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RESUMO 

A cicatrização é o processo responsável por restaurar a integridade das estruturas internas ou 

externas do corpo quando há uma ruptura dos mesmos. A fotobiomodulação (FBM) se destaca 

como um dos recursos mais eficientes no tratamento de lesões epiteliais, assim como o ácido 

hialurônico (AH), que vem se destacando como uma nova molécula para o tratamento de lesões 

dérmicas e epidérmicas. A aplicação biológica das nanopartículas de ouro (GNPs) demonstram 

resultados promissores, devido à sua facilidade na permeabilidade celular e alta capacidade de 

aumentar o potencial terapêutico das drogas, alterando a farmacocinética, a biodistribuição ou 

absorção celular, além de propriedade antioxidante e anti-inflamatória, em modelos de lesão 

tecidual. Esse estudo teve como objetivo investigar os possíveis efeitos anti-inflamatórios e 

antioxidantes da associação entre FBM e o AH ligado a GNPs em modelo de lesão epitelial. Foram 

utilizados 50 ratos Wistar distribuídos randomicamente nos seguintes grupos: Grupo Lesão 

Epitelial (LE); (LE+FBM); (LE+FBM+AH); (LE+FBM+GNP); (LE+FBM+GNP-AH). Os animais 

foram anestesiados, em seguida tricotomizados e induzidos a uma incisão cirúrgica na região 

dorsal. O tratamento tópico com AH (0,9%) e/ou GNP (30mg/L) ocorreu diariamente associado 

com a irradiação do laser 904 nm, dose de 5 J/ cm², o qual teve início 24 horas após a lesão e foi 

realizado diariamente até o sétimo dia. Para a análise da redução do tamanho da ferida foram 

realizadas imagens digitais e posteriormente analisadas pelo software IMAGEJ. Avaliou-se os 

níveis de citocinas pró-inflamatórias, anti-inflamatórias e fatores de crescimento além disso, 

avaliou-se parâmetros de estresse oxidativo, análise histológica através do infiltrado inflamatório, 

fibroblastos, novos vasos e área de produção de colágeno. Nos resultados notou-se uma redução 

da área das feridas, acompanhada de diminuição nos grupos tratados dos níveis de citocinas pró-

inflamatórias e aumento das anti-inflamatórias. Os níveis de TGF-β e FGF também aumentaram 

nos grupos tratados, principalmente quando se tratava do grupo com terapia combinada (LE + 

FBM + GNP-AH). Em relação aos parâmetros de estresse oxidativo os níveis de MPO, DCF e 

Nitrito diminuíram nos grupos tratados quando comparados ao controle, assim como o dano 

oxidativo (Carbonil e grupamentos Tióis). Ao contrário da defesa antioxidante teve um aumento 

dos grupos com as devidas terapias propostas. Por fim foi analisado cortes histológicos onde o 

infiltrado inflamatório foi menor no grupo LE + FBM + GNP-AH. O número de fibroblastos foi maior 

nos grupos ratados com FBM e FBM + AH, já a produção de colágeno que esteve maior em todos 

os grupos tratados. Tomados em conjunto, esses resultados nos permitem observar que a 

combinação do FBM + GNPs-AH otimizou a secreção de citocinas anti-inflamatórias, fatores de 

crescimento de proliferação e diferenciação celular, transição para a fase crônica de maneira mais 

precoce, contribuindo para o processo de reparo.  

Palavras-chave: Feridas, Inflamação, Estresse oxidativo, Fotobiomodulação, Ácido Hialurônico, 

Nanopartículas de ouro.  
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ABSTRACT 

Healing is the process responsible for restoring the integrity of body's internal or external structures 

when they rupture. Photobiomodulation (FBM) stands out as one of the most efficient resources in 

the treatment of epithelial lesions, as well as hyaluronic acid (HA), which has been emerging as a 

new molecule for treatment of dermal and epidermal lesions. Biological application of gold 

nanoparticles (GNPs) have shown promising results, due to their ease in cellular permeability and 

high capacity to increase the therapeutic potential of drugs, altering pharmacokinetics, 

biodistribution or cellular absorption, as well as antioxidant and anti-inflammatory properties, in 

models of tissue injury. The objective of this study was to investigate the possible anti-inflammatory 

and antioxidant effects of the association between FBM and AH bound to GNPs in an epithelial 

lesion model. Wistar rats were randomly distributed in the following groups: Group epithelial lesion 

(LE); (LE+FBM); (LE+FBM+AH); (LE+FBM+GNP); (LE+FBM+GNP-AH), GNPs with concentration 

of 30 mg/L and AH of 0.9%. The animals were anesthetized, then trichotomized and induced to a 

surgical incision in the dorsal region. The topical treatment with HA and/or GNP occurred daily 

associated with irradiation of the laser 904 nm, dose of 5 J/cm², which started 24 hours after the 

injury and was performed daily until the seventh day. For the analysis of wound size reduction 

digital images were taken and later analyzed by IMAGEJ software. The levels of proinflammatory 

cytokines, anti-inflammatory and growth factors were evaluated. In addition, parameters of 

oxidative stress, histological analysis through inflammatory infiltrate, fibroblasts, new vessels and 

collagen production area were evaluated. Results showed a reduction in the area of the wounds, 

accompanied by a decrease in the treated groups of the levels of proinflammatory cytokines and 

an increase in anti-inflammatory ones. TGF-β and FGF levels also increased in treated groups, 

especially with the combination therapy group (LE + FBM + GNP-AH). In relation to oxidative stress 

parameters, MPO, DCF and Nitrite levels decreased in treated groups when compared to the 

control, as well as oxidative damage (Carbonil and Thiols groups). On the contrary the antioxidant 

defense had an increase of the groups with the appropriate therapies proposed. Finally, we 

analyzed histological sections where inflammatory infiltrate was lower in the LE + FBM + GNP-AH 

group. Number of fibroblasts was higher in the groups treated with FBM and FBM + AH, and the 

collagen production was higher in all treated groups. Taken together, these results allow us to 

observe that the combination of FBM + GNPs-AH optimized the secretion of anti-inflammatory 

cytokines, proliferation growth factors and cell differentiation, transition to the chronic phase earlier, 

contributing to the process of repair. 

Palavras-chave: Wound, Inflammation, Oxidative stress, Photobiomodulation, Hyaluronic acid, 

Gold nanoparticles.  
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Lesão Epitelial e Cicatrização 

 

A pele é o maior órgão do corpo, servindo principalmente como uma 

barreira protetora contra o meio ambiente. Também ajuda a prevenir a desidratação 

corporal e constitui uma barreira física, limitando a penetração de agentes 

potencialmente nocivos nos órgãos internos (Pereira et al., 2013). É dividida em três 

camadas, a epiderme, derme e hipoderme. A epiderme, a camada superficial, é 

composta principalmente de queratinócitos, mas também contém outros tipos de 

células, como as células de Langerhans e melanócitos, fornecendo uma barreira 

contra a infecção e perda de umidade (Jones et al., 2002; Metcalfe et al., 2007). A 

camada dérmica, situada abaixo da epiderme, é responsável pela elasticidade e 

integridade mecânica da pele. Contém matriz extracelular vascularizada (MEC) rica 

em colágeno, elastina e glicosaminoglicanos. Possui como componentes celulares 

fibroblastos, células endoteliais, células musculares lisas e mastócitos (Jones et al., 

2002; Supp e Bocy, 2005; Metcalfe et al., 2007). A hipoderme, localizada abaixo da 

derme, é composta principalmente de tecido adiposo e colágeno e atua principalmente 

como fonte de energia (Bottcher-Haberzeth et al., 2010; Metcalfe et al., 2007; 

Yildirimer et al., 2012).  

As feridas são caracterizadas por lesões geradas a partir da ruptura da 

integridade do tecido cutâneo (Baum e Arpey, 2005). Sendo a pele vulnerável a 

diferentes tipos de lesões, como queimaduras, feridas crônicas (úlceras), feridas 

agudas (cirúrgicas), tumores e outras condições dermatológicas (Dai et al., 2004; 

Groeber et al., 2011). O reparo dessas lesões inicia-se cerca 24 horas após a lesão, 

com a migração dos fibroblastos, num processo chamado de cicatrização de feridas, 

responsável por restaurar a integridade das estruturas internas ou externas do corpo 

(Sengupta et al., 2015). Em 3-5 dias, uma característica do processo de cura é o 

surgimento do tecido de granulação, com aparência histológica caracterizada pela 

proliferação de fibroblastos e por novos e delicados capilares de paredes finas 

(angiogênese) em MEC frouxa, frequentemente com células inflamatórias, 

principalmente neutrófilos, macrófagos, mastócitos e linfócitos, que servem como 

células efetoras imunológicas, bem como uma fonte de citocinas e fatores de 

crescimento (Gillitzer e Goebeler, 2001). A ativação destas células faz com que a 
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cicatrização seja executada através de uma ordem cronológica, como mostrado na 

figura 1 (Shaw e Martin, 2009), envolvendo a diferenciação, migração, proliferação e 

apoptose de vários tipos de células para se obter o melhor reparo tecidual possível 

(Bielefeld et al., 2013).  

A cicatrização é descrita como quatro estágios sobrepostos e precisamente 

coordenados: homeostase, inflamação, proliferação e remodelação. A homeostase 

inicia quando a barreira epidérmica é violada (Bousghton et al., 2006), tal hemostasia 

forma a resposta imediata à lesão e funciona para prevenir a perda de sangue no local 

da ferida. As plaquetas são essenciais à formação do tampão hemostático, secretam 

múltiplos mediadores, incluindo fatores de crescimento liberados na área lesada, 

como o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento de 

transformação-β (TGF-β), fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de 

crescimento de transformação-α (TGF-α) e o fator de crescimento do endotélio 

vascular (VEGF), além de glicoproteínas de adesão como a fibronectina e 

trombospondina, que são importantes constituintes da matriz extracelular (Dvorak et 

al., 2002; Park et al., 2004).A lesão vascular inicia uma cascata de eventos que 

termina na coagulação e abrange a constrição vascular, a agregação, degranulação 

de plaquetas e, finalmente, a formação de um coágulo de fibrina (Clark, 1996; Guo e 

Dipietro, 2010; Schultz et al., 2011). O coágulo de fibrina também atua como uma 

matriz provisória para a migração inicial de células inflamatórias para a ferida. 

