos. O eixo X representa os dias de avalia¢do e 0 eixo Y representa 0 nimero
de animais. C= controle, H= hialuronidase, FBM= fotobiomodula¢do, FBM+H= fotobiomodulagdo+

hialuronidase.

6.2 Avaliacdo morfométrica

6.2.1 Contracédo da ferida

Para verificar possiveis diferencas entre as médias da area de contracdo das lesdes
cutaneas nos diferentes tratamentos (controle, hialuronidase, laser + hialuronidase e laser)
empregou-se a analise de variancia unifatorial (ANOVA). Nesta analise cada valor de contracédo
foi a variavel dependente e os tratamentos a variavel independente. Os pressupostos da ANOVA
foram examinados pelos testes de Shapiro-Wilk (normalidade) e Levine (homogeneidade) e
atendidos. Nos casos de diferencas significativas entre as médias foi aplicado o teste de Tukey
para identificar quais tratamentos diferiram entre si. Estas analises foram computadas pelo
programa Statistica 7.0 (STATSOFT, 2007).

Do total de animais que concluiram os tratamentos, 56,0% apresentaram contracao das
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feridas. Anova unifatorial aplicada sobre os valores médios da area de contracdo da lesédo
indicou diferencas significativas entre os tratamentos para esse atributo (F= 33,08; p<0,001)
(Figura 13. O teste de Tukey revelou que o controle (p=0,047539) e o grupo FBM (p=0,033896)
diferiram significativamente do FBM+H pelos menores valores medios registrados na area de
contracdo da lesdo cutanea. Cabe ressaltar que houve a contracao total da ferida em individuos

tratados com FBM (2 ratos) e FBM+H (2 ratos).
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Figura 16. Valores médios da area de contracdo das feridas (cm?). Médias sdo representadas por circulos
e erro padrdo em barras. FBM+H = fotobiomodulacéo + Hialuronidase.

Considerando o PCF observa-se que houve um aumento gradativo no processo de
cicatrizacdo entre os tratamentos. Os maiores valores médios da taxa de contracdo das lesdes
cutaneas foram registrados para os animais tratados com laser e com FBM+H, representando
percentual de cicatrizagdo de 76,6% e 72,1% em relacdo a area inicial, respectivamente (Figura

17).
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Figura 17. Percentual de Contracdo das Feridas registrada para os diferentes tratamentos de leséo
cuténea. C = Controle, H = Hialuronidase, FBM= fotobiomodulacéo; FBM+H = Fotobiomodulagéo +
Hialuronidase.

Ressalta-se que os valores médios das taxas de contracao apresentam-se mais positivos
guanto mais cicatrizadas estdo as feridas, ou seja, quanto mais proximo do valor de 100, mais

cicatrizada estéa a ferida.

6.2.2 Andlise histolégica

Os parametros avaliados histologicamente — epitélio (integro ou lesdo), necrose,
crosta, abcesso, regeneracgdo, inflamacao (aguda ou cronica) e intensidade da inflamacao (leve,
moderada, intensa), ndo apresentaram diferenca estatistica significante no teste empregado
(Exato de fisher) entre os grupos avaliados nas amostras coletadas no 30° dia. No entanto, foram
listados os dados considerados importantes nesse estudo.

A presenca da crosta foi mais observada no grupo FBM+H (3/7;42%) quando
comparada ao grupo C (4/13; 30%) e ao grupo FBM (3/11; 37,7%). N&o foi evidenciado epitélio

com crosta nas amostras do grupo H.
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De um modo geral, a intensidade inflamatoria mais predominante foi a moderada
mostrando-se em 40% (15/37) dos animais. N&o foram observadas diferencas entre 0s grupos
experimentais (p=0,6563).

Os grupos FBM e FBM+H nao apresentaram amostras com necrose, sendo esta mais
evidenciada no grupo H (2/6; 33%) e C (3/13; 23%).

Quanto a regeneracdo do epitélio observou-se que foi mais presente no grupos com o
antidoto hialuronidase, ficando FBM+H (4/7; 57%), H (3/6; 50%), demonstrando uma

regeneracdo mais acentuada que nos grupos FBM (5/11; 45%) e grupo C (4/13; 30%), apesar

da significancia limitrofe (p=0,6803).

