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Effects of photobiomodulation and photodynamic therapy on scaring surgical wounds in pigs

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a evolugéo clinica do processo de cicatriza¢cdo | | j Beloti

de lesdo cirdrgica de castracdo em leitbes tratadas com fotobiomodulagdo (PBM) ORCID Id: 0000-0003-3055-3485

e terapia fotodindmica (aPDT). Para isso foram selecionados 15 leitBes, sem raga | Universidade Brasil, Fernanddpolis, Sio Paulo,
definida, com sete dias de idade, pesando aproximadamente de 2,5kg, que Brasil

passaram por procedimento cirdrgico de castracdo. Os mesmos foram divididos
em 3 grupos de tratamento: aPDT + tratamento convencional; PMB + tratamento
convencional; Tratamento convencional. Foi utilizado laser de diodo, com
poténcia de 100mW, comprimento de onda de 660nm, com energia entregue de
3J, e fluéncia de 105J/cm. As lesbes foram fotografadas diariamente e as fotos | pF.R. Frias*

analisadas com auxilio do software Image J. Os dados obtidos foram avaliados | ORCID Id: 0000-0001-8621-3338

por meio de anlise de variancia e teste de média de Student-Newman-Keuls. A | Universidade Brasil, Fernanddpolis, S&o Paulo,
partir do 4° dia, observou-se diferenga da cicatrizagdo entre os grupos, com | Brasil

destaque ao tratamento com aPDT. Além disso, ficou evidente no dia 10 que o
uso de laserterapia de baixa poténcia acelerou o processo de cicatrizacdo, com ou
sem o uso de azul de metileno. Conclui-se que as feridas cirdrgicas tratadas com
aPDT apresentaram melhor evolugéo do processo de cicatrizacéo, por isso sugere-
se 0 uso da aPDT ou PMB como métodos alternativos de auxilio a aceleragdo da
cicatrizacdo de feridas, ja que as mesmas demonstraram tragos positivos neste
processo em leséo cirdrgica de castracdo de leitdes.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the clinical evolution of the healing
process of castration surgical injury in piglets treated with photobiomodulation
(PBM) and Photodynamic Therapy (aPDT). For this, 15 piglets that underwent
castration surgery were selected. They were divided in to 3 treatment groups:
aPDT + conventional treatment; PMB + conventional treatment; Conventional
treatment. The lesions were photographed daily and the photos were analyzed
with the aid of Image J software. The obtained data were evaluated by analysis
of variance and Student-Newman-Keuls average test. From day 4th, there was
a difference in healing between the groups, especially the treatment with aPDT.
In addition, it was evident in day10 that the use of low power laser therapy
accelerated the healing process, with or without the use of Methylene Blue. It
can be concluded that aPDT-treated surgical wounds presented better evolution
of the healing process, therefore it is suggested to use aPDT or PMB as
alternative methods to aid the acceleration of wound healing, as they showed
positive traits in this process. in surgical castration injury of piglets.

Keywords: PMB; aPDT; Piglets; Surgical castration.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, dentre as atividades relacionadas a producéo animal, a suinocultura vem se
destacando a cada dia. O pais ocupa a 42 colocacdo no ranking mundial de producéo de carne suina
e a 5° em consumo deste tipo de proteina. Além disso, foram exportados no periodo de janeiro a
agosto de 2019, 13,4% a mais de carne suina em comparacdo a esse mesmo periodo do ano
passado, totalizando 466,1mil toneladas.*

De acordo com o Decreto n° 9.013, de 29 de margo de 2017, a castracdo de suinos machos
€ um manejo obrigatorio nos animais destinados a consumo da carne, e, portanto, 0s animais
machos que ndo foram submetidos a procedimentos de orquiectomia, ou que possuem processo de
cicatrizacdo indicando que o procedimento fora realizado recentemente, sdo vetados nos
abatedouros. A realizagdo deste manejo proporciona o controle de odores indesejaveis na carne,
ocasionados pelas altas concentracdes de ferormonio, androsterona e escatol.?