A fase inflamatória inicia logo após a lesão tecidual com a vasodilatação e 

aumento da permeabilidade vascular, promovendo a quimiotaxia de neutrófilos, sendo 

essas, as primeiras células responsáveis pela resposta inflamatória a chegarem ao 

tecido lesado, seguidos por monócitos e linfócitos. Essas células inflamatórias são 

atraídas para o local da lesão por citocinas, incluindo TGFβ e fator de crescimento 

derivado de plaquetas (PDGF) (Singer e Clark, 1999; Guo e Dipietro, 2010). Os 

neutrófilos aderem à parede do endotélio mediante ligação com as selectinas 

(receptores de membrana), auxiliam na limpeza da área lesada produzindo radicais 

livres que são essenciais para proteger o organismo contra bactérias invasoras e 

outros microrganismos (Silva et al., 2010). É durante a fase inflamatória que ocorre a 

maior produção de Espécies Reativas de Oxigênio (ERO) através da bomba 

respiratória, estimulada pela migração de neutrófilos e macrófagos. Adicionalmente, 

os fibroblastos também secretam ERO quando são estimulados por citocinas pró-
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inflamatórias como IL-1β e TNF-α e fatores de crescimento como EGF e PDGF (Kanta 

et al., 2011). 

Os macrófagos migram para a ferida de 48 a 96 horas após a lesão, essa 

migração celular tem papel fundamental no término do desbridamento iniciado pelos 

neutrófilos e sua maior contribuição é a secreção de citocinas e fatores de 

crescimento, além de contribuírem para angiogênese, fibroplasia e síntese de matriz 

extracelular, fundamentais para a transição na fase proliferativa (Broughton et al., 

2006). O término da liberação de citocinas pró-inflamatórias acontece cerca de 4 dias 

após a lesão, inicia-se o processo de reparo, nesta etapa temos liberação de citocinas 

anti-inflamatórias (interleucina-10/ IL-10 e Interleucina/ IL-4).Enquanto os macrófagos 

fagocitam organismos estranhos, partículas e neutrófilos mortos, eles também liberam 

TGFβ e outras citocinas, como interleucinas (IL-1β e IL-6) e o TNF-,que possuem 

um papel importante como parte do mecanismo de recuperação/reparo do tecido, 

além de estimular o movimento de fibroblastos e células epiteliais para a ferida 

iniciando a fase proliferativa (Singer e Clark, 1999; Mahdavian Delavary et al., 2011).  

A fase proliferativa ou de granulação, é caracterizada pela reepitelização 

da epiderme e pelo reparo da camada dérmica ou mesenquimal subjacente. Ocorre 

em quatro etapas fundamentais: epitelização, angiogênese, formação de tecido de 

granulação e deposição de colágeno. Inicia quatro dias após a lesão, e se estende até 

o término da segunda semana. A derme é restaurada por fibroblastos invasores e 

proliferantes que sintetizam e secretam proteínas da matriz extracelular embrionária 

e também liberam fatores de crescimento como TGF-β1 (Clark, 1990; Clark, 1996; 

Leask e Abraham, 2004). A angiogênese é estimulada pelo TNF-α e é caracterizada 

pela migração de células endoteliais e formação de capilares, essenciais para a 

cicatrização adequada. Inicialmente as células endoteliais migram para a área ferida, 

a seguir ocorre proliferação dessas células, acesso para as células responsáveis 

pelas próximas fases (Mandelbaum et al., 2003).  

Durante a fase proliferativa do reparo da ferida, os fibroblastos produzem 

elastina, fibronectina, glicosaminoglicana e proteases, estas responsáveis pelo 

desbridamento e remodelamento fisiológico (Van, 1967). A parte final da fase 

proliferativa é a formação de tecido de granulação. Os fibroblastos dos tecidos 

vizinhos migram para a ferida, porém precisam ser ativados para sair de seu estado 

de quiescência (Li et al., 2005). O fator de crescimento mais importante na proliferação 

e ativação dos fibroblastos é o PDGF, em seguida é liberado o TGF-β, que estimula 
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os fibroblastos a produzirem colágeno do tipo I e a transformar-se em miofibroblastos, 

que promovem a contração da ferida (Barrientos et al., 2008). 

Na fase de maturação ou remodelamento, ocorre a deposição de colágeno 

de forma organizada. O colágeno que é produzido de forma inicial apresenta 

espessura com menor diâmetro do que o colágeno existente na pele normal. Durante 

a fase de remodelação, a formação de tecido de granulação cessa, devido a apoptose 

das células responsáveis (Mandelbaum et al., 2003; Profyris et al., 2012). Com a 

maturação da ferida, a composição da matriz extracelular sofre alterações. O colágeno 

tipo III depositado durante a fase proliferativa é lentamente degradado e substituído 

por colágeno mais forte, tipo I. Este tipo de colágeno é orientado como pequenos 

feixes paralelos, que diferem drasticamente da orientação tecidual do colágeno 

presente na derme normal. Em direção aos estágios finais da cicatrização, a ferida 

sofre uma resposta contrátil através da ação dos miofibroblastos. Em virtude de seus 

múltiplos pontos de ligação ao colágeno, essas células ricas em actina contraem e 

reduzem a área da superfície da cicatriz (Gurtner, 2007). O sucesso do reparo tecidual 

ocorrerá quando houver equilíbrio entre a síntese e lise da antiga e da nova matriz 

(Lorena D et al., 2002).  

 

Figura 1: Fases do processo de reparo da pele. O processo de cicatrização de feridas é tipicamente 

descrito como a sucessão de três fases sobrepostas: inflamação, formação de tecido (ou fase de 
proliferação) e remodelação do tecido. (Fonte: Adaptado de Rittié, 2016).  
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1.2 Laser de Baixa Potência e Fotobiomodulação 

 

O desenvolvimento de abordagens cada vez mais eficientes para o reparo 

tecidual vem sendo muito estudado, ocorrendo assim a minimização dos fatores que 

retardam ou impedem o processo de cicatrização (Guo e Dipietro, 2010). A 

laserterapia de baixa potência é uma denominação genérica que define a aplicação 

terapêutica de lasers e diodos superluminosos monocromáticos de intensidade 

relativamente baixa, para tratamento de afecções e lesões, geralmente consideradas 

demasiadamente baixas para que não efetuem qualquer aquecimento detectável dos 

tecidos irradiados (Kitchen e Bazin, 1998; Dall Agnol et al., 2009; Medeiros et al., 

2010). A terapia de fotobiooduação é uma intervenção não farmacológica, que 

consiste em aplicar uma forma de luz não ionizada, a qual inclui laser (amplificação 

de luz por emissão estimulada de radiação), diodos emissores de luz e outras luzes 

com um espectro mais amplo que varia de visível a infravermelho (Anders et al., 2015). 

A FBM é utilizada por profissionais como dentistas e acupunturistas, por 

acelerar a cicatrização e reduzir a dor e inflamação. O primeiro estudo sobre o uso do 

laser em tecido mole foi realizado por Mester et al. (1971). A FBM é utilizada no 

tratamento de lesões dérmicas como feridas e úlceras, situações pós-cirúrgicas, 

contusões musculares, artrite crônica, dermatose, situações de isquemia, dor crônica, 

entre outras (Lins et al., 2010). Na prática clínica de lesões musculares, o uso do LBP 

teve seu início mais recente em relação ao uso em lesões dérmicas, mas os resultados 

vêm mostrando efeitos satisfatórios na aceleração da cicatrização desses tipos de 

lesões (Karu et al., 1998; Tunér e Hode, 2010). 

A FBM se destaca como um dos recursos mais eficientes no tratamento de 

lesões epiteliais. Não produz calor uma vez que ocorre a incidência do seu feixe de 

luz sobre a pele, isto é, a energia dos fótons absorvidos não é transformada em calor, 

mas sim em efeitos fotoquímicos, fotofísicos e/ou fotobiológicos (Karu, 1999). Assim, 

em nível celular, A FBM induz alterações bioquímicas, bioelétricas e bioenergéticas. 

Seus efeitos podem ser observados no comportamento dos linfócitos aumentando sua 

proliferação e ativação; nos macrófagos com aumento da fagocitose; e nos 

fibroblastos aumentando a secreção de fatores de crescimento e aumentando a 

absorção tanto de fibrina como colágeno (Andrade, 2014). A absorção molecular da 

luz do laser permite um aumento no metabolismo celular caracterizado pela 

estimulação de fotorreceptores ou aceptores de elétrons na cadeia respiratória 
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mitocondrial, alterações nas concentrações de ATP celular, liberação de fatores de 

crescimento e síntese de colágeno (Wong-Riley et al., 2005). 

Alguns estudos têm sugerido que a mitocôndria é o principal alvo do laser 

em tecido epitelial (Eels, 2004; Silveira et al., 2007; Gupta et al., 2011). Outros estudos 

destacam a importância da FBM na regeneração muscular (Shefer et al., 2001; 

Silveira et al., 2009; Baptista et al., 2011; Silva et al., 2011). A proteína citocromo c 

oxidase (polipeptídio do complexo IV da cadeia respiratória) é um cromóforo que tem 

propriedades de absorver a luz irradiada de um determinado comprimento de onda 

(Karu et al., 2004; Karu et al., 2008; Santana-Blank et al., 2010). O aumento na 

atividade enzimática desta proteína após irradiação com LBP tem sido demonstrado 

em vários estudos, bem como um aumento na síntese de ATP após irradiação de 

mitocôndrias isoladas (Yu et al., 1997; Santana-Blank et al., 2010; Karu, 2010; Chen 

et al., 2011).  

 

Figura 2: Possível mecanismo de ação do laser na mitocôndria. Moléculas com cobre em sua 
composição são excitadas pelo laser, dessa maneira aumentam a taxa de transferência de 
elétrons do citocromo c oxidase (Adaptado de Karu, 1999). 