Figura 18. Grupo Controle, apenas foi induzida a lesdo. Ao final do experimento no 30° dia, foi
observado: a) camada epitelial regenerada (seta), b) derme superficial e profunda observar expressiva
quantidade de fibroblastos jovens, neovascularizacdo (c) e de permeio infiltrado inflamatério
mononuclear (d). HE.
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Figura 19. Grupo FBM+H, tratado com laserterapia + hialuronidase. Ao final do experimento no 30° dia,
observou-se: segmento da camada epitelial se regenerando (a). Na camada da derme, tanto superficial
quanto profunda infiltrado inflamatério expressivo (b). Presenca de neoangiogénese com hemécias (c).
Presenca de fibroblastos (d) HE.

Evidenciou-se que amostras de dois animais do grupo FBM (2/11; 18%) néo
apresentaram qualquer alteracdo histologica, permanecendo com epitélio integro.

A Tabela 2 demonstra os principais dados encontrados nas amostras.



43

Tabela 2. Descricdo microscopica dos grupos das amostras coletadas no 30° dia. C= controle, H=
hialuronidase, FBM= fotobiomodulacdo, FBM+H= fotobiomodulacdo+ hialuronidase. Botucatu,
2020.

Descricdo Microscopica Grupos
H L  FBM+H
Epitélio ulcerado, derme superficial a profunda com inflamagé&o cronica tipo corpo 1 0 0 0

estranho, com formacao de células gigantes
Epitélio com abcesso que se estende até derme profunda

Epitélio com necrose de coagulacédo e inflamacao aguda até derme profunda

Epitélio com necrose de coagulacao e inflamacéao crénica com células gigantes

N PN
o O O o
o O O o
o O O O

Epitélio com crosta de derme superficial a profunda, inflamagdo aguda e presenca de
neovascularizacao

Regeneracdo com neovascularizacéo

Epitélio com crosta e abcesso com inflamag&o aguda

Epitélio de regeneragdo com neovasculariza¢éo

Epitélio de regeneragdo com inflamagéo aguda e neovascularizagéo
Epitélio com necrose de coagulacdo com inflamagdo aguda até a muscular
Epitélio com abcesso, inflamacédo crénica com células gigantes

Epitélio normal, sem lesdo

Epitélio com abcesso com inflamacédo cronica e células gigantes

O O O O O P P N DN
O N O N MDD O O o o
P P, N PP O O O B+~ O
O O O O O O o N B~

Epitélio com crosta e abcesso e derme com inflamacédo crénica com presenca de

células gigantes

o
o
[EEN

Epitélio com crosta e derme com inflamacédo aguda 0

Total 13 6 11 7

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

7 DISCUSSAO

O animal experimental utilizado neste estudo (Rattus Norvegicus) atendeu a
expectativas e necessidades do nosso experimento. Por serem doceis e de facil adaptagéo
permitiram um manuseio adequado.

Houve morte prematura de 23 animais, que pode estar relacionada a diversos fatores
como: toxicidade gerada pela antraciclina, pela hialuronidase e ao comportamento animal. Em

pesquisas experimentais, a vulnerabilidade é intrinseca a vida e os animais podem ser afetados
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diretamente por circunstancias desfavoraveis, comprometendo a qualidade de vida e o resultado
da pesquisa*®.

A toxicidade gerada pela antraciclina corresponde aos sintomas observados nos
animais como: diarréia e emagrecimento. A DOX ndo é um antineoplasico seletivo, portanto
tem efeitos toxicos principalmente nas células com répida divisdo celular. Um dos sistemas
afetados € o gastrointestinal, produzindo efeitos colaterais como: nausea, vomito, diarréia e
anorexia com consequente emagrecimento®. Além desses efeitos, a inflamagdo aguda e o
estresse oxidativo causadas pela DOX podem estar relacionadas a toxicidades em multiplos
6rgéos®t. Observamos que um animal do grupo controle, apresentou ascite ao final do estudo.
Apds a eutanésia e a coleta do material para a analise histoldgica foi realizada a autdpsia, onde
observou-se grande aderéncia no figado, baco, coracdo e intestinos.

