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RESUMO

Diante do constante crescimento do nimero de cirurgias plasticas realizadas em todo
o0 mundo, torna-se necessario evidenciar a importancia da atuacao fisioterapéutica na
reabilitacdo dos pacientes submetidos a estes procedimentos. A utilizacdo da
bandagem elastica consiste na aplicacdo de fitas compressivas hipoalergénicas de
algodao nas regides operadas, de forma a reduzir o espagco morto, aproximar as
aponeuroses, mobilizar e orientar 0 processo cicatricial constantemente e em
diferentes direcdes, modificando a estrutura do colageno cicatricial. Desta forma, o
objetivo deste trabalho foi criar um modelo experimental para avaliar o efeito da terapia
por uso das bandagens elasticas na resposta inflamatéria aguda abdominal induzida
por LPS. Foram utilizados 96 ratos Wistar divididos em dois grupos de 48 animais com
objetivo de avaliar o processo inflamatério em dois tempos, de 24 e 72h. Estes dois
grupos foram subdivididos em quatro grupos: I- Sham; II- LPS; llI- bandagem elastica
(BE); IV- LPS+bandagem elastica (BE). Para inducdo do modelo aplicamos injecéo
subcutanea de LPS 15mg/kg na regido abdominal. A eficicia do protocolo foi medida
por meio da avaliagdo da expresséo génica, FGF, NFkB e proteoglicanos, avaliagao
histoldgica, citocinas pro e anti-inflamatérias, estresse oxidativo, além da quantidade
de leucécitos presentes no lavado subcutaneo. Nossos resultados demonstraram
aumento significativo do nuimero de leucécitos 72 horas apdés a administracao
subcutédnea de LPS quando comparado ao grupo controle. Bem como o elevado
influxo de células inflamatorias 24 horas e 72 horas ap0s a inducdo que pode ser
observado na anadlise histolégica. Conclui-se que a bandagem elastica possui
capacidade de modular o processo inflamatério através da redugdo na contagem de
leucocitos e infiltrado de células inflamatérias no tecido subcutaneo.
Simultaneamente, ocorre reducao na expressao génica de um dos principais fatores
nucleares vinculados a inflamacéo, o NF-kB. Além da reducdo na expressao genica
de IL-1pB, e dos niveis proteicos de IL-1 3 e TNF-a. Desta forma, € possivel relatar que
a aplicacdo compressiva da bandagem elastica evitou a amplificacdo da reposta
inflamatoria, e atuou como estimulo mecanico no comportamento hemodinamico local
e na dindmica celular dos macréfagos. Assim como relatam a efetividade celular e

molecular, e uma intervencao atualmente aplicavel, demostrando a consisténcia e



materiais elasticos compressivos em contribuir para o controle o infiltrado inflamatorio,

expressao génica, niveis proteicos, mediadores inflamatérios e homeostase redox.

Palavras-chave: Cirurgia Plastica; Bandagem Elastica; Inflamacdo Subcutanea;
Lipopolissacarideo.



ABSTRACT

In view of the constant growth in the number of plastic surgeries performed around the
world, it is necessary to highlight the importance of physiotherapy in the rehabilitation
of patients undergoing these procedures. The use of elastic bandaging consists of
applying hypoallergenic cotton compression tapes to the operated areas, to reduce
dead space, bring the aponeuroses closer together, mobilize and guide the scarring
process constantly and in different directions, modifying the structure of the scar
collagen. The aim of this study was to create an experimental model to evaluate the
effect of elastic bandage therapy on the acute abdominal inflammatory response
induced by LPS. Ninety-six Wistar rats were used, divided into two groups of 48
animals to evaluate the inflammatory process over two time periods, 24 and 72 hours.
These two groups were subdivided into four groups: I- Sham; II- LPS; IlI- elastic
bandage (BE); IV- LPS + elastic bandage (BE). To induce the model, LPS 15mg/kg
was injected subcutaneously into the abdominal region. The effectiveness of the
protocol was measured by evaluating the gene expression, FGF, NFkB and
proteoglycans, histological evaluation, pro- and anti-inflammatory cytokines, oxidative
stress, as well as the number of leukocytes present in the subcutaneous lavage. Our
results showed a significant increase in the number of leukocytes 72 hours after
subcutaneous administration of LPS when compared to the control group. As well as
the high influx of inflammatory cells 24 hours and 72 hours after induction, which can
be observed in the histological analysis. It is concluded that the elastic bandage has
the capacity to modulate the inflammatory process by reducing the leukocyte count
and the infiltration of inflammatory cells in the subcutaneous tissue. Simultaneously,
there is a reduction in the gene expression of one of the main nuclear factors linked to
inflammation, NF-kB. There is also a reduction in the gene expression of IL-13, and in
the protein levels of IL-1  and TNF-a. Thus, it is possible to report that the compressive
application of the elastic bandage prevented the amplification of the inflammatory
response and acted as a mechanical stimulus in the local hemodynamic behavior and
cellular dynamics of the macrophages. As reported by the cellular and molecular
effectiveness, it is a currently applicable intervention, demonstrating the consistency

and compressive elastic materials in contributing to the control of inflammatory



infiltrate, gene expression, protein levels, inflammatory mediators and redox

homeostasis.

Keywords: Plastic Surgery; Elastic Bandage; Subcutaneous Inflammation;
Lipopolysaccharide.
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1 INTRODUCAO

1.1 CIRURGIA PLASTICA

No que diz respeito a cirurgia plastica, seu histdrico remete a antiguidade, com
relatos de procedimentos reconstrutivos praticados ha mais de 4.000 anos, sendo
considerada, portanto, um dos tratamentos curativos mais antigos do mundo. Novos
avancos se fizeram presentes na Primeira Guerra Mundial, periodo em que inovacdes
cirdrgicas foram essenciais na recuperacao de soldados com ferimentos graves, e se
estenderam até a modernidade, com o aperfeicoamento de técnicas e o surgimento
de procedimentos menos invasivos, alguns com vVviés puramente estético,
corroborando para a popularizacdo dessa area médica em diversos paises (Zhang e
Hallock, 2020).

Nesse sentido, no que se refere ao contexto brasileiro recente, a cirurgia
plastica estética vem ganhando, especialmente nos ultimos anos, grande quantidade
de adeptos. Dados divulgados pela Sociedade Internacional de Cirurgia Plastica
Estética (ISAPS), retificam tal afirmacdo, uma vez que foi identificada, em 2019, a
realizacdo de, aproximadamente, 1,5 milhdo de cirurgias plasticas em territério
nacional, sendo este niumero responsavel por classificar o pais como lider no ranking
de procedimentos cirdrgicos estéticos em todo o mundo, seguido pelos Estados
Unidos (ISAPS, 2020).
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Figura 1 - Paises classificados pelo numero total de procedimentos

TOP 10 4

PAISES CLASSIFICADOS PELO NUMERO TOTAL DE PROCEDIMENTOS

. TOTAL DE PORCENTAGEM TOTAL TOTAL DE PORCENTAGEM TOTAL NUMERO DE PORCENTAGEM
RANK PAiS PROCEDIMENTOS DE PROCEDIMENTOS PROCEDIMENTOS NAO  DE PROCEDIMENTOS NAO  PROCEDIMENTOS TOTAL
CIRURGICOS CIRURGICOS CIRURGICOS CIRURGICOS

1 EUA 1.351,917 11.9% 2.630,832 19.3% 5.982,749 15.9%

BRASIL 1,493,673 1% 1.072,002 9% 2.565,675

& JAPAG 249.543 2.2% 1.225,678 9.0% 1.473,221 5.9%

MEXICO 580.65% 1% 61 4.6% 1.200,464

5 ITALIA 314.432 2.8% 774.272 5.7% 1.088,704 4.4%

ALEMANHA 336.244 0% 647.188 4.8% 983.432

7 TURQUIA 551.930 5.1% 402.462 5.0% 754.392 5.0%

FRANGA 320.997 2.8% 423.084 5.1% 744.081

9 [NDIA 394,728 3.5% 249.024 1.8% 643.752 2.6%

RUSSIA 483.152 3% 576.886

Fonte: Sociedade Internacional de Cirurgia Plastica Estética, (2020).

Procedimentos desempenhados por cirurgides plasticos estdo em expansao
em todo o mundo, especialmente no Brasil. A procura por intervencdes desses tipos
persiste sendo maior por mulheres, indicando a manutencdo do fortalecimento do
padrao de beleza entre esse grupo (Gomes et al., 2021).

Diante do exposto, torna-se necessario evidenciar a importancia da atuacao
fisioterapéutica na reabilitacdo de pacientes submetidos a cirurgias plasticas.