 

As moléculas que possuem cobre em sua composição no complexo IV da 

cadeia respiratória, CuA e CuB, são considerados como fotoaceptores, podendo ser 

oxidados ou reduzidos e assim aumentar a taxa de transferência de elétrons do 

citocromo c oxidase (Karu, 1999) (Figura 2). Uma das vias de sinalização do LBP 

estaria ligada a excitação da molécula fotoaceptora, que parece estimular o 

metabolismo celular através de cascatas de reações de sinalização celular ou 

sinalização mitocondrial retrógrada. A sinalização retrógrada (oposta ao caminho 
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comum), leva informações do núcleo e do citoplasma para a mitocôndria. Assim, a 

sinalização retrógrada envia informações de volta ao núcleo sobre mudanças no 

estado funcional da mitocôndria (Karu, 2008). Uma destas cascatas envolve a 

dissociação do óxido nítrico do centro catalítico do citocromo c oxidase onde age como 

um inibidor. Quando a atividade da enzima é reduzida pela irradiação com LBP, o 

óxido nítrico dissocia-se do centro catalítico, e esse evento poderia transitoriamente 

diminuir essa inibição (Karu, 2010). 

O aumento na concentração de ATP no tecido irradiado seria a outra via de 

sinalização ativada pelo laser a partir da mitocôndria. Em músculo esquelético após 

irradiação com diferentes comprimentos de onda, mostrou aumento na produção de 

ATP em mitocôndrias isoladas (Yu et al., 1997; Tafur et al., 2008; Gao e Xing, 2009). 

O ATP, a moeda energética celular, é essencial para a homeostasia celular, e sabe-

se que pequenas mudanças nas suas concentrações podem resultar em alterações 

significativas no metabolismo celular (Baratto et al., 2010). 

A aplicação do laser no tecido lesado também parece modular o processo 

inflamatório. A redução na densidade das células inflamatórias como neutrófilos e 

macrófagos nos tecidos epitelial e muscular lesionados foi demonstrada após 

irradiação com laser de baixa potência em ratos Wistar (Vinha et al., 2011; Mesquita-

Ferrari et al., 2011). Há estudos que mostram diminuição da produção de ERO na fase 

aguda da lesão muscular e epitelial, após uso da laserterapia. Isso se deve 

principalmente por acelerar o processo inflamatório e assim diminuir a exposição 

celular a ERO. Outra característica é a diminuição da ativação do fator de transcrição 

fator nuclear kappa B (NF-ĸB) e citocinas pró-inflamatórias como IL-1β, IL-6, TNF-α e 

IFN-γ como também aumento na IL-10 que é anti-inflamatória (Pires et al., 2012; 

Basso et al., 2012). Os efeitos anti-inflamatórios exercidos pelo laser parecem ocorrer 

através de aceleração de microcirculação resultando em mudanças na pressão 

hidrostática capilar com reabsorção do edema e eliminação do acúmulo de 

metabólitos intermediários da inflamação (Da Silva et al., 2010). 

1.3 Ácido Hialurônico (AH) 

 

O ácido hialurônico (AH) vem se destacando como uma nova tecnologia 

para o tratamento de lesões dérmicas e epidérmicas (Longinotti, 2014). Um polímero 

natural da família dos glicosaminoglicanos (GAGs) e consiste de uma unidade básicas 
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de dois açúcares, ácido glucurônico e N-acetilglucosamina. Componente importante 

da matriz extracelular, presente em altas concentrações na cartilagem e no líquido 

sinovial (Neuman et al., 2015), nas articulações, tendões, bainhas, além da pleura e 

pericárdio. Está presente ainda em tecidos diversos, tais como a pele, onde está 

localizado a sua maior concentração (Salwowska et al., 2016).  

As propriedades higroscópicas e viscoelásticas do AH e seus derivados 

desempenham um papel vital no processo de cicatrização de feridas, pois este 

lubrifica as células do corpo (Necas et al., 2008), uma vez que é fortemente 

encontrado na matriz extracelular, a qual se liga à água formando um reservatório de 

água na derme (Dicker et al., 2014). Devido aos seus efeitos anti-inflamatórios, 

lubrificante articular e anti-adesivo celular, tem diversas aplicações clínicas, incluindo 

injeção intra-articular para osteoartrose, aumento de tecido mole em tratamentos 

estéticos (Friedman, 2002), cicatrização de feridas, e prevenção de aderências após 

cirurgias (Zeng et al., 2007). 

O AH possui a função de estimular o desenvolvimento de fibrina, a atividade 

fagocitária, a mobilidade dos neutrófilos, dos macrófagos e a liberação de fatores 

quimiotáxicos (migração) para os fibroblastos, que contribuem durante a fase de 

granulação para cicatrização de feridas (Anderson, 2001; Tammi e Tammi, 2004). 

Enquanto os fibroblastos são responsáveis por sintetizar o AH presente na matriz 

extracelular, o CD44 trabalha como o principal receptor de AH. Desta maneira irá 

ocorrer a regulação do crescimento celular, diferenciação, aderência e síntese de 

colágeno (Nawratet al., 2005). 

Quando o AH liga-se ao seu receptor CD44, afeta diretamente a função 

celular e regula positivamente a expressão do fator de crescimento semelhante à 

insulina I (IGF-I), importante fator de crescimento estimulante de colágeno (Aruffo et 

al., 1990; Noble et al 1993), nas células endoteliais este mecanismo contribui para a 

estimulação da produção de colágeno (Rooney et al., 1993). Entre as ações do ácido 

hialurônico temos os efeitos antiinflamatório, através da diminuição da expressão 

gênica de citocinas, produção de prostaglandinas e concentração intra-articular de 

metaloproteinases, estabilização da matriz cartilaginosa, proliferação de condrócitos, 

aumento da produção de colágeno tipo II e sua diminuição da degradação 

(Conrozieret al., 2009; Pavelka e Uebelhart, 2011), além de estimular a síntese de 

componentes da matriz de cartilagem e inibir enzimas condro-degenerativas, 

reduzindo o processo inflamatório (Ye et al., 2018). 
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1.4 Nanopartículas de Ouro (GNPs) 

 

Outra abordagem que vem sendo utilizada na parte experimental como 

agente antioxidante e anti-inflamatório são as nanopartículas de ouro (GNPs). A 

nanotecnologia é um campo em desenvolvimento e possui um enorme potencial para 

impactar positivamente no sistema de saúde. Importantes aplicações da 

nanotecnologia estão sendo empregadas na área da saúde e o conhecimento básico 

da interação dos nanomateriais com as células e suas consequências biológicas estão 

começando a evoluir (Bhattacharya, 2008; Arvizo et al., 2012).  

Vários métodos estão disponíveis para a síntese de nanopartículas com 

tamanho controlado e morfologia que permite o aprisionamento de uma ampla 

variedade de moléculas bioativas e sua liberação controlada (Malam et al., 2009; Ahn 

et al., 2013). Atualmente, as GNPs são amplamente utilizadas para a distribuição de 

várias moléculas bioativas melhorando a eficiência do fármaco, devido a sua 

distribuição direcionada, toxicidade reduzida e captação aumentada. A utilização das 

nanopartículas no campo biomédico tem demonstrado interesse devido à sua 

estabilidade química; facilidade de síntese e processo de fabricação; 

biocompatibilidade genuína e não interferência com outros biomateriais; 

bioconjugação de superfície com sondas moleculares; propriedades ópticas 

marcantes e baixa citotoxidade (Shukla et al., 2005; Kim et al., 2010; Arunachalam et 

al., 2014). As mesmas são consideradas excelentes carreadoras de proteínas e 

biomoléculas, sendo que quanto mais distribuída, melhor a sua ação terapêutica 

(Ghosh et al., 2017). 

As GNPs vêm sendo utilizadas no tratamento de diferentes doenças devido 

às suas capacidades antioxidante e anti-inflamatória em modelos de lesão tecidual 

(Victor, 2012). Seu feito anti-inflamatório foi demonstrado através da aplicação de gel 

de diclofenaco de dieltilamonio associado às GNPs em uma lesão tendínea onde 

ocorreu um sinergismo entre os mesmos e pela aplicação via iontoforese, ocorrendo 

diminuição dos níveis de IL-6 e TNF-α (Dohnert, 2012). Um trabalho realizado pela 

primeira vez por Sumbayev et al. (2013), demostrou que a nanopartículas de ouro 

estabilizadas por citrato diminuíram, de maneira dependente do tamanho, a resposta 

celular induzida por IL-1β in vitro e in vivo. O estudo mostrou sua capacidade de 

interagir fisicamente com IL-1β e dessa maneira consegue neutralizar a sua ligação 

com seu receptor de membrana inibindo sua cascata de sinalização. 
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As GNPs tornam-se agentes antioxidantes fortes e desempenham um 

papel importante na cicatrização de feridas (Li, 2015). Num estudo recente, investigou-

se o efeito de nanopartículas de ouro na terapia de Laser de baixa potência (LBP) no 

processo de cicatrização de feridas. O grupo de ratos submetidos a GNPs com LBP 

mostrou uma aceleração significativa do fechamento da ferida em comparação com 

outros grupos. Os resultados histológicos indicam que o grupo GNPs e LBP é mais 

eficaz na estimulação da angiogênese e desencadeia a resposta inflamatória em 

estágio inicial (Lau et al., 2017). Em outro estudo, Akturk et al. (2016) avaliou um novo 

nanocomposto de nanopartículas de colágeno/ouro como um potencial biomaterial de 

cicatrização de feridas cutâneas. Avaliou-se suas propriedades estruturais e 

morfológicas, biocompatibilidade in vitro e efeitos in vivo como indução ou inibição das 

respostas inflamatórias, influenciando o fechamento da ferida e sua possível 

contribuição para o aumento da reepitelização, neovascularização e formação de 

tecido de granulação.  

De acordo com Barathmanikanth (2010) as nanopartículas de ouro também 

inibem a formação de espécies reativas de oxigênio, agindo como antioxidante. 