Dos métodos de castracdo de suinos, o mais utilizado € a cirdrgica. Os animais geralmente
sdo castrados com até 12 dias de idade, onde realiza-se uma incisdo de cerca de 2 cm em cada
testiculo para sua exteriorizacdo. O corte € realizado por bisturi, seguido pela raspagem do cordao
para remocdo dos testiculos sem que ocorra hemorragia.*

Apds o procedimento, geralmente aplica-se um antisséptico local e observa-se o animal até
completa cicatrizagdo da ferida cirtrgica. A cicatrizacao de feridas € um processo dindmico que
ocorre no organismo animal. Independente do agente causal, o processo cicatricial esta relacionado
as condigdes fisioldgicas do organismo, e consiste em uma cascata de eventos celulares,
moleculares e bioquimicos que ocorrem juntos para induzir a reconstituicdo tecidual.®

O tempo de cicatrizacdo da incisdo cirurgica € variavel em consequéncia do didametro
incisional, higienizacdo da ferida, e do ambiente em que o animal permanecerd apds o
procedimento. Durante o0 processo cicatricial, a incisdo cirdrgica estd em exposicdo direta e
constante de microrganismos ambientais, 0 que a torna susceptivel a ocorréncia de infeccdes
secundarias devido a contaminagdo por bactérias. Considerando a grande probabilidade de
complicagbes pos cirurgicas, € extremamente necessario manejo rapido e eficaz para a cicatrizagao
deste tipo de ferida.®’

A luz laser de baixa intensidade (fotobiomodulagéo), estimula a multiplicacéo celular e a
producdo de ATP (Trifosfato de Adenosina), possui ainda a intencdo de reparacdo tecidual,
analgesia e diminuigdo de mediadores inflamatdrios, tanto em humanos quanto em animais. O uso
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dessa luz tem o objetivo de reduzir a dor, impossibilitar processos inflamatdrios e evitar episodios
de edema.®*®

A fotobiomodulacdo é usada conforme as caracteristicas do tecido do ferimento e, portanto,
podem ocorrer variagdes de tempo, poténcia, energia, onda e a exposicdo radiante. Essa terapia é
eficiente em varios processos, para 0 aumento de respiracdo mitocondrial e sintese de ATP e assim
reduz o desenvolvimento inflamatério do local e acelera o processo de cicatrizagéo.'%-1

Para evitar a evolucéo e proliferagdo de microrganismos na ferida, e ainda promover a
cicatrizacdo, é usual para tratamentos leves e ndo invasivos a Terapia Fotodinamica (aPDT),
associada a aplicacdo de agente fotossensibilizador. A aPDT tem o intuito de reduzir bacteérias,
virus e fungos que estejam na ferida,’>** O Azul de Metileno devido a sua confirmacéo de
atividade contra bactérias e baixa toxicidade é um excelente candidato ao uso clinico na aPDT
como substancia fotossensibilizadora.®

A acdo do aPDT se baseia no estimulo de um fotossensibilizador, por luz laser visivel de
baixa dose com dimensao de onda especifico, que transmite energia ao oxigénio molecular, criando
espécies reativadas com oxigénio que induzirdo morte celular da bactéria, lise de membrana e
inativacédo de proteinas bacterianas, fingicas ou virais.*> 16-17 Desta forma, essa pesquisa teve por
objetivo avaliar a evolucao clinica do processo de cicatrizacdo de lesdo cirargica de castracdo em

leitGes tratadas com fotobiomodulacéo e terapia fotodindmica.

2 MATERIAL E METODOS

O projeto de pesquisa que deu origem a esse estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica
para Uso de Animais — CEUA/Universidade Brasil, sob protocolo n°1900043.

Trata-se de uma pesquisa experimental, desenvolvida em uma propriedade rural localizada
em Fernanddpolis, Sdo Paulo, Brasil. Foram selecionados 15 leitbes, sem raca definida, com sete
dias de idade, pesando aproximadamente de 2,5kg, para realizacdo do tratamento e avalia¢do pos
castracdo. A metodologia para realizacdo dos tratamentos seguiu os padrdes sugeridos por Nunez
etal..!8

Os tratamentos foram divididos em 3 grupos de 5 animais:

A —aPDT + tratamento convencional;

B — PMB + tratamento convencional,

C — Tratamento convencional.
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A realizacdo das praticas ocorreu apenas no momento da castragdo, ou seja, 0s animais
receberam apenas uma irradiacao.