Segundo a Sociedade Brasileira de Cirurgia Plastica (SBCP, 2018) quando um
paciente deseja melhorar algum aspecto do corpo por meio de um procedimento
cirurgico, ele precisa entender, também, a importancia da fisioterapia na recuperacéo
da cirurgia plastica. Isso se deve ao fato de que, apdés a cirurgia, € normal que
aparecam efeitos colaterais, como a dor, os edemas, as equimoses e outros
desconfortos provenientes do procedimento. E por meio da fisioterapia pos-cirirgica
gue € possivel minimizar as queixas e otimizar os resultados da cirurgia plastica,
diminuindo o desconforto e os traumas na area operada. Cabe lembrar que a alta
satisfacdo dos pacientes €, hoje, provavelmente, o critério mais importante na
avaliacdo dos resultados dos procedimentos cirurgicos. Dai vem a necessidade de os
cirurgides plasticos conhecerem os detalhes das técnicas fisioterapéuticas, para poder

indica-los como tratamento logo apds uma cirurgia.
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Sao amplos os recursos terapéuticos de dominio do fisioterapeuta para otimizar
a recuperacao funcional dos pacientes, desta forma a atuacédo destes profissionais
vém demonstrando eficicia e resultados positivos e uma ascensdo no mercado de
trabalho. O tratamento pés-cirargico pode ser realizado no pds-operatdorio imediato ou
tardio, tendo como objetivo prevenir: edemas, enfisema cutaneo, retracdes cicatriciais,
fibrose, seroma, déficit de sensibilidade, contratura muscular.

Em humanos, a formag&o de cicatriz cutanea varia consideravelmente com
base no mecanismo de leséo, grau de dano, localizacdo anatdomica, idade do paciente
e predisposicdo genética. Uma cicatriz fina pode ser quase imperceptivel, enquanto a
fibrose exuberante na forma de cicatriz hipertrofica ou formacédo de queloide pode
resultar em disfuncao e desfiguracao significativas. Estima-se que s o tratamento da
cicatriz hipertrofica nos Estados Unidos custe mais de US$ 4 bilhdes anualmente
(Wong et al., 2012).

Além disso, quase metade das mortes no mundo desenvolvido pode ser
atribuida a alguma forma de fibroproliferacao aberrante (aterosclerose, cirrose, fibrose
pulmonar). Assim, a formagdo de cicatrizes representa uma carga biomeédica
substancial e uma melhor compreensdo de seus mecanismos subjacentes pode
resultar em terapias mais eficazes para melhorar a doenca fibroproliferativa (Wynn,
2008).

1.1 INFLAMACAO E REPARO TECIDUAL

A pele humana é composta por trés camadas distintas: epiderme, derme e
hipoderme. Estudos ja descobriram que existem entre 155 e 174 proteinas diferentes
na pele, sendo os principais constituintes os colagenos (I, Il, Ill, VI, Xl e XIV),
proteinas da matriz extracelular, queratinas e proteinas celulares. Sua estrutura é
projetada para minimizar o estresse no tecido a medida que € deformado pelo
movimento ou por forcas externas. A pele pode se adaptar a essas forcas por
relaxamento mecanico das fibras de colageno e remodelacéo biolégica da estrutura
fibrosa, resultando em fluéncia mecéanica e biolégica, respectivamente (Wong et al.,
2016).

A cicatrizacdo é uma condicdo complexa, inclui uma variedade de respostas a
lesdo. Como um processo coordenado, 0 processo envolve componentes celulares e

extracelulares que acabardo por acontecer o rearranjo do tecido lesado. O processo
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de cicatrizacdo inicia-se a partir de uma série de processos importantes, a saber,
hemostasia, inflamacéo, proliferacdo e migracao celular, angiogénese, sintese de
matriz, remodelacgéo e contracéo da ferida (Velnar et al., 2009).

A fase inflamatéria envolvera células inflamatérias, incluindo neutrdfilos,
monaocitos, eosindfilos, basdfilos, linfécitos e plaquetas. A infiltracdo de neutrofilos
atingiu seu pico nas primeiras 24 horas, depois diminui com a presenc¢a de mondcitos.
Dentro de 2 a 3 dias, a populagdo de células inflamatérias serd deslocada e os
mondcitos se diferenciardo em macrofagos. Os macréfagos ndo apenas continuam a
fagocitar os detritos e bactérias, mas também secretam o fator de crescimento
transformador B (TGF-B) que estimulara a proliferacdo de fibroblastos e a sintese de
colageno, interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral (TNF) (Munadziroh et al.,
2022).

Durante a fase inicial da cicatriza¢do, o novo estroma, muitas vezes chamado
de tecido de granulacdo, comeca a se formar cerca de quatro dias apés a leséao.
Macroéfagos, fibroblastos e vasos sanguineos migram para a area da ferida como uma
unidade, o que se correlaciona com a proposta de interdependéncia bioldgica dessas
células durante o reparo tecidual. Os macrofagos forneceram a fonte sustentavel de
citocinas necessarias para a fibroplasia e estimulacdo da angiogénese, os fibroblastos
constroem a nova matriz extracelular que é importante para apoiar o crescimento
celular e os vasos sanguineos desempenham um papel importante no transporte de
nutrientes e oxigénio, que é fundamental para manter a metabolismo celular (Liu e
Velazquez, 2010).

A resposta inflamatoria € complexa, modulada por uma infinidade de fatores
intrinsecos e extrinsecos. A inflamacdo descontrolada e excessiva promove lesédo
tecidual e retarda a cicatrizacdo. No entanto, o recrutamento insuficiente de células
imunes também dificulta o reparo. Assim, as respostas das células imunes devem ser
situacionais, aumentando para responder adequadamente a infeccdo, mas limpando
efetivamente para permitir a cicatriza¢ao (Wilkinson e Hardman, 2020).

Apos a leséo, os principais componentes de suporte de carga da pele devem
ser reconstruidos, enquanto as tensoes fisioldégicas sédo ativamente impostas a ferida.
Se as estruturas recém-formadas, como fibras de estresse dentro das células e
deposicdo de matriz no espaco extracelular, ndo puderem suportar os estresses
fisiologicos, o equilibrio de forga na ferida ndo podera ser satisfeito. Como acontece

com qualquer outro material nessas condi¢des de ndo equilibrio, a cicatriz imatura se
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rompe (deiscéncia) ou se espalha gradualmente (deslizamento) ao longo do tempo.
Em tecidos vivos, como a pele, no entanto, a fluéncia € caracterizada pela hipertrofia
da cicatriz subjacente, sugerindo um processo biologico ativo (Gurtner et al., 2011).
As condicdbes mecanofisiolégicas sdo drasticamente alteradas pela
cicatrizacdo, formacao do tecido de granulacéo, contracdo da ferida e epitelizacédo. A
coagulacéo e a inflamacdo causam edema e alteracdes na circulacdo sanguinea na
pele e na ferida, impactando assim a mecanofisiologia baseada no fluido extracelular.
Além disso, as fases proliferativa e de remodelagdo, que comecam dentro de 1
semana da lesdo e podem continuar por meses, causam a formacéo do tecido de
granulacdo e a contracdo da ferida pela atividade dos miofibroblastos. Essas
alteracdes mecanofisiolégicas da pele lesada influenciam consideravelmente o grau

de cicatrizagédo (Ogawa, 2010).

1.2 MODELO DE INFLAMACAO AGUDA POR LPS

Sabe-se que normalmente apds uma cirurgia plastica ocorre edema, devido ao
trauma nos tecidos que leva a um processo inflamatoério e ocasiona o inchaco. O
tempo que este inchaco demora para desaparecer depende do tipo de procedimento,
do local do corpo e dos cuidados pés-operatdrios.

Comumente usa-se o lipopolissacarideo (LPS), um fosfolipideo que forma a
parede bacteriana externa das bactérias gram-negativas, para mimetizar modelos
inflamatorios, ja que um componente do LPS, o lipideo A, pode causar uma resposta
de febre ou até choque séptico em humanos. O LPS é considerado o principal fator
responsavel pelas manifestacdes toxicas de infeccbes por bactérias gram-negativas
bem como por inflamacao sistémica (Cruz-Machado, 2018).

Na administracdo de LPS intraperitoneal ocorre o acumulo de células
inflamatorias, pois este induz a producdo do fator nuclear kappa B (NF-kB), via
inflamat6ria que resulta na producdo de citocinas proé-inflamatérias. Segundo
Ciesielska et al. (2021), esta administracao intraperitoneal de LPS resulta em um
incremento na permeabilidade vascular dos capilares ocasionando em um acréscimo
de até 65% de neutrdéfilos no infiltrado celular.

Por estes motivos, o LPS vem sendo usado como modelo ja estabelecido de
pleurisia (Sousa et al., 2010; Vago et al., 2015). O modelo de pleurisia por injecao

intrapleural de LPS induz um influxo dependente do tempo de neutréfilos na cavidade
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pleural que é detectavel em 2 h e atinge um maximo em 8-24 h, diminuindo
posteriormente com resolucdo ocorrendo apés 48 h (Lima et al., 2017).

Neste influxo de células inflamatorias, mediadores séo liberados e o
agente/estimulo inflamato6rio € removido por neutréfilos que foram atraidos para o
tecido lesado. Todavia, estes neutréfilos tém o potencial de causar uma série de
doencas, como disturbios autoimunes e inflamacédo crbénica (Fox et al., 2010).
Portanto, um método de controle da inflamacédo é diminuir a quantidade dessas

células.