Segundo a estudo realizado por Kim et al. (2015) a aplicação tópica de GNPs acelera 

significativamente os processos de cicatrização desempenhando aumento 

significativo da expressão do colágeno, VEGF, além de outros fatores, ocorrendo o 

fechamento da ferida quatro vezes mais rápido no que nos demais grupos. 

Considerando que a atuação conjunta das abordagens descritas na 

otimização da cicatrização cutânea ainda não foi avaliada, o objetivo do presente 

estudo foi investigar os possíveis efeitos anti-inflamatórios da associação do FBM e 

AH-GNPs em um modelo de lesão epitelial animal. 
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2 OBJETIVO 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

 Investigar os efeitos da associação entre FBM e o AH ligado a GNPs em 

modelo de lesão epitelial.  

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

 Avaliar os efeitos da associação entre a FBM e o AH ligado a GNPs sobre a 

área (cm²) da ferida e quantificar a contração do tecido epitelial; 

 Avaliar os efeitos da associação entre FBM e o AH ligado a GNPs sobre os 

níveis proteicos de citocinas pró-inflamatórias, anti-inflamatórias e fatores de 

crescimento  (IL-1β, TNF-α, IL-4, IL-10,TGFβ e FGF); 

  Avaliar os efeitos da associação entre a FBM e o AH ligado a GNPs sobre a 

produção de oxidantes, sistema antioxidante e dano oxidativo em um modelo 

de lesão epitelial;  

 Avaliar os efeitos da associação entre o FBM e o AH ligado a GNPs sobre a 

resposta inflamatória e produção de colágeno através de análise histológica em 

um modelo de lesão epitelial;  
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3 METODOLOGIA 

3.1 Procedimentos Éticos 

 

 Este projeto foi submetido e aprovado pela Comissão Ética para Uso de 

Animais (CEUA) da Universidade do Extremo Sul Catarinense – UNESC sob protocolo  

nº 027/2018-1, tendo todos os procedimentos em conformidade com as diretrizes 

brasileiras para o uso de animais com propósitos científicos e didáticos (Lei 11.794, 

DOU 27/5/13, MCTI, p.7). 

 

3.2 Animais 

 

Foram utilizados 50 ratos Wistar com as seguintes características: 60 dias 

de vida, com peso entre 250-300 g, provindos da colônia de reprodução do Biotério 

da UNESC. Os animais foram agrupados em gaiolas específicas (Comprimento 30 cm 

x Largura 20 cm x Altura 13 cm), distribuídos em seis animais por caixa, colocados 

sobre estantes aos cuidados dos funcionários do Biotério. A temperatura do ambiente 

foi controlada entre 20 ±22 oC, ciclo claro-escuro 12/12h e com livre acesso. Os ratos 

foram alimentados com dieta padrão para roedores e água do sistema público de 

fornecimento (torneira) colocado em mamadeiras para roedores e ofertada ad libitum.  

Os animais foram distribuídos randomicamente em 5 grupos experimentais (n=10): 

 

  (LE) grupo lesão epitelial - sem tratamento local ou sistêmico;  

 (LE + FBM) lesão epitelial e tratamento com FBM 904nm e dose de 5 J/cm2;  

 (LE + FBM + AH) FBM + tratamento tópico com ácido hialurônico 0,9%;  

 (LE + FBM + GNP) FBM +tratamento tópico com GNPs de 20 nm [30 mg/L]; 

 (LE + FBM + GNP-AH) FBM + tratamento tópico com AH ligado a GNPs. 

 

3.3 Modelo de lesão epitelial 

 

O modelo de lesão epitelial foi induzido como descrito por Carvalho et al. 

(2006). Os animais foram anestesiados com isoflurano 4%. A região dorsal de cada 

animal foi tricotomizada, limpada e desinfetada com álcool 70%. A região medial-

dorsal, entre a linha infraescapular e a cauda, foi removida com uma incisão cirúrgica 
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de forma circular com diâmetro de aproximadamente 1 cm. As feridas foram uniformes 

em diâmetro, profundidade e localização.  

 

Figura 3 – Modelo de lesão epitelial. A imagem apresenta a lesão epitelial após incisão cirúrgica 
na região dorsal dos animais.   

3.4 Tratamento 

 

No estudo foi utilizado o laser AsGa com emissão pulsada (comprimento 

de onda 904 nm; potência de pico 70W; frequência 9.500 Hz; tempo de pulso 60 ns; 

tamanho do feixe de 0,10 cm²; densidade de força 0,4/cm² e dose de 5 J/cm2) da 

empresa Laserpulse-Ibramed (São Paulo, Brasil). A irradiação foi executada em cinco 

regiões distintas ao redor da ferida, com a caneta do laser perpendicular à pele numa 

distância de 0,5 cm por ponto, conforme é descrito por Morrone et al., (1998). A 

primeira sessão iniciou 24 horas após a lesão e foi realizada diariamente até o sétimo 

dia. O tratamento tópico foi realizado com AH (0,9%), GNP (30 mg/L) e GNP-AH onde 

adicionou-se sob agitação mecânica 0,9% de AH às GNPs a 500 rpm até formar o gel. 

O tratamento ocorreu diariamente durante uma semana com uma aplicação tópica 

diária, e logo após foi feita a irradiação do laser. A eficácia do protocolo foi avaliada 

após um período de cicatrização de 7 dias. Todos os animais foram anestesiados 

durante o tratamento com isoflurano 4% na forma inalatória para assegurar a 

imobilização e aplicação correta dos tratamentos.  
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Figura 4: Modelo de irradiação do laser. A figura exemplifica os pontos onde no tratamento foi 

irradiado o laser, em cinco regiões das bordas da ferida. (Adaptada de Cuttle et al., 2006). 

 

3.5 Eutanásia 

 

Os animais foram eutanasiados doze horas após a última aplicação do 

laser e do AH e/ou GNPs. A partir disso, a borda externa da ferida foi cirurgicamente 

removida e imediatamente processada e armazenada em freezer -70 ºC para posterior 

análise.   

 

3.6 Síntese e Caracterização de Nanopartículas de Ouro (GNPs) 

 

A síntese das nanopartículas foi realizada e cedida pelo grupo 

biotecnologia peptídica aplicada ao desenvolvimento de novo fármacos do professor 

Ricardo Andrez Machado de Ávila - laboratório de fisiopatologia experimental – 

UNESC. As GNPs de tamanhos médios de 20 nm foram sintetizadas como descrito 

por Turkevich et al. (1951) com pequenas modificações, a partir de redução química 

do precursor metálico ácido tetracloroáurico (HAuCl4) (Sigma-Aldrich, MO, EUA) com 

o agente redutor e estabilizante citrato de sódio (Na3C6H5O7.2H2O) (Nuclear, SP, 

Brasil). O controle dimensional das GNPs foi efetuado variando-se a concentração do 

agente redutor. Inicialmente, 100 mL de 0,50 mM de ácido tetracloroáurico, foram 

transferidos para um balão de fundo redondo, a solução aquecida até 90ºC e sob 

agitação a 700 rpm. Solução de citrato de sódio, previamente preparada, foi então 

adicionada, e o sistema foi mantido à temperatura descrita, agitando a 200 rpm 

durante 20 minutos. As soluções adquirem as colorações correspondentes a cada 
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tamanho de GNPs sintetizadas apresentando um pH de 5,8. Por conseguinte, o pH foi 

ajustado a pH fisiológico com solução tampão e, posteriormente, centrifugadas 

(13.000 rpm por 15 min), lavadas duas vezes com água ultrapura e, finalmente, 

disperso em solução salina onde a concentração da solução também foi ajustada.  

 

3.7 Análise do Tamanho das Feridas 

 

O método fotográfico é uma alternativa precisa para medir a área da ferida, 

sendo uma técnica apropriada para feridas limpas, contaminadas ou não. Imagens 

digitais das feridas foram feitas na resolução: 3264 x 2448 pixels e analisadas pelo 

software IMAGEJ ® 1.51. As imagens das lesões foram obtidas nos dias 0 e 7 do 

tratamento, para verificação visual da evolução do processo de cicatrização e 

mensuração do tamanho delas (área, comprimento e largura) calculando a variação 

das áreas das feridas neste período em cm2. Essas mensurações foram feitas pelo 

mesmo pesquisador, sendo realizadas 5 mensurações de cada ferida e utilizado o 

valor médio. 

 

3.8 Imunoensaio Enzimático 

 

 A fim de determinar-se a concentração de citocinas inflamatórias nos 

tecidos de interesse, foi realizado o Imunoensaio de imunoabsorbância enzimática - 

ELISA sanduiche indireto (DuoSet ELISA) utilizando amostras das estruturas 

avaliadas em duplicatas. As amostras foram primeiramente homogeneizadas em 

tampão de lise com inibidores de proteases, com o intuito de preservar o conteúdo 

proteico da amostra de interesse. Com as amostras devidamente preparadas, as 

placas de ELISA foram sensibilizadas com um anticorpo de captura específico 

(diluição 1:100), deixando overnight a 4 ºC. No dia posterior, as placas foram lavadas 

com tampão de lavagem (Tween 20 e NaCl), bloqueadas (ELISA / ELISPOT Diluent) 

e incubadas por uma hora a temperatura ambiente. As amostras dos tecidos de 

interesse foram então pipetadas em duplicata na placa (100 microlitros), sobre seus 

respectivos anticorpos de captura. Após duas horas de incubação, as placas 

passaram novamente pela etapa de lavagem, afim de remover-se as ligações 

inespecíficas. Posteriormente, adicionou-se o anticorpo de detecção, o qual se ligou 

aos antígenos da amostra formando assim um “sanduiche” de anticorpo e amostra. 
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Após período de incubação à temperatura ambiente e posterior etapa de lavagem, foi 

adicionado 100 microlitros de uma solução contendo uma enzima peroxidase (HRP). 

Sob esta solução, adicionou-se um substrato cromogênico, o Tetrametilbenzidina 

(TMB), a qual em presença da HRP emitiu uma coloração azul específica. Para parar 

esta reação, utilizou-se 50 microlitros por poço de ácido sulfúrico diluído. A 

concentração das citocinas inflamatórias (TNF-α, IL-1β, IL-4, IL-10) e fatores de 

crescimento (TGF-β e FGF) foram determinadas via leitura da absorbância (450 nm) 

em espectrofotômetro (BIO-RAD, 680). 