Nos animais que pertenciam aos grupos que continham hialuronidase, as lesGes eram
mais extensas 0 que pode estar relacionada a lambeduras observadas do inicio ao fim do
experimento.

A hialuronidase € uma enzima e tem sua acao na degradacéo do &cido hialurdnico que
esta presente na matriz extracelular, promovendo difusdo do medicamento extravasado. E
recomendada para extravasamentos de taxanos, alcaloides da vinca e etoposideo. Comumente,
utiliza-se inje¢Ges subcutaneas de 0,2 ml, com concentrag¢des de 100 a 150Ul. A quantidade de
injecGes devera ser administrada conforme o tamanho da area da lesdo?2. Apesar de utilizarmos
na nossa pesquisa apresentacao topica, nao foi encontrado na literatura referéncias a essa via de
aplicagdo em extravasamentos.

Em pesquisa realizada utilizando-se 36 ratos Wistar, que receberam injecao
intradérmica de vincristina e diferentes antidotos (adrenomedulina, adrenomedulina +
hialuronidase ou hialuronidase), observou-se que 0s animais pertencentes ao grupo da

hialuronidase obtiveram uma melhor preservacdo da morfologia da pele, causando apenas
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pequenas alteracGes, diminuindo significativamente o tamanho da Glcera, 0s sinais histoldgicos
de lesdo tecidual e a formagdo de edema®. Fato esse que corrobora com os resultados
encontrados, no qual apenas 2 animais do grupo FBM+H apresentaram edema. A FBM também
tem papel importante na prevencdo ou diminuicdo de edema durante processos de reparo
tecidual, afinal os beneficios relacionados a reducdo de edema, do estresse oxidativo e das
citocinas pro-inflamatorias, ja estdo bem estabelecidos®. Um aumento consideravel no fluxo
sanguineo ocorre decorrente da acdo vasodilatadora do NO, porém, ao mesmo tempo, ocorre
um estimulo da drenagem linfatica diminuindo o edema, por meio do controle das citocinas pré
— inflamatérias>*.

Foi realizado um estudo transversal retrospectivo em um Ambulatério de Oncologia
de um Hospital Pablico do interior do Estado de Sdo Paulo, com objetivo de analisar o efeito
da FBM e da hialuronidase tdpica os dados referentes a extravasamento e infiltracdo de
antineoplasicos em um periodo de 21 meses. Foram relatados 8 extravasamentos (entre eles 01
de antraciclina) e 7 infiltracGes. Todos foram acompanhados e receberam em média 2 sessGes
de FBM (1joule — 100mw) e a hialuronidase topica (65UTR) 3 vezes ao dia, por 4 dias.
Constatou-se que nd@o houve formagdo de lesdes mesmo no paciente que fez uso de
antraciclina®.

E importante dizer, que durante o extravasamento de DOX ocorre a formacio do
complexo DOX — DNA que é responsavel pela morte celular desencadeando um processo sem
controle com liberacéo de grande quantidade de radicais livres causando um estresse oxidativo
acentuado, aumentando o processo inflamatdrio e causando necrose!’. O estresse oxidativo
gerado pela lesdo tem relacdo direta com a migracdo, ativacdo e acumulo de células
inflamatdrias (neutrofilos e macrofagos) causando uma oxidacdo de lipideos, da membrana
celular e uma fragmentacdo do DNA, promovendo um desequilibrio. A FBM age diretamente

no estresse oxidativo. A luz vermelha é absorvida pelo CCO (presente nas mitocondrias),
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ocorrendo um aumento da producéo de espécies reativas de oxigénio levando a uma restauracdo
do equilibrio celular pela producio de enzimas antioxidantes®®.

Entretanto, o dexrazoxane é o Unico antidoto aprovado pelo Food and Drugs
Administration (FDA) e pela Comissdo Europeia para o extravasamento de DOX com uma
eficacia de 98%. O mecanismo de acdo € pela ligagdo da droga a molécula de ferro impedindo
a formacdo de radicais livres'®. Além de ser inviavel para o setor piblico (pelo preco) pode
causar efeitos colaterais nauseas, vomitos, dor discreta no local da infusdo e aumentos
reversiveis das enzimas hepaticas>®’.