1.3 COMPRESSAO E BANDAGEM ELASTICA

As condicbes mecanofisiolégicas da pele lesada influenciam o grau de
formacdo, progressdo e contratura da cicatriz. Se faz importante que a
mecanobiologia da cicatrizacdo se torne entendida a partir da perspectiva da matriz
extracelular e dos fluidos, a fim de analisar as vias de mecanotransdugao e
desenvolver novas estratégias para prevencao e tratamento de cicatrizes.

H& um crescente reconhecimento de que as forcas mecanicas regulam a
inflamacéo e a fibrose em varios sistemas organicos. Na pele, também foi postulado
gue forcas mecanicas produzem fibrose por meio da ativacdo de vias inflamatorias.
Recentemente foi demonstrado que a atenuacdo das forcas mecanicas diminuiu
significativamente a formagao de cicatriz incisional em um modelo de animal de
grande porte (porco Duroc vermelho) e em um estudo de fase 1 em humanos
(Januszyk et al., 2014).

Estudos in vitro mostraram que fibroblastos e queratindcitos (as populactes
celulares predominantes na pele) respondem a uma variedade de estimulos fisicos,
incluindo forcas de compressédo, estiramento e cisalhamento. Quase todos o0s
aspectos do comportamento celular podem ser modulados mecanicamente em
sistemas de cultura experimental, sugerindo que essas interacdes também podem
regular a funcdo complexa de tecidos e orgaos (Wang e Thampatty, 2008).

Tem sido bem descrito que a tensdo mecanica pode regular a expressao da
matriz e genes inflamatorios potencialmente envolvidos na formacdo de cicatrizes.
Além disso, as forcas mecanicas podem induzir a producdo de fibroblastos de
colageno, alfa-actina do musculo liso (um marcador de cicatriz hipertrofica humana e

miofibroblastos) e quimiocinas pro-fibréticas, sugerindo fortemente que a fibrose da
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ferida pode ser modulada por mecanossensores de fibroblastos (Wong et al., 2012).
Os queratindcitos também sdo mecanicamente responsivos e foram estudados
usando sistemas de tensdo, em que foi mostrado que promove a proliferagdo de
queratindcitos (uma caracteristica das cicatrizes hipertroficas) e a migragéo in vitro
(Knies et al., 2006; Reichelt, 2007; Tamaki et al., 2004).

A ocorréncia de seroma (acumulo excessivo de liquido préximo a cicatriz
cirargica) tem sido associada a diferentes fatores de risco sociodemogréficos, clinicos
e de procedimentos cirlrgicos. A presenca de seroma pode impactar na satisfacao do
paciente e na qualidade de vida, podendo levar a necessidade de puncdes repetidas,
novos procedimentos cirdrgicos e atraso no tratamento adjuvante. Além disso, o
seroma aumenta o risco de infec¢des, cicatrizes e linfedema. A estratégia mais usada
para prevencdo de seroma apds a cirurgia é a insercdo de dreno, mas outras
abordagens tém sido discutidas na literatura (Fabro et al., 2022).

A terapia de compressao foi estabelecida por pesquisas primarias e evidéncias
de revisdo sistemética como tratamento de primeira linha para Ulceras venosas de
perna. Reduz o edema, melhora o retorno venoso e a oxigenacao dos tecidos e evita
a movimentacao dos curativos. A terapia de compressao pos cirurgia dermatologica
na parte inferior das pernas é frequentemente praticada com a intencdo de melhorar
a cicatrizacao de feridas, mas sem fortes evidéncias de apoio (Gilberts et al., 2022).

Bandagens ou curativos compressivos podem prevenir a formacéo de seroma,
pois podem ajudar reduzir o espaco morto deixado pela cirurgia (Fabro et al., 2022).
Bosman e Piller (2010) realizaram um estudo piloto de ensaio clinico randomizado
avaliando o uso de uma técnica de bandagem linfatica e verificaram que a técnica
pode reduzir o acumulo de liquido extracelular. A bandagem fornece presséo leve
durante o repouso e pressao mais alta durante a contracdo muscular. No entanto,
alguns pacientes apresentam menor adesao ao curativo compressivo devido as
condicBes climaticas de seu pais de residéncia ou ao efeito torniquete, que ocorre a
noite, quando o curativo se desloca durante o sono do paciente. Além disso, o efeito
do curativo na reducéo do edema pode ser aumentado com sessdes prolongadas de
tratamento (Ergin et al., 2019).

Ha algum tempo os fisioterapeutas vem buscando espago na atuacao
intraoperatoria de cirurgias plasticas, trazendo sua atuagcdo para uma fase precoce
ainda no centro cirargico, logo apos o término da cirurgia, buscando prevenir possiveis

danos causados pelo trauma cirrgico e desta forma buscando otimizar o processo de
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resposta metabolica ao trauma, propiciando assim uma recuperacao funcional de
maior qualidade aos pacientes. Para tal abordagem, faz-se uso da técnica de
bandagens elasticas.

A técnica de taping consiste na aplicacdo de fitas compressivas hipoalergénicas
de algodéao nas regifes operadas, de forma a reduzir o espaco morto, aproximar as
interfaces, mobilizar e orientar o processo cicatricial constantemente e em diferentes
dire¢Bes, modificando a estrutura do colageno cicatricial.

Propde-se que as fitas de algod&o quando utilizadas com estiramento de 50%,
aplicada sobre os tecidos cicatriciais, propicie uma compressao na area. Como
resultado, reduz a dor, o inchaco e a equimose local. Acredita-se que a bandagem
elastica utilizada de forma compressiva, possa controlar a inflamagéao propiciando um
controle desta etapa cicatricial otimizando desta forma os eventos cicatriciais
seguintes.

Considera-se também que a aplicacdo da bandagem elastica estimula os
mecanorreceptores cutdneos que ativam o0s impulsos nervosos quando as cargas
mecanicas criam deformacéo. A ativagcdo dos mecanorreceptores cutaneos por um
estimulo adequado causa despolarizacbes locais que desencadeiam impulsos
nervosos ao longo da fibra aferente em direcéo ao sistema nervoso central (Akbas et
al., 2011).

Na figura 02, trazemos um esquema representativo da aplicacdo a bandagem
elastica compressiva em fase aguda de tecidos cicatriciais, buscando modular a
resposta inflamatéria assim como o0s sinais cardinais da inflamacéo. Figura esta
desenvolvida para resumo da nossa pergunta inicial de pesquisa apresentada na

qualificagéo.
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Figura 2 - Esquema representativo de aplicacdo da bandagem elastica e seus

efeitos
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No entanto, sdo necessarias maiores pesquisas para comprovacao cientifica,
e por este motivo, o objetivo deste trabalho é criar um modelo experimental que
mimetize as caracteristicas clinicas de uma pds-operatoério de cirurgia plastica como
edema e infiltrado inflamatoério intenso, assim avaliando o efeito da terapia

mecanomoduladora (bandagem elastica) em um ambiente préximo a prética clinica.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da bandagem elastica em um modelo de inflamacdo aguda

subcutdnea abdominal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os efeitos da terapia bandagem elastica sobre a quantidade de
leucocitos presentes no lavado subcutdneo em um modelo de
inflamacdo aguda subcutanea abdominal;

e Avaliar os efeitos da terapia bandagem elastica sobre o infiltrado
inflamatorio, novos vasos, fibroblastos e producdo de colageno através
de andlise histolégica em um modelo de inflamacédo aguda subcutanea
abdominal;

e Avaliar os efeitos bandagem elastica sobre os niveis proteicos de
citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatorias (TNF-a e TGFB) em um
modelo de inflamacg&o aguda subcutanea abdominal;

e Avaliar os efeitos da terapia bandagem elastica sobre a expressédo
génica de NF-kB e IL1R através de RT-PCR em um modelo de
inflamacé&o aguda subcutanea abdominal;

e Avaliar os efeitos da bandagem elastica sobre a producéo de oxidantes,
sistema antioxidante e dano oxidativo em um modelo de inflamacao
aguda subcutanea abdominal.

e Avaliar o processo inflamatério em dois tempos, 24 e 72h, utilizando 96
animais subdivididos em 04 grupos: Sham, LPS, BE e LPS+BE.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 PROCEDIMENTOS ETICOS

O projeto de pesquisa foi submetido para a Comisséo Etica para Uso de
Animais (CEUA) da Universidade do Extremo Sul Catarinense — UNESC sendo
aprovado com numero de protocolo 46/2022, tendo todos os procedimentos em
conformidade com as diretrizes brasileiras para o uso de animais com propdsitos
cientificos e didaticos (Lei 11.794, DOU 27/5/13, MCTI, p.7).

3.2 ANIMAIS

Foram utilizados 96 ratos Wistar com dois meses de vida, pesando entre 200g
— 300g, oriundos da colbnia de reproducao do biotério da Universidade do Extremo
Sul Catarinense e agrupados em gaiolas especificas, mantidos em temperatura
ambiente controlada entre 20 + 22°C e ciclo claro-escuro 12/12h e com livre acesso,
alimentados com dieta padrdo para roedores e agua ad libitum.