 

3.9 Ensaios 

 

3.9.1 Determinação intracelular de ROS e óxido nitrico  

 

3.9.1.1 Diclorofluoresceína  DCFHDA 

 

A produção de hidroperóxidos foi determinada pela formação intracelular 

de 2',7'diclorofluoresceína (DCFHDA) a part ir da oxidação do diacetato de 

2’,7’diclorodihidrofluoresceína (DCFHDA) por ROS de acordo com o método descrito 

anteriormente por Dong (2010), com algumas modificações.  

 

3.9.1.2 Indicador da Formação de Óxido Nítrico (NO) 

 

A produção de NO foi avaliada espectrofotometricamente através do 

metabólito estável nitrito. Para mensurar o conteúdo de nitrito, as amostras foram 

incubadas com reagente Griess (1% sulfanilamida e 0,1% de N1 

(naphthylethylenodiamina) em temperatura ambiente por 10 minutos e a absorbância 

foi medida a 540 nm. O conteúdo de nitritos foi calculado com base numa curva padrão 

de 0 a 100 nM realizada com o metabólito nitrito de sódio (NaNO2). Os resultados 

foram calculados em µmol Nitrito/mg proteína (Chae et al., 2004). 
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3.9.1.3 Mieloperoxidase (MPO)  

Foi avaliada a atividade da MPO como marcador secundário de infiltração 

de neutrófilos. A atividade MPO na pele foi medida em tecido homogeneizado 

(50mg/mL) em brometo de hexadeciltrimetilamónio a 0,5% centrifugado a 15000g 

durante 40min. A suspensão foi então homogeneizada três vezes por 30s. Uma 

alíquota do sobrenadante foi misturada com uma solução de 1,6 mM de 

tetrametilbenzidina e 1 mM de H2O2. A atividade da MPO foi medida 

espectrofotométricamente como a alteração na absorbância a 650nm a 37°C. 

 

3.9.2 Marcadores de dano oxidativo 

 

3.9.2.1 Conteúdo de Sulfidrila 

 

Para determinar grupamentos tióis totais na amostra utilizou-se o reagente 

de cor (DTNB), que reduziu os grupos tióis gerados, formando um derivado amarelo 

(TNB), que foi mensurado espectrofotometricamente em um aparelho spectramax à 

412nm (Aksenov e Markesbery, 2001). 

 

3.9.2.2 Carbonilação de Proteínas 

 

A oxidação de proteínas foi determinada mediante a quantificação de proteínas 

carboniladas através da reação de grupos carbonilas com a dinitrofenilhidrazina. Essa 

reação gerou a formação de hidrazonas correspondentes. O conteúdo de carbonilas 

foi determinado espectrofotometricamente a 370nm como previamente descrito por 

Levine et al. (1990). Os resultados foram calculados como nmol/mg de proteína 

empregando o coeficiente de extinção molar de dinitrofenilhidrazonas 

de 22.000 M1/cm1.  
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3.9.3 Defesas antioxidantes 

 

3.9.3.1 Superóxido Dismutase (SOD) 

 

Foi medida pela inibição da oxidação da adrenalina adaptado de Bannister 

e Calabrese (1987). As amostras de homogenato de tecido epitelial foram 

homogeneizadas em tampão de glicina. Os volumes de 5, 10 e 15 ul foram retiradas 

da mesma, a qual 5 ml de catalase (0,0024 mg/mL de água destilada), tampão de 

glicina 175185mL (0,75g em 200 ml de água destilada a 32°C, pH 10,2), 5 ul 

adrenalina (60mM em água destilada +15ml/ml de HCl fumegante) foram adicionados. 

As leituras foram realizadas por 180s em intervalos de 10s e medido em leitor de 

ELISA a 480nm. Os valores foram expressos em unidade de SOD por miligrama de 

proteína (U/MG de proteína). 

 

3.9.3.2 Atividade da Catalase (CAT) 

 

A atividade da CAT foi determinada pela taxa de decaimento do peróxido 

de hidrogênio lido em espectofotômetro a 240 nm, segundo Aebi (1984).  

 

3.9.3.3 Glutationa (GSH) 

 

Os níveis de GSH foram determinados como descrito por Hissin e Hilf 

(1976), com algumas adaptações. GSH foi mensurado no homogenato de tecido 

epitelial após precipitação de proteína com 1mL proteína de ácido tricloroacético 10%. 

Em parte da amostra foi adicionado um tampão de fosfato 800 mM, pH 7,4 e 500 µm 

DTNB. A absorbância foi lida a 412nm depois de 10 min. Uma curva padrão de 

glutationa reduzida foi usada para calcular os níveis de GSH nas amostras.  

 

3.9.3.4 Conteúdo de Proteínas 

 

O teor de proteína a partir do homogenato de tecido epitelial foi ensaiado 

utilizando albumina de soro bovino como um padrão, de acordo com Lowry (1951). 

Reagente fosfomolíbdicofosfotúngstico (Folin fenol) foi adicionado para se ligar à 

proteína. Absorbância foi lida a 750nm. 
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3.10 Análise Histológica 

 
As amostras de tecido epitelial foram embebidas em solução de 

paraformaldeído a 4% (PFA) em tampão fosfato 0,1 M (pH 7,4). As amostras foram 

removidas e pós-fixadas por 24 h na mesma solução (PFA 4%), e em seguida 

embebidas em parafina após desidratação e diafanização, e seccionadas em cortes 

de 5 μm de espessura. As análises histológicas da infiltração leucocitária, fibroblastos, 

vasos sanguíneos e depósito de colágeno foram realizadas com hematoxilina-eosina 

e luxolfast blue, respectivamente. A leitura das lâminas foi realizada em microscópio 

óptico (Eclipse 50i, Nikon, Melville, NY, EUA), com aumento de 200x, sendo que 

quatro campos oculares por corte (4 animais/grupo) foram capturados. As imagens 

foram registradas com auxílio da câmera Nikon (Sight DS-5M-L1, Melville, NY, EUA) 

e analisadas utilizando o software NIH ImageJ 1.36b (NIH, Bethesda, MD, EUA), 

considerando a coloração nuclear das células inflamatórias (H&E). Os dados foram 

expressos como densidade óptica (DO) (Chalk et al., 1994). 

 

3.11 Procedimento para análise de dados 

 

Os dados foram expressos em média e erro padrão médio e analisados 

estatisticamente pela análise de variância (ANOVA) one-way, seguido pelo teste post 

hoc Tukey. O nível de significância estabelecido para o teste estatístico foi de P<0,05. 

Utilizou-se o SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) versão 17.0 como 

pacote estatístico. 
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4. RESULTADOS 

4.1 Análise do tamanho da área das feridas  

 Inicialmente avaliamos o tamanho da área da ferida, representada pela 

redução da área (figura 5), onde os grupos LE + FBM + AH e LE + FBM + GNP-AH 

demonstraram aumento na redução da área quando comparados ao grupo controle; 

os grupos LE + FBM e LE + FBM + GNP não demonstraram diferença significativa 

quando comparados ao grupo lesão epitelial. 

Figura 5: Efeitos do tratamento com FBM, Ácido Hialurônico associados as GNPs sobre parâmetros de 

redução da área das feridas. Os dados são apresentados em Média ± EPM, no qual: *p<0,05 v.s Grupo lesão 
epitelial (LE); **p<0,01 v.s Grupo LE; ***p<0,001 v.s Grupo LE; $p<0,0001 v.s Grupo LE e #p<0,05 v.s Grupo 
LE + FBM (ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey). 

4.2 Avaliação de citocinas inflamatórias e fatores de crescimento 

  

 Na figura 6 estão representados os níveis proteicos de citocinas pró-

inflamatórias IL-1β, TNF-α (figura 6 A e 6 B) e anti-inflamatórias IL-4 e IL-10. 

Observou-se que os níveis de IL-1β em todos os grupos tratados obtiveram uma 

diminuição significativa comparados ao LE (valor de p<0,05). Em relação aos níveis 

de TNF-α o grupo LE + FBM diminuiu em relação ao grupo LE (p<0,05) e os demais 

grupos tratados (LE + FBM + GNP; LE + FBM + AH; e LE + FBM + GNP-AH) 

apresentaram uma diminuição significativa (p<0,001) em relação ao grupo LE. Já em 

relação aos níveis de IL-4 apenas o grupo terapia combinada (LE + FBM + GNP-AH) 

apresentou diferença significativa comparada ao grupo LE (p<0,0001) e ao grupo LE 

+ FBM.  Os níveis de IL-10 no grupo LE + FBM + GNP-AH obtiveram um aumento 

compara ao grupo LE (p<0,001) e quando comparado ao grupo LE + FBM.  
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Figura 6: Efeitos do tratamento com FBM, Ácido Hialurônico associados as GNPs sobre os níveis proteicos 

de interleucinas pró-inflamatórias: IL1β, TNFα, IL4 e IL6. Os dados são apresentados em Média ± EPM, no 
qual: *p<0,05 v.s Grupo lesão epitelial (LE); **p<0,01 v.s Grupo LE; ***p<0,001 v.s Grupo LE; $p<0,0001 v.s 
Grupo LE e #p<0,05 v.s Grupo LE + FBM (ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey). 

 A figura 7 demonstra os resultados referentes aos fatores de crescimento TGF-

β (figura 7 A) e FGF (figura 7 B). Em relação aos níveis de TGF-β o grupo terapia 

combinada (LE + FBM + GNP-AH) teve um aumento significativo comparado ao grupo 

LE (p<0,001) e ao grupo LE + FBM. Já em relação aos níveis de FGF o grupo LE + 

FBM apresentou um aumento significativo em relação ao grupo LE (p<0,05), os grupos 

LE + FBM + GNP e LE + FBM + GNP-AH tiveram um aumento (p<0,001) comparados 

grupo LE, sendo que o grupo terapia combinada (LE + FBM + GNP-AH) os níveis de 

FGF também aumentou quando comparado ao grupo LE + FBM. E por fim o grupo LE 

+ FBM + AH apresentou um aumento significativo (p<0,01) comparado ao grupo LE.  
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Figura 7: Efeitos do tratamento com FBM, Ácido Hialurônico associados as GNPs sobre os níveis de fatores 

de crescimento: TGF-β e FGF. Os dados são apresentados em Média ± EPM, no qual: *p<0,05 v.s Grupo 
lesão epitelial (LE); **p<0,01 v.s Grupo LE; ***p<0,001 v.s Grupo LE; $p<0,0001 v.s Grupo LE e #p<0,05 v.s 
Grupo LE + FBM (ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey). 
 