Hoje no Brasil, o frasco de 500 mg de dexrazoxane é vendido a partir de R$ 1.200,00.
A dose recomendada para uso ¢ de 1.000mg/m? no 1° e 2° dias e 500mg/m? no 3° dia. O custo
do tratamento dependera da superficie corpdérea (SC) do paciente. Para um paciente
relativamente pequeno que possua uma SC de 1m?, o tratamento fica em torno de R$ 6 mil.

Em contrapartida, a FBM associada a hialuronidase apresenta um custo beneficio mais
acessivel. O aparelho de laserterapia custa em média, no Brasil, R$ 4.500,00 e um frasco de 30
gramas de hialuronidase em torno de R$ 20 reais. Importante ressaltar que o aparelho de
laserterapia tem um custo baixo de manutenc¢éo anual e pode ser utilizado diversas vezes para
muitos pacientes, ndo onerando 0 Servigo.

Este é primeiro trabalho que investigou a associacdo da FBM com a hialuronidase
topica no extravasamento de DOX. Porém, a eficicia da FBM ja foi comprovada em outros
tipos de lesbes, podendo ainda ser associada a terapias topicas.

A FBM é muito utilizada em feridas de diversas etiologias, entre elas as queimaduras.
Em pesquisa realizada, foram avaliados 10 pacientes diabéticos com queimadura grau Ill.
Realizou-se o transplante autologo de fibroblastos associado a FBM apresentando resultados
satisfatorios, considerado um método eficaz no tratamento de feridas dessa etiologia®®.

Cunha et al, 2019%, avaliaram o uso de trés protocolos no reparo de feridas excisionais
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em 60 ratos, observando que a FBM proporcionou uma diminuicdo significativa na gravidade
da resposta inflamatoria, independente do protocolo. O protocolo de 4J apresentou as maiores
taxas de deposicdo de colageno, sugerindo que a aplicacdo diaria induziu um efeito de
estimulacdo mais intensa.

Analise histomorfométrica na cicatrizacdo de feridas utilizando-se diversos
comprimentos de onda (658, 830 e 904 nm), observou que o comprimento de onda de 658 nm
foi mais efetivo quanto ao reparo tecidual®®®. Nesse sentido, resultados semelhantes foram
encontrados em nosso estudo, demonstrando que a escolha do comprimento de onda foi a
correta, pois observou-se uma melhora significativa na contracdo das feridas, presenca de
neovascularizagdo, fibroblastos e processo inflamatério agudo.

Nesse estudo, os grupos que utilizavam a FBM apresentaram melhores taxas de
contracdo e caracteristicas histologicas importantes como: auséncia de necrose, presenca de
neovascularizacdo, reacdo inflamatoria aguda. A associacdo da FBM com hialuronidase
favoreceu a regeneracgdo do epitélio comparado aos outros grupos.

Em um estudo de caso sobre o extravasamento de antraciclina (epirrubicina) em um
acesso venoso central (cateter totalmente implantado) em hemitérax direito, observou-se que a
paciente apresentou necrose em 2/3 da mama logo nos primeiros 10 dias, perdurando por 32
dias quando foi submetida a procedimento cirurgico para ressecamento da necrose. Importante
relatar, que ndo foi aplicado antidoto nessa paciente, pois ja havia passado 24 horas do
extravasamento. Um enxerto de pele foi colocado no local, e ap6s 8 meses foi realizada a
reconstrucio mamaria®?. Resultado semelhante foi encontrado no nosso trabalho em relagéo o
antidoto e formacdo de necrose. Os animais que ndo receberam antidoto, observou-se maior
quantidade de necrose em todos os momentos avaliados, iniciando-se no quarto dia de avaliagdo
e estendendo-se constante e progressivamente ao longo da pesquisa. Diferentemente do que foi

encontrado com os animais dos grupos que utilizaram antidotos. Todos 0s grupos apresentaram
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necrose, porem em menor quantidade e com melhora da lesdo e desaparecimento da necrose no
final do estudo.