Ao término do experimento os animais foram eutanasiados por decapitacao
em guilhotina, acondicionados em saco branco leitoso e encaminhados para freezer
(conservacdo) na propria universidade. Apds isso, os animais foram coletados e
transportados por uma empresa terceirizada com os residuos e tratados fisicamente,
posteriormente encaminhados para disposicado final em aterro sanitario. Todos o0s
procedimentos, conforme RDC n° 306/2004 da ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria).

3.3 INDUCAO DO MODELO DE INFLAMACAO AGUDA

Realizamos na regido abdominal no quadrante inferior direito uma Unica injecao
subcutédnea de LPS na concentracdo de 15 mg/Kg nos animais dos grupos que
receberam o mesmo, enquanto nos animais do grupo Sham injetamos solucéo salina
0,9%.
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3.4 DESENHO EXPERIMENTAL

Foram utilizados 96 ratos Wistar (com dois meses de vida pesando entre 200-
300 g), divididos em 2 grupos de 48 animais em cada. Submetidos a eutanasia no
tempo de 24h e outro de 72h, objetivando avaliar o processo inflamatorio nestes dois
tempos. Além disso, cada grupo de 48 animais foi subdividido em 4 grupos com 12

animais cada, de acordo com a Tabela 1.

Tabela 1 - Descricdo dos Grupos

GRUPO | (n=12) Sham

GRUPO Il (n=12) Lipopolissacarideo (LPS)
GRUPO Il (n=12) BE

GRUPO IV (n=12) LPS + BE

Primeiramente, todos os animais foram anestesiados com isoflurano 4% via
inalatoria e a regido abdominal de cada animal foi tricotomizada e esterilizada com
alcool 70%. Apds os animais do grupo | receberam a injecdo de salina 0,9% e os
animais dos grupos Il e IV a injecdo de LPS. Em seguida, nos animais dos grupos Il
e IV foi aplicada a bandagem elastica.

Nos tempos 24 e 72h, retiramos a bandagem elastica dos animais dos grupos
Il e IV. Em seguida, todos os animais foram anestesiados e eutanasiados para
dissecacéo, coleta e acondicionamento das amostras de tecido subcutaneo para fins
de utilizacdo em andlises histolégicas (quatro animais por grupo), moleculares e

bioquimicas (oito animais por grupo).

Figura 3 - Desenho experimental
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3.5 APLICACAO DA BANDAGEM ELASTICA

Para receber a aplicagdo da bandagem elastica, o animal foi preparado com
tricotomia e higienizagdo da regido abdominal e dorsal. Utilizamos a bandagem
elastica Theraband KinesiologyTape® e a aplicacdo teve como base as
recomendacdes do fabricante; ou seja, o0 estiramento da bandagem elastica se deu
até gue obtivéssemos deformacédo do hexagono de maior tamanho, sugerindo assim
uso de 50% da atividade elastica da bandagem. Utilizamos duas faixas com 5 cm de

largura por 12 cm de comprimento como demonstrado na Figura 4.

Figura 4 - Representacdo da dimensdo da bandagem elastica a ser utilizada

| 12 cm |
{ N

0% :\:5 cm

O posicionamento da bandagem elastica teve inicio na regido lateral do

0% 50%

abddémen com extenséo até a parte dorsal de forma horizontal, a fim de cobrir toda a

area lesionada.

3.6 CONTAGEM DE LEUCOCITOS NO LAVADO SUBCUTANEO

Para a determinacéo da migracao de células foi realizado o lavado subcutaneo
apos a eutanasia dos animais em 24 e 72h, por meio de inje¢cdo de 5 mL de PBS/EDTA
seguido de 10 ciclos de massagem abdominal e coleta da amostra. A amostra foi
diluida 1:20 em solucédo de Turk (1 ml) e analisada em Camara de Neubauer.

Este protocolo consta da contagem total de leucdcitos utilizando a camara de
Neubauer. As células nucleadas foram contadas nos quatro quadrantes externos da
camara de Neubauer, cujo volume total € de 0,4 mms3. Nas amostras com elevada
celularidade, realizamos uma diluichio em solucdo aquosa de fucsina 0,2% na

proporgcao 1:20, essa solugéo otimiza a contagem (Comar et al., 2011)

3.7 PROTOCOLO DE HISTOLOGIA
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As amostras de tecido subcutdneo de quatro animais por grupo foram
embebidas em solucdo de paraformaldeido (PFA) a 10% em tampéo fosfato 0,1 M
(pH 7,4). As amostras retiradas foram fixadas por 48 horas na mesma solugéo (PFA
10%), e posteriormente incluidas em parafina ap6s desidratacdo e clareamento, e
seccionadas em cortes de 5 ym de espessura. Quantificagdes histoldgicas da
infiltracdo de leucdcitos, fibroblastos, vasos sanguineos e deposicdo de colageno
ocorreram com hematoxilina-eosina e tricromio de Gomori, respectivamente. As
laminas foram lidas em microscopio optico (Eclipse 50i, Nikon, Melville, NY, EUA),
com aumento de 200x, e foram capturados quatro campos oculares por corte (4
animais / grupo). As imagens foram gravadas com o auxilio da camera Nikon (Sight
DS-5M-L1, Melville, NY, EUA) e analisadas no software NIH ImageJ 1.36b (NIH,
Bethesda, MD, EUA), considerando a coloracdo nuclear de células inflamatoérias

(H&E). Os dados, expressos como densidade Optica (OD).

3.8 TESTES MOLECULARES E BIOQUIMICOS

3.8.1 RT-PCR

A analise de expressao génica de NFkB, NRF2, FGF, proteoglicanos, colageno
| e Ill foi realizada através de PCR — Real Time. O RNA total foi extraido utilizando o
reagente TRIzol® (Life Technologies) e seguindo as instru¢des recomendadas pelo
fabricante. O RNA obtido foi solubilizado em 30 ul de agua Milli-Q tratada com DEPC
0,1% (Sigma), agrupado em um unico tubo e armazenado a -20°C. O RNA total
extraido foi quantificado por espectrofotometria em absorbancia a 260 nm e 280 nm.
A relacao entre as absorbancias 260/280 nm foi utilizada para estimar a contaminagéo
por proteinas. Foram considerados de boa qualidade os RNAs cuja relacdo 260/280
nm estiverem entre 1,8 e 2,0. Logo apés, o DNA complementar foi sintetizado atravées
da transcriptase reversa M-MLV, que promove uma fita de DNA complementar a partir
de RNA de fita simples. A parte final inclui a reagcdo em cadeia da polimerase (PCR)
em tempo real, por meio do sistema do corante SYBR Green, que possui ligacao
altamente especifica ao DNA dupla-fita, para detectar o produto da PCR conforme ele

se acumula durante os ciclos da reacéo.
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3.8.2 Marcadores Inflamatorios

Elisa

Para dosagem das citocinas (IFN-y, TNF-a, IL1B, IL6, IL4, IL10 e TGF-B)
utilizamos o método enzyme-linked immuno absorbent assay (Duoset ELISA) de

captura (R&D system, inc., Minneapolis, USA).

3.8.3 Parametros de estresse oxidativo

Oxidantes

A producéo de hidroperéxidos foi determinada pela formacao intracelular de
2',7'-diclorofluoresceina (DCFHDA) a partir da oxidacdo do diacetato de 2',7'-
diclorodihidrofluoresceina (H2DCFDA) por ERO de acordo com o método descrito por
Lebel et al. (1992).

A producéo de NO foi avaliada espectrofotometricamente através do metabdlito
estavel nitrito. Para mensurar o contetdo de nitrito, as amostras foram incubadas com
reagente Griess (1% sulfanilamida e 0,1% de N-1 (naphthyl) ethylenodiamina) em
temperatura ambiente por 10 minutos e a absorbancia medida a 540 nm. O contetdo
de nitritos foi calculado com base numa curva padréo de 0 a 100 nM realizada com o
metabdlito nitrito de sédio (NaNO2). Os resultados foram calculados em pmol
Nitrito/mg proteina (Chae et al., 2004).

Marcadores de Danos Oxidativos

O conteudo de proteinas oxidadas foi determinado a partir do conteudo total de
tidis na presengca de DTNB (reagente de Ellman ou acido 5,5-dithiobis-2-
nitrobenzoico) e lido espectrofotometricamente a 412 nm (Aksenov e Markesbery,
2000).

A oxidacéo de proteinas foi determinada mediante a quantificacao de proteinas
carboniladas através da reacao de grupos carbonilas com a dinitrofenilhidrazina. Essa
reacao gera a formacao de hidrazonas correspondentes. O conteudo de carbonilas é

determinado espectrofotometricamente a 370 nm como previamente descrito por
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Levine et al. (1990). Os resultados foram calculados como nmol/mg de proteina
empregando o coeficiente de extincdo molar de dinitrofenilhidrazonas de 22.000 M-1.
cm-1.

Como indice de peroxidacao de lipideos verificou-se a formacao de MDA e de
4HNE e mensurada no aparelho HPLC Proeminence Shimadzu em uma coluna
Ascentis® C18 (250 x 2.1 mm, 5 um) Supelco Sigma-Aldrich, por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), segundo Grotto et al (2007).

Atividades das Enzimas Antioxidantes

A atividade da SOD foi determinada pela inibicdo da auto-oxidacdo da
adrenalina medida espectrofotometricamente (480 nm) segundo Bannister e
Calabrese (1987).