4.3 Determinação intracelular de ROS, NO e MPO 

  

Os níveis de MPO, DCF e Nitrito foram analisados como parâmetros oxidativos. 

Na figura 8 A avaliou-se os níveis de mieloperoxidase e pode-se observar que todos 

os grupos tratados apresentaram níveis menores que o grupo lesão epitelial com valor 

de p<0,01.  Na figura 8 B observamos que apenas o grupo LE + FBM + GNP-AH 

apresentou diferença significativa comparada ao grupo LE (p<0,05). Assim como na 

figura 8 C, onde apenas o grupo terapia combinada (LE + FBM + GNP-AH) teve seus 

níveis de nitrito diminuídos comparado ao grupo LE (p<0,05).  
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Figura 8: Efeitos do tratamento com FBM, Ácido Hialurônico associados as GNPs sobre os níveis de MPO 
(A), DCF (B) e Nitrito (C). Os dados são apresentados em Média ± EPM, no qual: *p<0,05 v.s Grupo lesão 
epitelial (LE); **p<0,01 v.s Grupo LE; ***p<0,001 v.s Grupo LE; $p<0,0001 v.s Grupo LE e #p<0,05 v.s Grupo 
LE + FBM (ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey). 
 

4.4 Marcadores de dano oxidativo e antioxidantes 

 

 Como marcadores de dano oxidativo foi avaliado os níveis de carbonila (figura 

9 A) e conteúdo de grupamento tióis (figura 9 B). Os níveis de carbonila tiveram 

diminuição significativa em relação ao grupo lesão no grupo LE + FBM com valor de 

p<0,001 e os demais grupos diminuíram significativamente em relação com grupo LE 

com valor de p<0,0001, além disso o grupo LE + FBM + GNP-AH apresentou diferença 

significativa comparado ao grupo LE + FBM. O consumo do grupamento tiol, no grupo 

LE + FBM + AH foi maior quando comparado ao grupo LE (p<0,05) e quando 

comparado ao grupo LE + FBM, o mesmo aconteceu com o grupo terapia combinada 

(LE + FBM + GNP-AH) que apresentou um aumento significativo comparado ao grupo 

LE (p<0,0001) e ao grupo LE + FBM.  
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A defesa antioxidante foi medida através dos níveis de superóxido dismutase, 

glutationa reduzida e catalase. Os níveis de SOD (figura 9 C) foram maiores em todos 

os grupos tratados comparados ao grupo LE (p<0,05), porém o grupo LE + FBM + 

GNP-AH obteve uma diferença com valor de p<0,001. O mesmo aconteceu em 

relação aos níveis de GSH (figura 9 D) em que os grupos LE + FBM e LE + FBM + 

GNP aumentaram significativamente comparados ao grupo LE (p<0,001). O grupo LE 

+ FBM + AH aumentou significativamente em relação ao grupo LE com valor de 

p<0,001, e o grupo LE + FBM + GNP-AH com valor de p<0,0001. Sobre a atividade 

da catalase (figura 8 E) os grupos LE + FBM, LE + FBM + GNP e LE + FBM + GNP-

AH demonstraram uma diminuição significativa (p<0,01) e o grupo LE + FBM + AH 

também apresentou uma diminuição (p<0,001) comparada ao grupo LE.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figura 9: Efeitos do tratamento com FBM, Ácido Hialurônico associados as GNPs sobre marcadores 
de dano oxidativo: Carbonil (A) e Sulfidrila (B) e de defesa antioxidante: SOD (C), GSH (D) e CAT (E). 
Os dados são apresentados em Média ± EPM, no qual: *p<0,05 v.s Grupo lesão epitelial (LE); **p<0,01 
v.s Grupo LE; ***p<0,001 v.s Grupo LE; $p<0,0001 v.s Grupo LE e #p<0,05 v.s Grupo LE + FBM 
(ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey). 
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4.5 Análise histológica  

  

 Na figura 10 podemos observar imagens representativas de cortes histológicos 

da pele. Através das imagens histológicas foram feitas quantificações da média do 

número de leucócitos (10 A) e da média de número de fibroblastos (10 B). Pode-se 

observar que os grupos LE + FBM; LE + FBM + GNP e LE + FBM + AH tiveram sua 

média do número de leucócito diminuído quando comparado ao grupo LE (p<0,001) e 

o último grupo (LE + FBM + GNP-AH) demonstrou uma diferença significativa maior 

valor de p<0,0001 e também foi significativamente diferente do grupo LE + FBM. 

Quando observamos a média do número de fibroblastos observamos que grupo LE + 

FBM teve um aumento comparado ao grupo LE (p<0,05), assim como grupo LE + FBM 

+ AH (p<0,01).  

Figura 10: Imagens representativas de cortes histológicos da pele corados com (H&E) avaliando o efeito 

do tratamento com FBM, Ácido Hialurônico associados as GNPs sobre o número de infiltrado inflamatório, 
representado nas setas amarelas (A) e número de fibroblastos, representado nas setas verdes (B).Os dados 
são apresentados em Média ± EPM, no qual: *p<0,05 v.s Grupo lesão epitelial (LE); **p<0,01 v.s Grupo LE; 
***p<0,001 v.s Grupo LE; $p<0,0001 v.s Grupo LE e #p<0,05 v.s Grupo LE + FBM (ANOVA de uma via 
seguido de teste post hoc de Tukey). 
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 Na figura 11 foi quantificado os vasos sanguíneos (11 A) no tecido epitelial e 

podemos observar que não ocorreu diferença significativa em nenhum grupo. Já em 

relação a produção de colágeno o grupo LE + FBM apresentou diferença significativa 

em relação a todos os grupos. 

Figura 11: Imagens representativas de cortes histológicos da pele corados com (H&E) avaliando o efeito do 

tratamento com FBM, Ácido Hialurônico associados as GNPs sobre o número de vasos sanguíneos, 
representado nas setas amarelas (A) e porcentagem da área de colágeno (B). Os dados são apresentados 
em Média ± EPM, no qual: *p<0,05 v.s Grupo lesão epitelial (LE); **p<0,01 v.s Grupo LE; ***p<0,001 v.s 
Grupo LE; $p<0,0001 v.s Grupo LE e #p<0,05 v.s Grupo LE + FBM (ANOVA de uma via seguido de teste 
post hoc de Tukey). 
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5. DISCUSSÃO 

 

Cada vez mais busca-se formas de acelerar o processo de cicatrização 

quando se trata de uma ferida de caráter crônico, pois a partir do processo de reparo 

são reduzidos a ocorrência de comorbidades (como infecções) e os custos à saúde 

(Guo et al., 2010). Na prática clínica, o laser de baixa potência como agente 

fotobiomodulador vem sendo empregado como recurso importante devido à sua 

capacidade de induzir redução de edema, aceleração do processo inflamatório, 

aumento da síntese de colágeno e da epitelização (Karu, 1999, 2004, 2010; Wong-

Riley et al., 2005; Chen et al., 2011; Yaday et al., 2018).  

Assim como o LBP, o ácido hialurônico mostra-se um aliado no processo 

de cicatrização tecidual, pois gera estimulação do metabolismo de fibroblastos e 

síntese dos componentes da MEC (Lopez et al., 2016). Bem como estimulando o 

desenvolvimento de fibrina, a atividade fagocitária, a mobilidade dos neutrófilos e dos 

macrófagos e a liberação de fatores quimiotáxicos (migração) para os fibroblastos 

(Anderson, 2001). Além destes recursos, as GNPs vêm apresentando um papel 

importante na cicatrização de feridas (Li et al., 2015), através de aumentos 

significativos na expressão de colágeno, no fator de crescimento endotelial vascular, 

desta forma contribuindo para o fechamento da ferida (Kim et al., 2015). 

 Devido aos pressupostos, em nosso trabalho analisamos o efeito do uso 

do laser associado ao AH e GNPs sobre o processo de reparo tecidual em um modelo 

animal de ferida.  O uso das nanopartículas no tratamento de feridas deve-se às suas 

propriedades anti-inflamatórias e antioxidantes, capazes de auxiliar no processo de 

reparo tecidual. Estudo realizado por Tsai et al. (2007) afirma que as GNPs, além de 

proverem diminuição nos níveis de citocinas pró-inflamatórias, apresentam a 

capacidade de inibir a migração e proliferação celular, controlando dessa maneira a 

exacerbação do processo inflamatório e acelerando a cicatrização da ferida. 

Como parâmetros inflamatórios, foram dosadas citocinas pró-inflamatórias 

IL-1β e TNF-α, expressas nas figuras 6 A e 6 B. De acordo com Khodr et al., (2001), 

após ruptura aguda da barreira epidérmica, ocorre aumento na expressão de IL-1 e 

TNF-α os quais são potentes mitógenos epiteliais e estimuladores da síntese de 

lipídios. Essas citocinas parecem ser fundamentais para o reparo da barreira cutânea. 
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No entanto, se a produção destas citocinas for constante o processo inflamatório será 

mantido e prejudicial à proliferação epidérmica (Proksch; Brandner; Jensen, 2008).  

Nossos resultados demonstram que todos os grupos tratados tiveram 

níveis diminuídos de citocinas pró-inflamatórias, comparados ao grupo lesão. Esses 

resultados já foram demonstrados em outros estudos, como o realizado por Zhevago 

e Samoilova (2006) e Fukuda et al. (2013), e ratificam os efeitos anti-inflamatórios da 

FBM. Dohnert et al. (2012 e 2015); Victor et al. (2012); Silveira et al., (2014), 

demonstraram diminuição da resposta inflamatória e melhora na morfologia tecidual 

com GNPs associadas ao uso do ultrassom terapêutico e microcorrente em modelos 

de lesões musculares, epiteliais e tendinosas, respectivamente.  