Reducdo no tamanho das feridas foi observada em estudo realizado com oito pacientes
portadores de lesdo por pressdo (LPP), diabéticos, que foram irradiados com laser vermelho
(660nm), poténcia de 100mW e densidade de energia de 2J/cm?. Além disso, foi observado
aumento dos niveis de fatores de crescimento como VEGF e TGF-f, com um aumento de 50%
no tecido de granulagio®. Outro estudo, utilizou diferentes protocolos de tratamento, com
comprimentos de ondas distintas (658 nm, 808 nm e 940 nm). Observou-se que comprimento
de onda de 658 nm foi mais eficaz. Acredita-se que esse feito esteja relacionado a inibicdo dos
processos inflamatdrios, a estimulacdo de angiogénese e proliferacdo de fibroblastos, conforme
o0s achados da concentracdo de interleucinas, TNF-o ¢ nas atividades de VEGF, TGFpB1 nas
bidpsias das feridas®®. Esta cada vez mais claro que a FBM tem alcancado resultados
promissores na cicatrizacao de feridas em pacientes diabéticos, observando-se uma melhora na
qualidade de vida por meio da diminuicdo da dor, melhora no reparo tecidual e diminuigdo do
tamanho das feridas®®°®.

Constatamos no estudo que o tecido de granulacdo ficou mais evidente nos animais do
grupo L, ocorrendo o inicio do seu aparecimento em D12, pico maximo em D18, com
estabilizagéo a partir do D20 com queda acentuada no D26, demonstrando a substitui¢cdo do
tecido de granulacéo pela epitelizagdo gradual com consequente cicatrizagdo das feridas de 2
animais do grupo L e 2 animais do grupo FBM+H. Acreditamos que os animais do grupo
FBM+H ndo apresentaram resultados melhores em relacdo a granulagéo, pelo impacto que a
lambedura constante causava na ferida.

A neoangiogénese foi mais evidente nos animais dos grupo que continham a FBM. A
promogcéo da angiogénese é um fator importante na cicatrizacédo de feridas, visto que pacientes

em tratamento quimioterapico apresentam vasos sanguineos mais vulneraveis e fragilizados
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pela prépria toxicidade do antineopldsico. A FBM pode ser utilizada para promover a
angiogénese limitando o possivel dano celular®’.

O aumento das taxas de colageno e a substituicdo precoce das moléculas de colageno
tipo 111 por tipo 1, proporciona maior resisténcia ao tecido reparado®®.

Alguns fatores podem interferir no processo cicatricial, entre eles, o tabagismo, o qual
causa vasoconstricao e diminui a perfusdo tecidual, altera a homeostase celular, induzindo um
estado pré — inflamatorio, o que interfere no processo cicatricial. A enzima mieloperoxidase
(MPO) estd presente nos leucdcitos e causa um desequilibrio do sistema antioxidante
favorecendo danos as células, sendo maior em fumantes. A FBM mostrou-se eficaz na
diminuicdo da MPO quando aplicado a uma lesdo de tenddo calcaneo durante a fase
inflamatoria aguda, mostrando-se com potencial efeito terapéutico nesse tipo de lesdo®.

A FBM também pode ser utilizada para a prevencao de danos teciduais, principalmente
em pacientes oncoldgicos. Seu uso ja é rotineiro e de exceléncia na prevencao e diminuicdo da
gravidade das mucosites orais (MO) em pacientes tratados com quimioterapia e/ou radioterapia
de cabeca e pescoco, ou em regime de condicionamento para transplante de células-tronco
hematopoéticas, sendo seu uso recomendado pelo Mucositis Study Group da Multinational
Association of Supportive Care in Cancer (MASCC/ISO0)°%°.

A prevengdo do dano tissular foi observada em 26% dos animais pertencentes ao
grupo L, pois os mesmos nao desenvolveram lesdo tecidual, mesmo a analise histoldgica
mostrando uma reacédo inflamatéria moderada.