Os niveis de GSH foram determinados como descrito por Hissin & Hilf (1976),
com algumas adaptacdes. A absorbancia foi lida a 412 nm depois de 10 min. Uma
curva padrdo de glutationa reduzida serd usada para calcular os niveis

de GSH nas amostras.

3.8.4 Determinacdes do Contetudo Proteico

O teor de proteina a partir do tecido homogenizado foi ensaiado utilizando
albumina de soro bovino como um padrao, de acordo com Lowry (1951). O reagente
Folin fenol foi adicionado para ligar-se a proteina e serd lentamente reduzido

passando de amarelo para azul. A leitura da absorbancia foi a 750 nm.

3.9 PROCEDIMENTO PARA ANALISE DE DADOS

Os dados obtidos foram expressos em média e erro padrdo médio e analisados
estatisticamente pela analise de variancia (ANOVA) one-way, seguido pelo teste post
hoc Tukey. O nivel de significancia estabelecido para o teste estatistico é de P<0,05.
Foi utilizado o SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) versao 17.0 como

pacote estatistico.



37

4 RESULTADOS

Vale ressaltar a intensidade dos dois primeiros anos de doutorado para
pudéssemos chegar ao modelo ideal, durante dois longos anos de trabalho
aconteceram diversos projetos pilotos, onde buscamos mimetizar um modelo de
inflamac&o através do trauma mecanico. Este ndo sendo suficiente apds pesquisas e
mais diversos estudos pilotos, chegamos a um modelo quimico de inflamacéo eficaz
para tal estudo. Destaca-se a escassez de estudos assim como 0 pioneirismo dos
resultados mediante ao modelo desenvolvido assim como a abordagem tratativa com

uso de bandagens elasticas.

4.1 ANALISE DE LAVADO PERITONEAL

Através do lavado peritoneal, realizamos a analise por contagem total de
leucécitos por ml, representados na figura 10. Observa-se que no periodo de 24 horas,
ndo houve diferenca significativa entre os grupos. Ja na analise de 72 horas, o grupo
LPS apresentou aumento significativo na quantidade de leucécitos quando comparado

ao grupo Sham (p<0,05).
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Figura 5 - Efeitos do tratamento com bandagem elastica apds inducéo de inflamacgéao
com LPS sobre a quantificagdo total de leucdcitos por ml/lavado, 24 horas (A) e 72
horas (B). Os dados séo apresentados em Média £ EPM, no qual: *p<0,05 v.s Grupo
LPS; **p<0,01 v.s Grupo LPS; **p<0,001 v.s Grupo LPS; ****p<0,0001 v.s Grupo
LPS; #p<0,05 v.s Grupo Sham (ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de
Tukey).
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4.2 ANALISE HISTOLOGICA DO INFILTRADO INFLAMATORIO

Figura 6 - Efeitos do tratamento com bandagem eléstica apds inducdo de inflamacao
com LPS sobre a analise histologica do tecido subcutaneo, com imagem
representativa de 24 horas (A) e gréafico estatistico (B). Bem como, imagem
representativa de 72 horas (C) e gréfico estatistico (D). Os dados sdo apresentados
em Média £ EPM, no qual: *p<0,05 v.s Grupo LPS; **p<0,01 v.s Grupo LPS;
***n<0,001 v.s Grupo LPS; ****p<0,0001 v.s Grupo LPS; #p<0,05 v.s Grupo Sham
(ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey).
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Quanto a analise histologica, é possivel observar o influxo de células
inflamatorias no tecido subcutaneo nos periodos de 24 horas (figura 11A) e 72 horas
(figura 11D). Pode-se observar que na analise de 24 horas, o grupo LPS apresentou
aumento significativo no infiltrado inflamatdrio quando comparado ao grupo Sham
(p<0,05), enquanto o grupo BE apresentou reducédo significativa quando comparado
ao grupo LPS (p<0,05), ja o grupo LPS+BE apresentou similaridade ao grupo Sham
(p<0,01).

Nas analises de 72 horas, o grupo LPS mantém o aumento significativo quando
comparado ao grupo Sham (p<0,05), enquanto os grupos BE e LPS+BE apresentaram
reducdo significativa no infiltrado inflamatério quando comparado ao grupo LPS,

conforme observado na figura 11C.

4.3 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA

A fim de avaliar a expressdo génica de marcadores inflamatoérios, avaliamos
através de PCR-RT a expressdo de NF-kB e IL-1pB. Inicialmente, a analise de NF-kB
demonstrou aumento na expressao desse fator nuclear no grupo LPS quando
comparado ao grupo Sham, enquanto os grupos BE e LPS+BE apresentaram uma
reducdo significativa (p<0,001) quando comparado ao grupo LPS, no periodo de 24
horas como demonstrado na figura 9A. Esse cenario se manteve no periodo de 72
horas, com uma reducéo significativa nos grupos BE e LPS+BE (p<0,0001) quando
comparado ao LPS, como observado na figura 9C.

Quanto a andlise de IL-1B no tempo de 24 horas, houve aumento significativo
na expressao génica no grupo LPS quando comparado ao grupo Sham (p<0,05); ja o
grupo BE, apresentou uma reducao significativa quando comparado ao grupo LPS
(p<0,0001), assim como o grupo LPS+BE apresentou reducéo significativa quando
comparado ao grupo LPS (p<0,01) com diferenca significativa do grupo Sham
(p<0,05) como observado na figura 9B. No periodo de 72 horas, o grupo LPS
apresentou aumento significativo na expressao dessa citocina quando comparado ao
Sham, enquanto os demais grupos néo apresentaram diferenca significativa entre

eles, considerado similar ao grupo Sham.
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Figura 7 - Efeitos do tratamento com bandagem elastica apds inducéo de inflamacgéao
com LPS sobre a analise de expresséo génica de NF-kB 24 horas (A) e 72 horas
(C), e de IL-1B 24 horas (B) e 72 horas (D). Os dados sédo apresentados em Média +
EPM, no qual: *p<0,05 v.s Grupo LPS; **p<0,01 v.s Grupo LPS; ***p<0,001 v.s
Grupo LPS; ****p<0,0001 v.s Grupo LPS; #p<0,05 v.s Grupo Sham (ANOVA de uma
via seguido de teste post hoc de Tukey).
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4.4 AVALIACAO DE CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS

Quanto aos niveis proteicos de citocinas pro inflamatérias, é possivel observar
na figura 8A que os niveis de TNF-a no periodo de 24 horas, apresentaram aumento
significativo no grupo LPS quando comparado ao Sham, enquanto os grupos BE e
LPS+BE apresentaram reducdo significativa quando comparado ao grupo LPS
(p<0,01). Ja no periodo de 72 horas, somente o grupo LPS apresentou aumento nos
niveis de TNF quando comparado ao Sham, enquanto os demais grupos nao
apresentaram diferenca significativa.
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Ao analisarmos os niveis de IL-1, no periodo de 24 horas observado na figura
8B, 0 grupo LPS apresentou aumento significativo quando comparado ao grupo Sham,
enquanto o grupo BE apresentou redugdo significativa nos niveis de IL-1 quando
comparado ao LPS (p<0,0001); j& o grupo LPS+BE, apresentou reducéo significativa
nos niveis quando comparado ao LPS (p<0,05), bem como diferenca significativa
quando comparado ao Sham (p<0,05). Enquanto os grupos BE e LPS+BE,
apresentaram reducao significativa na expressao de IL-1 quando comparados ao
grupo LPS (***p<0,001), como observado na figura 8D.

Figura 8 - Efeitos do tratamento com BE ap6s inducao de inflamacéo com LPS sobre
0s niveis proteicos de TNF-a 24 horas (A) e 72 horas (C), e de IL-1B 24 horas (B) e
72 horas (D). Os dados séo apresentados em Média + EPM, no qual: *p<0,05 v.s
Grupo LPS; **p<0,01 v.s Grupo LPS; **p<0,001 v.s Grupo LPS; ***p<0,0001 v.s
Grupo LPS; #p<0,05 v.s Grupo Sham (ANOVA de uma via seguido de teste post hoc

de Tukey).
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4.5 MARCADORES DE ERO, DANO OXIDATIVO E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Como marcador secundario a producdo de Oxido nitrico, os niveis de nitrito
foram avaliados no periodo de 24 horas e 72 horas, apresentados a seguir
respectivamente. Quanto a analise de 24 horas demonstrados na figura 5 (A), o grupo
LPS apresentou aumento quando comparado ao grupo Sham; enquanto os grupos BE
e LPS+BE, ndo demonstraram diferenca significativa entre os grupos com niveis
similares ao grupo Sham. Ja na analise de 72 horas, no grupo LPS houve aumento
significativo nos niveis de nitrito quando comparado ao grupo Sham, enquanto os
grupos BE (p<0,01) e LPS+BE (p<0,05) apresentaram reducéo significativa quando
comparado ao grupo LPS.