A ação anti-inflamatória das GNPs foi demonstrada pela primeira vez no 

trabalho de Sumbayev et al. (2013), em que as nanopartículas de ouro estabilizadas 

por citrato diminuíram de maneira dependente do tamanho, a resposta celular induzida 

por IL-1-β in vitro e in vivo. O estudo mostrou que o efeito anti-inflamatório das 

nanopartículas de ouro está associado com sua capacidade de interagir fisicamente 

com a IL-1β extracelular e dessa forma neutralizar a ligação com seu receptor de 

membrana inibindo sua cascata de sinalização e desta forma impedindo a 

amplificação da resposta inflamatória. Jeong et al., (2003) e Lai et al., (2016); Gul et 

al., (2018) mostraram que as GNPs bloqueiam a ativação do NF-κB ao interagir com 

o componente cys-179 resíduo de IKK-β e, com isso, reduzir a produção de citocinas 

pró-inflamatórias.  Em um modelo aninam de artrite, Tsai et al. (2007), observou 

inibição da proliferação e migração celular, da infiltração de macrófagos e diminuição 

dos níveis de TNF-α e IL-1-β como benefícios do uso de nanopartículas. Conforme 

Hawkins e Abrahmse (2004), as citocinas estão envolvidas em todas as fases da 

cicatrização de feridas e regulam a migração, proliferação, diferenciação e o reparo 

tecidual, desempenhando um papel importante como mediadores das respostas 

inflamatórias, atuando na ativação de células específicas e acelerando ou modulando 

os processos de inflamação (Schroder et al., 2006; Hrabak et al., 2008).  

A IL-4, uma citocina anti-inflamatória envolvida na cicatrização de feridas 

(Minciulo et al., 2016), funcionalmente, conhecida por regular a proliferação celular, a 

apoptose e a expressão de numerosos genes em vários tipos de células, incluindo 

linfócitos, macrófagos e fibroblastos, bem como células epiteliais e endoteliais (Luzina 

et al., 2012; Serezani et al., 2017). Serezani et al. (2017) sugere que essa citocina 

induz alterações na expressão de genes em queratinócitos que resultam em 
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reepitelização de feridas in vitro e in vivo. IL-10, outra citocina antiinflamatória é capaz 

de reduzir a produção de macrófagos intermediários de óxido nítrico e de oxigênio 

reativo, além de reduzir a expressão de moléculas de adesão e quimiocinas (Gao, 

2012), desta forma também impedindo a amplificação da resposta inflamatória. 

Em nosso estudo os níveis de IL-4 e IL10 (figuras 6 C e D) aumentaram no 

grupo LE + FBM + GNP-AH de forma concomitante à redução das citocinas pró-

inflamatórias, o que demonstra o potencial terapêutico das terapias propostas em 

controlar a fase inflamatória e acelerar o precesso de cicatrização. Conforme Zhang 

(2014), IL-4 e IL-10 apresentam importante papel na fase tardia da inflamação, por 

inibirem a expressão de citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IL-1β e IL-6) através da 

redução da ativação de macrófagos. Além disso, conforme Opal e DePaolo (2000), as 

estas citocinas são também responsáveis por parte da proliferação e diferenciação 

celular. Nossos achados corroboram com os de Karlas et al. (2015) em que o uso do 

laser de baixa potência gerou redução da expressão das citocinas pró-inflamatórias e 

aumento de citocinas anti-inflamatórias, favorecendo a cicatrização de feridas 

expostas em humanos.  

Após lesão da pele, a barreira epidérmica é rompida e os queratinócitos 

liberam IL-1. A IL-1 é o primeiro sinal de alerta às células vizinhas para causar danos 

na barreira (Kupper et al., 1986; Murphy et al., 1989; Bochner et al., 1990; Freedberg 

et al., 2001). Componentes do sangue são liberados no local da ferida, formando um 

coágulo que induz hemostasia e fornece uma matriz para o influxo de células 

inflamatórias. As plaquetas degranulam liberando grânulos alfa, que secretam fatores 

de crescimento como: fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento 

derivado de plaquetas (PDGF) e fator de crescimento transformador beta (TGF-β). 

Com a ajuda do TGF-β, os monócitos são convertidos em macrófagos, que 

desempenham um papel importante no aumento da resposta inflamatória e no 

desbridamento tecidual. Os macrófagos iniciam o desenvolvimento do tecido de 

granulação e liberam uma variedade de citocinas pró-inflamatórias (IL-1 e IL-6) e 

fatores de crescimento como o TGF-β e o FGF (Hantash et al., 2008). 

Nesse trabalho, os níveis de fatores de crescimento estão apresentados na 

figura 7. No grupo LE + FBM + GNP-AH os níveis de TGF-β foram maiores 

comparados aos grupos lesão e lesão + laser. De acordo com Hantash et al. (2008) o 

TGF-β permite a infiltração de fibroblastos e também inicia alterações fenotípicas 

nessas células, transformando fibroblastos em miofibroblastos, os quais se alinham 
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ao longo das bordas da MEC para gerar uma força constritiva, facilitando o 

fechamento da ferida. Além disso, estudos in vitro mostram que o TGF-β ajuda a iniciar 

a formação de tecido de granulação aumentando a expressão de genes associados à 

formação de MEC, incluindo fibronectina, o receptor de fibronectina e inibidores de 

colágeno e protease (Greenwel et al., 1997), estando também envolvido na regulação 

positiva do fator de crescimento angiogênico VEGF (White et al., 2000; Goldberg et 

al., 2007). Estudos, como o de Merwin et al. (1991); Tyrone et al. (2000) e 

Meckmongkol et al. (2007) mostraram que o TGF-β desempenha um papel importante 

na contração da ferida, facilitando a contração de fibroblastos da matriz de colágeno, 

estimulando a migração de queratonócitos e sendo considerado potente estimulante 

da neovascularização e do rearranjo vascular (Merwin et al., 1991). 

A análise do FGF aponta aumento em todos os grupos tratados, no entanto, 

nos grupos LE + FBM + GNP e LE + FBM + GNP-AH esse aumento foi maior. Nossos 

resultados indicam que a associação de todas as terapias é capaz de prover 

aceleração da fase inflamatória e do reparo tecidual e estimular a produção destes 

dois fatores de crescimento. Segundo Fukuda et al. (2013) e Mokoena et al. (2018), a 

FBM é capaz de promover diminuição de secreção de citocinas pró-inflamatórias e por 

consequência promover o aumento da secreção de citocinas anti-inflamatórias, 

marcando assim a mudança para a fase crônica da cicatrização. Além disso, o uso da 

FBM leva ao aumento da atividade da adenosina trifosfato (ATP) nas células 

inflamatórias presentes no local da lesão, devido a estimulação da cadeia respiratória 

mitocondrial (Silva, 2011; Dourado, 2011; Dos Reis, 2014).  

Tecidos que apresentam lesão consequentemente apresentarão distúrbios 

de ATP que é produzido através das mitocôndrias, organelas intracelulares que 

desempenham um papel crucial na cicatrização de feridas, caracterizando-se como a 

principal fonte de energia para a célula (Boekema et al., 2007). Pesquisas prévias 

demonstraram que a fase inflamatória é acelerada pela ação do FBM devido ao 

aumento na produção de ATP mitocondrial (Silveira et al., 2007; Silveira et al., 2009; 

Silveira et al., 2011; Silveira et al., 2013), sugerindo assim a disposição de níveis 

maiores de energia para as células.  

  Em nosso trabalho, os grupos com uso associado às GNPs obtiveram 

melhores resultados nos níveis de FGF, o que nos demonstra que as nanopartículas 

podem ser consideradas importante veículo capaz de potencializar a ação ou a 

entrega do AH à ferida. Li et al. (2015) e Volkova et al. (2016) demonstraram que as 
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GNPs além do potencial anti-inflamatório, antioxidante e antimicrobiano, apresentam 

capacidade angiogênicas capazes de aumentar a proliferação de fibroblastos e 

diminuir a apoptose celular no processo de cicatrização de feridas. Estudo 

desenvolvido por Lau et al. (2017) corrobora com nossos resultados e defende que a 

associação do FBM e a GNPs gera maior efeito de contração da ferida do que a 

utilização isolada de cada terapia, isso porque a associação de ambas as técnicas 

promove a cicatrização de feridas decorrente do encurtamento da fase inflamatória, 

promoção da angiogênese e da produção de colágeno.  

Além disso, já foi evidenciado que o AH também possui a capacidade de 

acelerar o processo de cicatrização (Anderson, 2001) e ativar respostas específicas 

em todas as células envolvidas no processo de cicatrização; em particular, a 

proliferação de fibroblastos e a angiogênese (Prosdocimi e Bevilacqua, 2012). Este 

aumento na proliferação de fibroblastos está associado a capacidade do AH de 

aumentar a expressão de fatores de crescimento como TGF e FGF. No estudo de 

Zhao et al. (2013) e Shimizu et al. (2014) o HA facilitou a reepitelização, levou à 

formação de tecido mole com boa elasticidade e aumentou a densidade 

microvascular. AH também mostrou resultados promissores para o reparo do tecido 

conjuntivo em termos de reparação de tendões e cartilagens em dois modelos de 

coelho (Oryan et al., 2012 e Tuncay et al., 2013).  

A resposta inflamatória é acompanhada de extensa fagocitose e aumento 

do consumo de oxigênio, favorecendo à formação de espécies reativas de oxigênio. 

A enzima mieloperoxidase (MPO), presente em leucócitos da linhagem granulocítica 

e monocítica, tem papel fundamental na produção destas espécies reativas de 

oxigênio (ERO). Em fagócitos, estas EROs podem participar tanto do processo de 

morte de patógenos, quanto da sinalização de eventos da inflamação (Cruz, 2010).  