Ap0s arealizagdo dos procedimentos anestésicos dos animais, a regido em que foi realizada
a incisdo cirargica foi higienizada previamente com solucéo a base de iodo e seca com papel toalha,
seguido pela realizacdo da incisdo cirargica para remocdo dos testiculos. Todos estes
procedimentos foram realizados por medico veterinario responsavel pela propriedade. Em seguida
foram realizados os procedimentos referentes a pesquisa em questéo.

No grupo A, uma solucdo estoque do fotossensibilizador azul de metileno (Sigma-Aldrich,
USA) foi preparada em agua destilada na concentragdo de 1mM. Para a aplicacéo clinica a solugéo
foi diluida na proporc¢éo de 1:10 em &gua destilada até a concentracdo de 100uM. ApoOs a incisdo
cirtrgica e remocdo dos testiculos, a solucdo foi aplicada de forma topica sobre a lesdo até cobri-
la totalmente. O fotossensibilizador foi usado pelo tempo de 3 minutos sobre a area a fim de corar
todas as células microbianas, e em seguida a regido foi irradiada com laser seguindo 0 mesmo
método aplicado no grupo B. Apos a irradiacao foi realizado o tratamento convencional (aplicacdo
topica de anti-hemorragico e repelente).

No grupo B, a regiéo foi irradiada com laser de diodo (Therapy EC -DMC Equipamentos,
Séo Carlos Brasil), com poténcia de 100mW, comprimento de onda de 660nm e tempo de
exposicdo de 30 segundos a cada 1cm? de area a ser tratada. A energia entregue nesses parametros
foi de 3J, com fluéncia de 105J/cm. Apos a irradiacéo foi realizado o tratamento convencional.

O grupo C foi composto por animais que receberam apenas o tratamento convencional
realizado a critério do médico veterinario responsavel pelo atendimento cirargico. Foi aplicado
sobre a lesdo farmaco anti-hemorragico e repelente.

Todos os animais passaram por avaliacao clinica diaria por um periodo de 15 dias pés
procedimento cirargico. Os mesmos, independentemente do tratamento, foram mantidos em baias
e receberam alimentacao no cocho.

As lesdes foram fotografadas diariamente com distancia padrdo e acompanhadas por uma
régua para garantia da escala das imagens. Estas imagens foram analisadas com auxilio do software
Image J para verificar taxa de reducdo da lesdo em funcéo do tempo de anélise.

Os dados dentro de cada grupo e periodo foram analisados pelo programa SAS, por meio
de analise de variancia (ANOVA), utilizando a ferramenta PROC ANOVA. Quando apresentou
significancia estatistica, foi aplicado o teste de média de Student-Newman-Keuls (SNK) a uma
significancia de P<0,05.

16
DOI: https://doi.org/10.63021/issn.2965-8845.vin1a2023.125 v.1|n.1]2023



ARTIGO CIENTIFICO

Revista Vida: Ciéncias da Vida (VICV)

UB

@

UNIVERSIDADE
BRASIL

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a realizacdo do experimento, nenhum animal veio a Obito, assim, pode-se
fotografar a evolucédo da cicatrizacéo das feridas cirargicas de todos os participantes da pesquisa.
Os resultados referentes as medidas calculadas pelo software Image J que verificou a taxa de

reducdo da lesdo em funcdo do tempo de analise, estdo expressas na Tabela 1.