Quanto aos niveis de oxidantes através do DCF, € possivel identificar no
periodo de 24 horas, o aumento significativo no grupo LPS quando comparado ao
grupo Sham (p<0,05), enquanto os demais grupos ndo apresentaram diferenca
significativa entre eles. J4 no periodo de 72 horas, houve aumento significativo no
grupo LPS quando comparado ao grupo Sham (p<0,05), enquanto os grupos BE e

LPS+BE apresentam reducéo significativa quando comparado ao grupo LPS (p<0,05).
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Figura 9 - Efeitos do tratamento com bandagem elastica apds inducéo de inflamacgéao

com LPS sobre niveis de oxidantes, com nitrito 24 horas (B) e 72 horas (D), e niveis

de DCF 24 horas (A) e 72 horas (C). Os dados sédo apresentados em Média + EPM,

no qual: *p<0,05 v s Grupo LPS; **p<0,01 v.s Grupo LPS; **p<0,001 v.s Grupo LPS;

****n<0,0001 v.s Grupo LPS; #p<0,05 v.s Grupo Sham (ANOVA de uma via seguido
de teste post hoc de Tukey).
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Ao avaliar o dano oxidativo através dos niveis de carbonil (figura 6A e 6C), ndo
houve diferenca significativa entres os grupos em ambos os periodos analisados.
Quanto ao conteudo de grupamento tidis (figura 6B e 6D), em 24 horas o0s grupos LPS
e LPS+BE demonstraram reducédo significativa quando comparado ao grupo Sham
(p<0,05), enquanto apenas o grupo BE nao apresentou diferenca estatistica entre os
grupos. Em 72 horas, os grupos LPS e LPS+BE seguem com reducéo significativa
nos niveis de sulfidrila quando comparado ao grupo Sham, enquanto o grupo BE

apresentou aumento significativo quando comparado ao LPS (p<0,001).



45

Figura 10 - Efeitos do tratamento com bandagem elastica apds inducao de
inflamacg&o com LPS sobre o dano oxidativo: Carbonil 24 horas (A) e 72 horas (C), e
conteudo de Sulfidrila 24 horas (B) e 72 horas (D). Os dados sao apresentados em
Média + EPM, no qual: *p<0,05 v.s Grupo LPS; **p<0,01 v.s Grupo LPS; **p<0,001
v.s Grupo LPS; ****p<0,0001 v.s Grupo LPS; #p<0,05 v.s Grupo Sham (ANOVA de

uma via seguido de teste post hoc de Tukey).
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Quanto a analise de defesa antioxidante, realizada através da atividade
enzimatica da superdxido dismutase (figura 7A e 7C), no periodo de 24 horas nao
houve diferenca significativa entre os grupos. Enquanto a analise de 72 horas
demonstra um aumento na atividade da SOD no grupo LPS quando comparado ao
Sham (p<0,05), j& no grupo LPS+BE, houve uma reducdo significativa quando
comparado ao grupo LPS (p<0,05). Nos niveis de GSH, em ambos os periodos

analisados, ndo houve diferenca significativa entre os grupos.
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Figura 11 - Efeitos do tratamento com bandagem elastica apds inducao de
inflamacg&o com LPS sobre defesa antioxidante: SOD 24 horas (A) e 72 horas (C), e
conteudo de GSH 24 horas (B) e 72 horas (D). Os dados séao apresentados em
Média + EPM, no qual: *p<0,05 v.s Grupo LPS; **p<0,01 v.s Grupo LPS; **p<0,001
v.s Grupo LPS; ****p<0,0001 v.s Grupo LPS; #p<0,05 v.s Grupo Sham (ANOVA de
uma via seguido de teste post hoc de Tukey).
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5 DISCUSSAO

Apesar do crescente numero de pacientes submetidos a cirurgia plastica no
mundo, € uma especialidade que carece de evidéncias cientificas, fato que gera
diversas incertezas clinicas (Lee, 2023). De forma geral, a prioridade de investigacao
se concentra na técnica cirargica; porém o periodo poés-operatorio €,
consequentemente, caracterizado pela resposta inflamatoria. Quando persistente, a
inflamacdo, edema e equimoses representam complicacdes pos-operatérias
precoces, que por sua vez impactam negativamente no resultado do procedimento

cirurgico (D’Andrea et al., 2018). Efeitos indesejados como a formacgéo de fibroses,
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edema, formato irregular da cicatriz e necrose tecidual, podem ser evitadas e tratadas
por meio de recursos especificos utilizados em cada fase do reparo tecidual.

O modelo animal de cirurgia plastica em roedores é descrito na literatura como
possibilidade de treino em microcirurgia (Loh et al., 2018). Dados prévios a esta
pesquisa e nao publicados, demonstraram que a simulacdo com retalho abdominal
em roedores nao foi capaz de desencadear o quadro inflamatorio caracteristico, com
auséncia de edema e infiltrado leucocitario insignificante. Portanto, neste estudo o
buscamos avaliar o efeito da bandagem eléastica em um modelo de inflamacgéo aguda
subcutéanea abdominal induzida por LPS a fim de mimetizar a principal caracteristica
clinica e fisiologica pos-cirurgicas.

Em nosso estudo, a administracdo subcutdnea de LPS provocou
manifestacbes teciduais caracteristicos de inflamacdo aguda, evidenciado pelo
aumento significativo do nimero de leucdécitos 72 horas apds a administracdo quando
comparado ao grupo controle. Bem como o elevado influxo de células inflamatorias
24 horas e 72 horas ap6s a inducao, como observado na andlise histoldgica.

Estes efeitos ocorrem devido a capacidade do LPS em se ligar aos TLRs, que
sofrem uma mudanca conformacional e levam a inducédo de uma complexa cascata
de sinalizagao intracelular resultando na ativagao do fator de transcricdo nuclear kB
(NF-kB) e do fator de transcricdo ativador de proteinal (AP1), os quais regulam a
expressdo de uma gama de genes envolvidos na resposta inflamatéria (Glezer et al.
2007). Apos estimulac@o com ligantes de TLR, as 1kBs séo fosforiladas, ubiquitiniladas
e degradadas, permitindo que o NF-kB seja translocado para o nucleo e ative a
transcricdo génica. A ativacao do fator de transcricdo AP-1 na sinalizacao por TLR é
principalmente mediada por cinases ativadas por mitdgenos (MAPK) como a cinase
terminal Jun-N (JNK), p38 e cinase regulada por sinal extracelular (ERK) (Kawai e
Akira, 2008; Mogensen, 2009).

Segundo Ciesielska et al. (2021), esta administracdo de LPS resulta em um
incremento na permeabilidade vascular dos capilares ocasionando em um acréscimo
de até 65% de neutrofilos no infiltrado celular. Estudos demonstram que a
administracéo de LPS provoca o acumulo de células inflamatérias, através do NF-kB;
fato que corrobora com os dados encontrados neste estudo, no qual observa-se
aumento na expressao génica de NF-kB e IL-1, e consequentemente elevados niveis

de TNF e IL1, além de alterac&o redox no grupo LPS.
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De um modo geral, em resposta a um estimulo lesivo, quimiocinas e citocinas
determinam uma série de alteracdes locais, que manifestam-se inicialmente por
dilatacdo de vasos da microcirculagdo, aumento do fluxo sanguineo e da
permeabilidade vascular, diapedese de células para o0 meio extravascular e
fagocitose; com extravasamento do plasma e formacao de edema que pode evoluir
para uma estase do liquido intersticial, fato que impede a revascularizacdo e causa
retardo do processo cicatricial (Wynn e Vanella, 2016).

Em particular, esses eventos bioquimicos estdo associados ao atraso na
recuperacao pos-cirdrgica e na obtencao do resultado definitivo, com altos niveis de
insatisfacdo relatados pelos pacientes (D'Andrea et al., 2018). Dentre eles, o edema
representa o efeito mais incOmodo e incapacitante, ao retardar o retorno do paciente
as atividades rotineiras.

Diferentes intervenc¢des séo utilizadas para diminuir o edema pdés-operatorio,
desde o uso de drenos, roupas de compressao e crioterapia, até terapias meédicas
baseadas em corticosterdides e anti-inflamatérios ndo esteroidais (D'Andrea et al.,
2018). A compressao é uma alternativa ndo farmacolégica constantemente utilizada
na pratica clinica, principalmente por promover diminuicdo do edema pds-cirargico e
do risco de hematoma (Nathan e Singh, 2001), porém, a atuacdo no controle do
processo inflamatério permanece questionavel na literatura. A presenca de edema
durante o pGs-operatério indica acumulo de exsudato ou transudato, ambos provocam
hiperalgesia, tensdo nos tecidos moles, além de prejudicar a microcirculagéo local e
favorecer a necrose avascular (Wynn e Vanella, 2016).

A fim de impedir os danos secundarios causados pela estase de liquido
intersticial, a compressdo através de malhas cirargicas e/ou bandagem elastica
podem representar uma possibilidade terapéutica. Apesar da alta recomendacao
clinica, ha uma escassa literatura ao justificar sua utilizacao (Rabe et al., 2020).