Neste trabalho, utilizamos a MPO como um marcador inflamatório (figura 8 A). Nossos 

resultados demonstram que todos os grupos tratados tiveram níveis diminuídos deste 

marcador comparados com o grupo sem tratamento, o que ratifica a ação anti-

inflamatória das terapias propostas.  

Gonçalves et al. (2013) sugerem que a fotobiomodulação exerce seus 

efeitos, especialmente nas fases iniciais do processo de reparo de tecidos. Relatam 

ainda que o FBM é capaz de diminuir a produção de espécies reativas de oxigênio 

(EROs) por reduzir o estresse oxidativo e a atividade da célula inflamatória e/ou 

estimular o sistema antioxidante. A eficácia do laser sobre a formação de ERO e ERN 
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foram também documentados em estudos propostos por Servetto, Cremonezzi et al., 

(2010); Dalmarco et al., (2012); Laraia, Silva et al., (2012); e Wu, Chen et al., (2013). 

Além da ação do laser, os efeitos antioxidantes da GNP já são bem 

elucidados na literatura, corroborando com nossos achados. O estudo realizado por 

Silveira e Carvalho (2017), aponta as GNPs como um promissor tratamento de 

condições inflamatórias agudas sendo eficazes na diminuição de EROs. Estudos 

revelam o papel efetivo das GNPs como um agente antioxidante, por inibir a formação 

de ERO, agir como sequestrador de radicais livres, melhorando assim a ação de 

enzimas antioxidantes (Barathmanikanth et al., 2010; Sul et al., 2010). O estudo de 

Kajita et al. (2007), mostra a relação direta das GNPs com os radicais livres, 

mostrando que as GNPs estão associadas na eliminação de radicais livres, ou na 

interrupção da vida desses radicais, como o peróxido de hidrogênio e aníon 

superóxido, independente da dose. Nossos resultados demonstram níveis reduzidos 

do oxidante DCF (figura 8 B) no grupo LE + FBM + GNP-AH comparados ao grupo 

lesão. Resposta semelhante foi obtida na análise dos níveis de NO. 

Os marcadores de dano oxidativo nesse trabalho foram analisados através 

dos níveis de carbonil (figura 9 A) e do grupamento tiol (figura 9 B), os quais foram 

compatíveis com os resultados de ROS. Nos grupos tratados a diminuição do dano 

quando visto através da carbonilação de proteínas diminuiu significativamente 

comparada ao grupo lesão. Os benefícios da terapia podem ser vistos nos níveis de 

sulfidrila, que se mostram aumentados nos grupos tratados com FBM e AH e no grupo 

terapia combinada com FBM, GNP e AH, indicando redução dos danos aos 

grupamentos tióis. Corroborando com nossos achados, Victor et al. (2012) 

encontraram menor dano lipídico e proteico realizando aplicação do LBP com GNPs 

em modelo animal de lesão muscular traumática. 

Na ocorrência de danos oxidativos ou aumento excessivo de oxidantes, o 

organismo utiliza a atividade de enzimas antioxidantes como mecanismo de defesa. 

Nossos resultados demonstram aumento nos níveis de SOD (figura 9 C) em todos os 

grupos tratados, assim como aumento nos níveis de GSH (figura 9 D) demonstrando 

efetividade dos tratamentos em preservar os grupamentos tióis da célula. Mesmos 

resultados foram encontrados nos níveis de catalase (figura 9 E), os quais 

aumentaram nos grupos tratados.  

Nossos achados vão ao encontro dos de Sousa Filho et al. (2018) que 

investigaram os efeitos do laser de baixa potência com um bioflavonóide (diosmina) 
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em um modelo de lesão muscular traumática. Neste estudo, os autores concluíram 

que a associação do FBM com dismiosina reduz os níveis de peroxidação lipídica 

(dano celular em membrana) e promove aumento do sistema de defesa antioxidante 

medido através da atividade das enzimas SOD e CAT. Outros estudos, como os de 

Silveira et al. (2011 e 2016); demonstraram que a FBM é capaz de aumentar os níveis 

de SOD, CAT e GSH em lesões musculares traumáticas e em cicatrização de feridas.  

De acordo com Rattanata et al. (2015) as GNPs exibem altas atividades 

catalíticas de reações de eliminação de radicais livres, sendo também capazes de 

aumentar os níveis de NRF2, fator que induz a sinalização de genes antioxidantes. 

Este aumento é causado por ação das GNPs que afetam as ligações tióis de keap1, 

e assim, mudam sua conformação, liberando NRF2 para posterior transcrição de 

genes citoprotetores, desta forma, contribuindo como um agente antioxidante (Cheng 

et al., 2015; Wang et al., 2017). O potencial antioxidante do AH foi apresentado no 

estudo realizado por Foschi et al. (1990), expresso por melhora significativa no 

processo de cicatrização de feridas em ratos submetidos a um aumento na geração 

de radicais livres de oxigênio. 

A fim de melhor elucidar nossos resultados, foi realizada a análise 

histológica dos tecidos. A figura 10 A nos permite observar menor infiltrado 

inflamatório em todos os grupos tratados e maior expressão de fibroblastos (figura 10 

B) nos grupos tratados com laser e ácido hialurônico. Trabalho realizado por Hussein 

et al., (2011) com objetivo de acelerar e favorecer a cicatrização de feridas e reduzir 

a formação de cicatriz, o grupo tratado com FBM gerou infiltração aumentada de 

células inflamatórias, principalmente neutrófilos, com proliferação de fibroblastos e 

presença de tecidos conectivos fibrosos.  

Em relação ao efeito das terapias sobre este processo, o AH é considerado 

uma substância endógena cuja concentração aumenta durante o processo de reparo 

da ferida. Fibroblastos, células endoteliais e macrófagos são atores-chave no 

processo de reparo tecidual e uma ativação combinada de funções específicas dessas 

células pode melhorar substancialmente o processo de fechamento da ferida (Tammi 

et al., 2002; Yang et al., 2010; Galeano et al., 2011). Segundo Hempfling et al. (2016) 

o AH possui capacidade de reduzir a permeabilidade vascular, inibir a migração de 

PMN (leucócitos e macrófagos) e a fagocitose. O hialuronano, assim como seus 

produtos de degradação que são gerados nas feridas, são capazes de ativar 

respostas específicas em todas as células envolvidas no processo; em particular, a 
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proliferação de fibroblastos e a formação de novos vasos foram extensivamente 

estudadas (Prosdocimi et al., 2012). O uso da FBM frente às alterações histológicas 

já foi investigado. No estudo de Lau et al. (2017) os ratos submetidos a tratamento 

com GNP e FBM apresentaram um fechamento significativamente acelerado da ferida 

em comparação com outros grupos e os resultados histológicos indicam maior número 

de vasos nos grupos tratados. Apesar dos estudos expostos, em nosso trabalho não 

encontramos diferença significativa na formação de novos vasos entre os grupos. 

 Com resultado diferente, a análise da porcentagem de área com de 

produção de colágeno, permite observar que apenas o grupo tratado com laser teve 

um aumento dessas áreas em relação ao grupo lesão. No entanto, o mecanismo pelo 

qual o laser estimula a produção de colágeno e os parâmetros utilizados para acelerar 

o reparo ainda não estão bem esclarecidos. Segundo Pugliese et al. (2003) o laser 

induz a produção de fibras de colágeno e elastina a partir do aumento da síntese de 

pró-colágenos em culturas de fibroblastos humanos; e isto deve-se ao fato de interagir 

de maneira eficiente com vários elementos da matriz extracelular, como por exemplo 

o AH.  

Como parâmetros de avaliação para contração da ferida, utilizamos a borda 

da lesão como referência e mensuramos a área total da ferida em cm2 utilizando o 

software imagem J. Nossos resultados demonstram maior contração da ferida nos 

grupos LE + FBM + GNP e LE + FBM + GNP-AH. Estes achados, nos levam a acreditar 

que a FBM foi responsável por atuar de forma importante na redução da área através 

de seus efeitos bioestimulatório no processo de cicatrização. Dados semelhantes 

foram reportados por Silveira et al. (2007) em que o LBP auxiliou na cicatrização e 

redução do tamanho da ferida 3 e 10 dias após a indução da lesão epitelial. 

Fundamentando nossos resultados, Gonçalves et al. (2013) sugerem que a 

fotobiomodulação exerce seus efeitos, especialmente nas fases iniciais do processo 

de reparo de tecidos. 

Ao analisar nossos resultados, pode ser observado que todas as propostas 

terapêuticas foram capazes de favorecer o processo de cicatrização tecidual. No 

entanto melhores resultados foram encontrados no grupo submetido a associação de 

todas as terapias. Estes melhor efeito obtido no grupo LE + FBM + GNP-AH parece 

ser dependente dos efeitos somados das terapias em associação em que as GNPs, 

atuam como importante recurso de controle do processo inflamatório (Selim, Elhakim 

e Ayadhi, 2014, Lai et al., 2016, Kalimuthu et al., 2018, Taratummarat et al., 2018; 
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Carvalho et al., 2018), e como moléculas carreadora de drogas (Kalimuthu et al., 

2018), em que supõem-se que quando ligada ao AH,  provê o carreamento dessa 

substância ás células, potencializando seus efeitos. 
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6. CONCLUSÃO 

Os resultados permitem concluir que todas as terapias favoreceram o 

processo de reparo tecidual. No entanto, podemos concluir que o grupo em que foi 

associado todas as terapias, obteve maior evidência de redução da resposta 

inflamatória permitindo transição para a fase crônica de maneira mais precoce, 

estimulando o reparo tecidual. Observou-se então, que a combinação do FBM + 

GNPs-AH otimizou a secreção de citocinas anti-inflamatórias, fatores de crescimento 

de proliferação e diferenciação celular, tornando-se assim uma nova modalidade com 

potencial terapêutico eficaz na resolução das feridas cutâneas e na prevenção de 

comorbidades. 

Contudo, mais estudos podem ser realizados com o intuito de analisar a 

funcionalidade e resistência mecânica do novo tecido formado, de forma a avaliar de 

maneira mais abrangente a eficácia dessas terapias.  
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ANEXO 2 – Termo de autorização para utilização da obra 

 