Tabela 1. Taxa de reducdo da lesdo (em mm) em funcdo do tempo de analise calculadas pelo
software Image J dos Grupos A, Be C

GRUPO DO D2 D4 D6 D8 D10
A | 0.382 0.282 0.027 0.030 0.015 0.008
A | 0.596 0.496 0.043 0.041 0.022 0.001
A | 0.464 0.364 0.031 0.027 0.015 0.003
A 0.398 0.298 0.157 0.100 0.030 0.006
A | 0473 0.373 0.037 0.019 0.009 0.002
B | 0.702 0.602 0.524 0.227 0.030 0.012
B | 0.701 0.601 0.402 0.197 0.073 0.017
B| 0.299 0.199 0.123 0.087 0.058 0.013
B | 0.540 0.440 0.220 0.082 0.032 0.015
B | 0.180 0.080 0.068 0.050 0.013 0.012
C | 0.310 0.210 0.137 0.104 0.068 0.042
C | 0.529 0.429 0.282 0.165 0.059 0.053
C| 0416 0.316 0.276 0.126 0.100 0.054
C| 0424 0.324 0.143 0.122 0.121 0.068
C| 0454 0.354 0.237 0.141 0.138 0.069

Fonte: Autoria propria

A evolucdo das lesdes cirargicas nos dias 2, 4, 6, 8 and 10, respectivamente, estdo
ilustradas nas Figuras 1 (Grupo A), Figura 2 (Grupo B), e Figura 3 (Grupo C).
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Figura 1. Grupo A. Tratamento com aPDT, monitoradas nos dias 2,4,6,8 e 10 ap6s procedimento

cirargico

Fonte: Autoria prépria

Figura 2. Grupo B. Tratamento com PBM, monitoradas nos dias 2,4,6,8 e 10 ap6s procedimento

cirargico

Fonte: Autoria prépria
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Figura 3. Grupo C. Tratamento convencional, monitoradas nos dias 2,4,6,8 e 10 apos

procedimento cirdrgico

Fonte: Autoria prépria

Quando realizou-se a analise estatistica dos dados, 0S mesmos apresentaram

comportamentos diferentes durante o periodo avaliado (Figura 4).

Figura 4. Distribuicdo dos dados de acordo com a medida da ferida cirurgica nos dias 0, 2,4,6,8 e
10 pds procedimento cirargico
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Fonte: Autoria propria

Nota-se na Figura 4, que o tamanho inicial da incisdo sofreu pouca alteragéo entre os
grupos. Por ter sido utilizado para este projeto um procedimento cirurgico de rotina de uma
propriedade, a incisdo ndo pode ser padronizada pois as mesmas eram executadas de acordo com
o0 tamanho do testiculo dos animais, por isso foram selecionados leitbes de 7 dias de idade, pesando

cerca de 2,5 kg.
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Quando aplicado o teste de média de Student-Newman-Keuls (SNK), com nivel de

significancia de P<0,05, os resultados estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Analise das médias dos tratamentos em funcao do tempo de cicatrizagdo das feridas

cirurgicas.
GRUPO DO D2 D4 D6 D8 D10
A 046+0,1 036:0.1 0,059+0,05a 0.043£0.03a  018+0.01a 0,004+0,002a
B 0,48+0,2 0,38+0.2 0,267+0.19p 0.128+0.07b (0 041+0.02ab 0,014+0,002b
C 0,42¢0.1 0,3240.1 0,215+0.07ab 0.131£0.02b  (0974+0.030  0,057+0,01c
Valor P 0,834 0,834 0,048 0,028 0,001 0,001

Fonte: Autoria propria

A partir do D4, observa-se a diferenca estatistica entre 0s grupos, onde o tratamento com
aPDT destacou-se. Segundo Silva et al.'®, quando se trabalha com a fotobiomodulagdo associada
a um fotossensibilizador, é possivel obter efeito antimicrobiano, sendo este um adjuvante no
processo de reparacéo tecidual.

O uso da aPDT ja foi relatada em outros estudos com resultados satisfatorios como o desta
pesquisa. Sellera et al.?, constataram que queimaduras provocadas pela mochagdo com ferro
quente em bezerros e que foram tratadas por meio da aPDT apresentaram cicatrizagdo mais rapida,
e ndo tiveram actimulo de secre¢do purulenta e sinais de inflamacdo. Hamblin et al.?* detectaram
a diminuicdo do tempo de cicatrizacdo em feridas cirargicas em camundongos e infectadas com
Pseudomonas aeruginosa pos-tratamento com aPDT. Gomes et al.1° também citaram a evidéncia
clinica positiva com o tratamento in vivo de animais com a aPDT. O referido tratamento foi
realizado em lesbes podais, e ficou clara a diminuicdo nos indices do escore de claudicacdo das
vacas obtidos independentemente da leséo incidente antes e depois do tratamento.