Em nosso estudo, é possivel evidenciar que a aplicacdo da bandagem elastica
provocou uma reducdo significativa da quantidade de leucécitos totais no lavado
subcutédneo 72 horas apoés a inducéo inflamatoria; bem como a analise histoldgica,
que demonstra reducdo do influxo de células inflamatérias em ambos os prazos
analisados. Pioneiro na investigagcdo dos efeitos celulares desencadeados pela
aplicacao da bandagem elastica, este estudo demonstra a capacidade de modulacao
do processo inflamatorio no tecido subcutaneo, principal local de acumulo de edema
(Mellor et al., 2004).
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Caracterizado por extravasamento de liquidos, proteinas e células sanguineas
(como neutréfilos e macréfagos) do sistema vascular para tecidos intersticiais, 0
exsudato indica aumento na permeabilidade de vasos sanguineos durante a reacao
inflamatdria. A reducéo do infiltrado inflamatdrio observada neste estudo € apoiada,
principalmente, pelos efeitos da compresséo sob a reducdo do edema, desencadeado
pela bandagem sob os efeitos vasculares (Duygu-Yildiz, 2023).

Diversos estudos demonstram que este efeito na reducdo do exsudato esta
vinculado & forgca compressiva que a aplicacdo da bandagem desencadeia, que de
forma secundaria, provoca a reducéo do infiltrado inflamatoério (Duygu-Yildiz, 2023). O
principio fisiolégico basico demonstrado pela equacdo de Starling, relata que a
compressdo aumenta a pressdo hidrostatica do tecido que circunda os vasos
sanguineos, e consequentemente, menos liquido extravasa desses vasos e mais
liquido intersticial é reabsorvido. A terapia da compresséo esta fundamentada nas
leis da fisica e na equacdo de Laplace, que engloba matematicamente todas as
variaveis envolvidas na compressao por meio de um material elastico, onde Equacédo
de Laplace: “P = T/r” sendo (P) presséo, (T) tensdo do material, (r) raios da area a ser
comprimida.

No tecido, este efeito compressivo é interpretado como estimulo mecanico que
provoca modificacbes hemodinamicas, além de fornecer uma barreira e suporte
mecanico contra 0 estresse mecanico, como as for¢cas de cisalhamento; e desta
forma, evitar a amplificacdo do processo inflamatério (Suh et al., 2019). Segundo
Jokuszies et al. (2013), a reducdo do edema e consequentemente da reacao
inflamatoria, também pode ser relacionada a ativacdo do mecanismo de reflexo
venoarterial.

E sabido que o infiltrado inflamat6rio, como neutréfilos e macréfagos, liberam
fatores que atuam na amplificacdo da resposta, além de provocar aumento de
demanda oxidativa através da fagocitose. Além disso, sdo responsaveis pela ativacao
de vias classicas de inflamacéo através do receptor Toll-like e da sinalizacdo do
inflamassoma (Liew e Kubes, 2019).

Estes multiplos sinais inflamatérios ativam a via canénica de sinalizagédo NFkB,
onde IKK1/2 fosforila IkBs ligados a NFkB, direcionando-os para ubiquitinagdo e
degradacédo proteasomal (Mitchell et al, 2016). Os IkBs livres também sofrem
degradacéo constitutiva através de uma via de degradacao proteasomal independente

da ubiquitina. A medida que os IkBs sdo degradados, o NFkB livre é entdo capaz de
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se translocar para o nucleo, onde se liga aos locais kKB no DNA e ativa a expresséao
génica (Mitchell et al, 2016).

A partir disso, uma grande variedade de citocinas inflamatérias (como TNF e
IL-1) sdo produzidas, e podem provocar a ativagdo mutua do NFkB ao formar feedback
positivo. Ademais, o inflamassoma NLRP3 ativado € capaz de processar pré IL-1B8 e
IL-18 em suas formas maduras biologicamente ativas, conhecidas por serem citocinas
importantes que promovem a inflamacéo e coordenam as respostas imunes inatas e
adaptativas (Broz, 2016).

As forgcas mecanicas exercidas nas células também podem ativar o NFkB, a
tensdo de cisalhamento (mecanotransdugao) ativa o NFkB através de vias de
fosfolipase que liberam Ca2+ intracelular. Por sua vez, o NFkB ativado em resposta
ao estresse de cisalhamento regula positivamente a COX-2, que desempenha um
papel importante na resposta a carga mecanica (Chen et al., 2003; Mitchell et al,
2016). As forcas hemodinamicas durante a inflamacéo também exercem tensdes de
cisalhamento nas células vasculares que resultam na ativagdo do NFkB através de
um mecanismo independente da degradagéo candnica da IkBa (Ganguli, 2005).

Em consonéancia com a reducao do infiltrado inflamatorio, o grupo LPS tratado
com a compressao da bandagem elastica apresentou reducdo significativa na
expressao génica de NFkB, 24 horas e 72 horas ap0s a aplicagao; bem como redugao
significativa na expressao génica de IL-1B, no prazo de 24 horas apos.

Os resultados encontrados neste estudo sado 0s primeiros a demonstrarem a
capacidade da bandagem elastica em controlar o processo inflamatorio desde a sua
microvasculatura, até a regulacdo da expressdo génica de fatores nucleares
inflamatorios. Através da reducdo no extravasamento de neutréfilos e da capacidade
protetiva ao evitar tensfes de cisalhamento tecidual, é possivel atenuar a resposta
aguda e evitar complicacGes secundarias.

Ademais, evidenciar o controle na expressdo génica de IL-1B neste estudo é
de extrema relevancia, visto que Zhang et al. (2021) relata que os complexos do
inflamassoma estdo envolvidos na fibrogénese de varios orgaos. Principalmente
através da producdo de IL-1 em excesso, ja que sdo capazes de converter
diretamente as células intrinsecas dos 6rgaos em fibroblastos através de receptores
na superficie da membrana celular, com producéo excessiva de colageno e MEC, o
que resulta em fibrose (Mack, 2018). Além de ser um estagio comum na progressao

de varias doencas inflamatdrias e reduzir a funcionalidade do 6rgéo afetado, a fibrose
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€ uma das maiores causas da insatisfacdo de pacientes pos cirurgia plastica (Zhang
et al., 2021).

Coerente com a reducao da expressao génica de NFkB e IL-13, ao quantificar
0s niveis proteicos de TNF-a e IL-1B é possivel observar redugéo significativa de
ambos os marcadores nas primeiras 24 horas, fato que se manteve até as 72 horas
apos a inducéo. De acordo com Jang et al. (2021), sabe-se que a producéo de IL-6,
TNF-a e IL-1B, € caracteristica de mondcitos ativados e macrofagos M1 pro-
inflamatoérios, com a reducdo de infiltrado observada neste estudo, uma possivel
modulacao no fendétipo dos macrofagos pode ser desencadeada pela compresséao.

Esta reducdo nos niveis de marcadores pr6 inflamatorios demonstra a
capacidade da intervencao no controle da resposta tecidual ao LPS, ja que o TNF-a
em seu dominio de receptor I, se associa com a proteina adaptadora do dominio de
morte associado ao TNFR1, que em cascata através do seu complexo | ativa NF-kB
e MAPKSs, o que resulta em inflamacao, degeneracéao tecidual, defesa do hospedeiro,
proliferacdo celular e sobrevivéncia celular (Jang et al., 2021). Ja em seus complexos
lla e llb ativam a caspase-8 e induzem a apoptose; enquanto o complexo llc induz
necroptose e vias de inflamacao (Jang et al., 2021).

Ja a IL-1B extracelular, além do citado anteriormente, ao interagir com seu
receptor IL-1R, resulta na ativacéo dos fatores de transcricdo NF-kB e p38 MAPK. Por
sua vez, a ativacdo de NF-kB por IL-1 comega com a formag&o de um complexo entre
MyD88, adaptador de quinase associada ao receptor IL-1 (IRAK) e IRAK-2 e possui
por fim, a expressdo de genes inflamatérios; em particular os que codificam IL-8,
proteina quimioatraente de monacito 1 e ciclooxigenase 2 (Weber et al., 2010; O’Neill,
2000). A partir destas cascatas, a IL-1 liberada serve como um sinal paracrino a
producdo de colagenase pelos fibroblastos, além de produzir prostaglandinas,
expressar selectinas e orientar a quimiotaxia continua de linfécitos em direcéo ao local
da leséo (Dinarello e Wolff, 1993). Ademais, segundo Mirza et al. (2013), 0 excesso
nos niveis de TNF-a e IL-1 B esta diretamente relacionado ao infiltrado excessivo e
persistente de macréfagos M1, que falham em regular positivamente os fatores
associados a cura.

Estes fatores explicam a importancia de romper com um ciclo pré inflamatério
vicioso desencadeado pela TNF-a e IL-1B. Corroborando com nossos achados,
Beidler et al. (2009) relataram reducgé&o de citocinas inflamatorias, incluindo TNF-a e

IL-1B, ao utilizar a terapia compressiva em casos de ulcera venosa, além de elevar os
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niveis de marcadores anti-inflamatdrios. Montero et al. (2020), relatam que dentre os
principios tedrico-praticos da terapia compressiva, encontram-se reducao do edema,
remodelacdo tissular, reducéo da filtragem de liquido dos vasos no tecido, aumento
da drenagem linfatica, liberacdo de mediadores anti-inflamatdrios e reducéo de células
e moléculas inflamatorias.