A FBM se mostrou uma terapia eficaz em estudo experimental e o custo beneficio
associado ao tratamento do extravasamento de antineoplasicos é favoravel. Esse estudo traz
evidéncias para 0 uso da FBM associada a hialuronidase no extravasamento de DOX,
fornecendo informacbes importante e relevantes para a formulacdo de protocolos por

profissionais da area de oncologia. Apresenta relevancia clinica suficiente para a possibilidade
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de incorporagéo de novas tecnologias pelo Sistema Unico de Satde (SUS).

8 CONCLUSAO

Os resultados evidenciaram que a associacdo da FBM (660nm - 1J) com a
hialuronidase tépica (65UTR) sobre a lesdo do extravasamento de DOX, foi eficaz no processo
de cicatrizacdo da ferida e que a FBM isolada foi capaz de prevenir o aparecimento de lesdes.

Os animais tratados com a FBM apresentaram tecido de regeneragdo com
neovascularizacédo e inflamagdo aguda, com melhora na cicatrizacdo das feridas, o que néo
ocorreu nos outros grupos. As taxas de contragdo foram melhores nos animais tratados com L
e FBM+H, com percentual de cicatrizacdo de 76,6% e 72,1%, respectivamente. A combinacéo
da FBM (660 nm- 1joule) com a hialuronidase tépica (65 UTR) mostrou-se eficaz no processo
de cicatrizacdo de feridas por extravasamento de DOX, podendo ser incorporada a préatica
clinica.

O extravasamento de antraciclina ainda é considerado um dos eventos mais temidos
em oncologia. Medidas de prevencao devem ser incorporadas a pratica diaria de administracdo
de antineoplasicos e protocolos de atendimento imediatos devem ser criados e consolidados a
fim de garantir a seguranca do paciente e a qualidade do tratamento.

Consideramos como limitacdo nesse estudo, a perda de alguns animais dos grupos que
utilizavam a hialuronidase, podendo ter ocorrido por toxicidade, diminuindo a amostra. Outro
fator limitante é a literatura inexistente sobre a fotobiomodulagdo no extravasamento de
antraciclina. Novos estudo devem ser realizados no sentido de ampliar a casuistica.

Essa pesquisa pode ser considerada o marco inicial no uso da FBM no extravasamento
de DOX, garantindo uma autonomia profissional ao enfermeiro na prevencdo e tratamento
desse evento adverso tdo importante. Novas tecnologias devem ser incorporadas a fim de

garantir uma melhor assisténcia ao paciente oncoldgico.
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APENDICES
APENDICE I
FICHA DE AVALIACAO MACROSCOPICA DA LESAO
DATA: ANIMAL: D:

GRUPO: ( ) Hialuronidase (H) ( ) Laser (L) ( ) Laser + Hialuronidase (LH)
() Controle (C)

N° REGISTRO FOTOGRAFICO:

MEDIDAS:
CRANIO CAUDAL:

LATERO — LATERAL:

CARACTERISTICAS DA LESAO:
PELE:
( )INTEGRA
( ) FLICTEMA —( )integro ( )rompido
( ) HIPEREMIA — () marginal ( ) central ( ) generalizada
( ) SECRECAO — EXSUDATO —( ) ausente ( ) pouco ( ) moderado ( ) acentuado
( ) SANGRAMENTO - ( ) ausente ( )pouco ( ) moderado ( ) acentuado
( ) EDEMA —( )ausente ( )pouco ( ) moderado ( ) acentuado
( ) marginal ( ) central ( ) generalizado
( ) CROSTA - ( )néo
( )sim -( ) pouco aderida ( ) muito aderida
( ) DESCAMACAO —( )ausente ( ) pouco ( ) moderado ( ) acentuado

( ) TECIDO DE GRANULACAO ( ) ndo ( ) sim

LEGENDA: (0) ausente (+) pouco (++) moderado (+++) acentuado

AREA DA LESAO:

AREA DE CONTRAGAO:

Quadro 1. Ficha de avaliacdo macroscépica da lesdo, Adaptada de Valente FS. Terapia tdpica na cicatrizagcdo
de lesBes cutdneas provocadas por congelamento com nitrogénio liquido em ratos Wistar. Dissertacdo
(mestrado). Universidade Federal de Porto Alegre, RS, 2014.
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