A aPDT é uma alternativa que esta sendo utilizada para inativacdo de microrganismos. A
principal vantagem da técnica é a acdo local e instantdnea, além de ndo produzir residuos
metabdlicos que poderiam contaminar os alimentos de origem animal, ndo provocar reagdes
adversas e pode ser utilizada em substituicdo a antibioticoterapia quando for conveniente??.

O uso de fotobiomodulagdo de baixa poténcia acelerou o processo de cicatrizagdo das
feridas cirurgicas de castracao nos leitdes nesta pesquisa. Este fato ficou evidente quando avaliou-
se 0 D10, pois é clara a melhora da cicatriza¢do provocada quando utilizado o tratamento A e B,

com relacdo ao tratamento convencional (Grupo C).
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Outras pesquisas ja haviam demonstrado a a¢do positiva do uso da fotobiomodulacdo na
aceleracdo da regeneracao tecidual corroborando com os dados encontrados nesse estudo.
Marques®, relatou o potencial efeito estimulador da cicatrizacdo quando fez uso de
fotobiomodulacdo em ferida de um equino. Chagas et al** demonstraram que o uso de
fotobiomodulagéo, na densidade de energia 3 joules, apresentou efeito positivo na cicatrizacao,
evitando formacdo de necrose nas bordas da ferida, assim como os estudos de Rocha Junior et
al.?®, e Gul et al.?.

Silva et al.?’, consideraram satisfatorio o protocolo de fotobiomodulacéo de baixa poténcia
para cicatrizacdo de ferida dermatolégica em cdo, pois o tratamento estimulou o processo de
cicatrizacdo da ferida, o controle da infeccdo local, a sintese e deposicdo de colageno, a
revascularizacdo e a contragéo total da ferida.

A acdo eficaz do laser de baixa poténcia ocorre devido ao aumento da vascularizacdo local
induzida pelo mesmo, o que provoca aumento do fornecimento de nutrientes e oxigénio no local
da lesdo. Além disso, ocorre o estimulo a cicatrizacdo, por meio da influéncia positiva na
proliferacdo celular, incluindo dos fibroblastos, permitindo que a recuperacéo tecidual ocorra de
forma mais rapida e organizada.?%®

A fotobiomodulacéo e terapia fotodindmica possui baixo custo de execucdo, além de ter
grande penetracéo nos tecidos biolégicos.?® Desta forma, estas técnicas alternativas consideradas
pouco invasivas e onerosas, e além disso, ausentes de possiveis efeitos de resisténcia microbiana
e de residuos em produtos de origem animal, podem vir a se destacar como auxiliares nos

tratamentos de importantes enfermidades que acometam a producéo e o bem-estar animal.

4 CONCLUSAO

De acordo com os dados obtidos na pesquisa concluiu-se que as feridas cirdrgicas tratadas
com aPDT apresentaram melhor evolucdo do processo de cicatrizagdo comparada com o
tratamento convencional a partir do 4° dia ap6s castracao. Este fato possivelmente esta relacionado
ao uso do agente fotossensibilizador (Azul de Metileno), que em contato com a luz do laser
apresenta caracteristicas antimicrobianas. Além disso, o uso de fotobiomodula¢do também se
mostrou eficaz perante o tratamento convencional no 10° dia pds procedimento cirdrgico.

Métodos alternativos de auxilio a aceleracdo da cicatriza¢do de feridas sdo extremamente
desejados para melhorar o tratamento de doencas e até mesmo de recuperacao pés cirdrgica, por

isso, sugere-se 0 uso da aPDT ou fotobiomodulacdo para estes fins, j& que as mesmas
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demonstraram tragos positivos no processo de cicatrizacdo na lesdo cirurgica de castragdo em

leitOes.
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