Alguns estudos demonstram que a sinalizacdo associada ao receptor Toll-like
4 é regulada mecanicamente, assim como 0s macrofagos sdo sensiveis ao seu
ambiente fisico (Meli et al., 2020), isto sugere que as propriedades mecanicas
aplicadas sobre os tecidos moles, como estimulos biolégicos e substratos elasticos,
podem modular a polarizacdo dos macrofagos, com repercussdo na producado de
mediadores pro inflamatérios (Previtera e Sengupta, 2015).

Este fato também é relatado em um estudo de Fahy et al. (2019), que destaca
a capacidade dos mondcitos em responderem a estimulos mecéanicos, com efeito
modulador da carga mecanica compressiva no estado de polarizacdo dos macrofagos.
De maneira semelhante aos mondécitos humanos primarios, a aplicacdo de
compressdo aumentou a expressao de IL-10. Por sua vez, a IL-10 é uma citocina anti-
inflamatoria, também conhecida por induzir a diferenciacdo de macréfagos em direcéao
a um fendtipo anti-inflamatério (Fahy et al., 2019). Demonstrou-se também que
macrofagos derivados de mondcitos respondem a tensdo mecanica in vitro, com uma
regulacéo positiva observada da expressdo de MMP-1 e MMP-3, bem como dos
fatores de transcricdo c-fos e c-jun (Fahy et al., 2019).

Por sua vez, a expressdo de c-fos esta envolvida em eventos celulares
importantes que contribuem pro processo regenerativo, incluindo capacidade de
transformar fibroblastos, proliferacdo, diferenciacdo, sobrevivéncia celular e
angiogénese (Tulchinsky, 2000), enquanto c-jun age como fator de protecao contra
apoptose induzida por TNF-a e regula a progresséao do ciclo celular (Wisdom et al.,
2019).

Além disso, € sabido que a aplicacdo da bandagem com tensdo compressiva
sobre o sistema cutaneo representa uma forca fisica, capaz de promover interagdes
mecanicas que desencadeiam efeitos bioquimicos, chamado de transducéo. As
integrinas sao descritas como as principais estruturas que transmitem sinais da MEC
devido a sua composi¢cdo, com um dominio citoplasmatico em contato com o
citoesqueleto de actina, e um dominio extracelular capaz de se ligar as moléculas da

MEC (Schwarz e Gardel, 2012). Os mediadores mais importantes da transducao do
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ambiente biomecanico incluem interacdes integrina-matriz, por meio da sensibilizacao
de receptores acoplados a proteina G, canais ibnicos mecano responsivos e respostas
de tensao do citoesqueleto (Duscher et al., 2014).

Uma vez que a forca mecanica ativa estes sensores transmembrana, multiplas
vias de sinalizacdo inter-relacionadas sdo desencadeadas, incluindo alvos
dependentes de calcio, sinalizacdo de oxido nitrico, proteinas quinases associadas a
mitogenos (MAPKS) e fosfoinositol-3-quinase (PI3K) (Wong et al., 2011). Por sua vez,
a atividade PI3K/Akt influencia a proliferacdo celular, motilidade, crescimento,
sobrevivéncia e apoptose. Apds a sua ativacdo ha aumento da motilidade dos
fibroblastos, bem como a expressdo de a-SMA, fato que contribui para o processo
regenerativo (Kuehlmann, 2020).

Uma caracteristica consideravel dos processos inflamatérios é o estresse
oxidativo resultante da producéo desregulada de espécies reativas de oxigénio (ERO),
principalmente por fonte mitocondrial e pela ativacdo da NADPH oxidase.
Quantidades excessivas de radicais livres e ERO causam efeitos deletérios nas
membranas celulares, proteinas e &cidos nucléicos, com consequente necrose e
amplificacdo da resposta inflamatéria aguda. Além disso, as ERO produzidas levam
a ativacao dos fatores de transcricdo NFkB, AP-1 e fator indutor de hipoxia 1a (HIF-
1a), o que favorece a perpetuagao do processo inflamatorio (Chatterjee, 2018). A
producdo de ERO também esta ligada a geracao de NO, uma vez que as ERO podem
atuar em associacdo com NO, resultando na producdo de peroxinitrito (ONOO-) que
causa dano endotelial, disfuncdo e producdo de citocinas proé-inflamatodrias,
guimiocinas e fatores de crescimento (Chatterjee, 2018).

Neste estudo, € possivel observar que a intervencdo com bandagem elastica
mantém em niveis basais os marcadores de oxidantes e nitrito nas primeiras 24 horas
apos a inducéo, entretanto 72 horas apds apresentou uma reducao significativa deles
guando comparado ao grupo LPS. Quanto ao dano oxidativo, apenas o contetdo de
sulfidrila demonstrou perda da homeostase dos grupamentos tibis em ambos os
prazos. Ja no sistema antioxidante, apenas o grupo LPS com aplicacdo da bandagem
elastica apresentou reducdo significativa na atividade da SOD 72 horas apés a
inducao.

Alguns autores relatam os efeitos da mecanotransdugdo com mecanismos
vinculados ao equilibrio redox celular, que inclui modificagbes na dinamica

mitocondrial. Como as mitocondrias estdo ancoradas as estruturas celulares através
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de componentes do citoesqueleto, devemos também considerar a possibilidade de
que as forcas geradas externamente possam ser diretamente transferidas para
sensores mecanicos na superficie mitocondrial (Romani et al, 2022).

Um estudo realizado em células U20S e COS7, demonstrou que as forcas
mecanicas aplicadas diretamente, como pressao externa utilizando um microscopio
de forca atbmica ou indiretamente através da cultura de células em microsuperficies
irregulares, resultam na ativacao de vias de fissdo mitocondrial (Helle et al., 2017).
Este mecanismo promove uma protecdo mitocondrial contra tensdes mecanicas
adicionais, e desta forma, a fissdo pode permitir que as mitocéndrias sobrevivam ao
cisalhamento (células expostas a movimentacdo excessiva) e evitem a lesdo de
membrana (o0 que pode levar a liberagdo do citocromo-C e a morte celular por
apoptose) (Helle et al., 2017).

Em seu estudo, Powers (2022) relata que a ativacdo destas vias de fissédo
mitocondrial € dependente da proteina 1 relacionada a dinamina (DRP1), que induz
alteracdes na morfologia mitocondrial e ativacdo do fator de transcrigéo fator nuclear
fator 2 relacionado ao eritréide 2 (NRF2), um regulador chave das respostas
antioxidantes e citoprotetoras. Além disso, Helle et al. (2017) relatam que a MEC em
ambiente mecanico flexivel induz a dissociacao de NRF2 de KEAP1; que por sua vez,
também promove a degradacdo de DRP1 e constitui um mecanismo de feedback
negativo, que retorna a homeostase mitocondrial e fornece efeitos citoprotetores
(Sabouny et al., 2017).

Dado que a inflamacdo aguda persistente, com presenca de células
polimorfonucleares como neutréfilos e macréfagos fagociticos, mediadores pro-
inflamatoérios e ambiente oxidativo, esta associada a complicacbes pds operatorias,
retardo no processo cicatricial, presenca de dor, e principalmente, formacédo de
fibrose; os efeitos observados neste estudo relatam a efetividade celular e molecular,
de uma intervencéo atualmente aplicavel, demonstrando a consisténcia de materiais
elasticos compressivos em contribuir para o controle do infiltrado inflamatorio,
expressdo génica e niveis proteicos de mediadores inflamatorios, e homeostase

redox.
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6 CONCLUSAO

Apesar de amplamente utilizada no ambiente clinico, a bandagem elastica,
comercialmente chamada de KinesioTaping®, apresenta resultados visiveis relatados
em estudos de casos. Entretanto, este estudo € pioneiro ao descrever os efeito anti-
inflamatorios na sua natureza molecular, bioquimica e histolégica.

Tomados em conjunto, € possivel relatar que a bandagem elastica possui
capacidade de modular o processo inflamatoério através da reducéo na contagem de
leucocitos e infiltrado de células inflamatérias no tecido subcuténeo.
Simultaneamente, ocorre reducao na expressao génica de um dos principais fatores
nucleares vinculados a inflamacéao, o Nf-kb. Além da reducao na expressao genica de
IL-1B, e dos niveis proteicos de IL-1 B e TNF-a. Desta forma, é possivel relatar que a
aplicacdo compressiva da bandagem elastica evitou a amplificacdo da reposta
inflamatoria, e atuou como estimulo mecanico no comportamento hemodinamico local
e na dindmica celular dos macrofagos. Sugere-se que controlar o ambiente
mecanobiolégico das lesBes através de terapias compressivas representa uma
alternativa terapéutica ndo farmacoldgica, acessivel e implementavel na atencédo a
saude.

Destacamos que construir embasamento tedrico cientifico € de extrema
relevancia para fundamentar a pratica baseada em evidéncias, e desta forma fornecer
um trabalho ético a populacéo.

Contudo, mais estudos sdo necessarios acerca dos efeitos da bandagem
elastica compressiva no comportamento dos macrofagos e vias de diferenciacéo

celular.
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