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RESUMO

O presente estudo teve como propdsito comparar, em diferentes tempos, diferentes
fluéncias do laser vermelho de fosfeto de indio-galio-aluminio (A=685 nm) sobre o processo
de cicatrizacdo de feridas cutaneas padronizadas em dorso de ratos. Foram realizadas duas
feridas cirirgicas em 36 ratos, sendo uma tratada com laser e a outra servindo como
controle. Os ratos foram divididos em trés grupos. No grupo um, as irradiacdes foram
realizadas com dosimetria equivalente a média das doses mais utilizadas nas pesquisas
recentes, determinada como 8 J/cm? O grupo dois foi irradiado com o dobro da dose de
energia, ou seja, 16 J/cm?, e o grupo trés com metade da dose, ou 4 Jicm?. As irradiacdes
foram realizadas imediatamente ap6s o término da cirurgia, em 48 horas, em quatro e sete
dias, e os animais foram mortos aos quatro, sete e nove dias. Portanto, cada animal
recebeu, na dependéncia de sua morte, duas, trés ou quatro irradiagées. As lesdes foram
excisadas e analisadas em microscopia Optica. Foram realizadas analises
histomorfométricas, considerando as medidas entre as bordas epiteliais, e analises
histomorfolégicas. Verificou-se, utilizando-se o teste t pareado, que houve diferenca
significativa (p = 0,004) entre os valores referentes as meédias das medidas entre as
amostras teste e controle. Ao se analisar as doses de energia utilizadas (4, 8 e 16 J/cm?) e o
tempo de observacdo dos animais (quatro, sete e nove dias), verifica-se que ndo houve
diferenca em relagdo ao fator fluéncia, mas ocorreu quanto ao fator tempo, sendo as
alteracBes mais evidentes nos momentos iniciais (quatro dias) do processo de reparo. A
partir das andlises histomorfométrica e histomorfolégica, este estudo demonstrou que a
terapia a laser em baixa intensidade (LLLT) aumenta a velocidade de cicatrizagdo em
ferimentos produzidos em dorso de ratos quando irradiados com o laser de fosfeto de indio-
galio-aluminio (A = 685 nm). N&o ha diferencas entre as doses de energia utilizadas (4, 8 e
16 J/cm?), mas ha em relacdo ao fator tempo, sendo as alteracdes evidenciadas nos

momentos iniciais da cicatrizacao.

Descritores: Laser. Cicatrizac&o de feridas. Dosimetria. Tempo. Ratos."

! DeCS/MeSH — Descritores em Ciéncias da Satde/ Medical Subject Headings, disponivel em
http://decs.bvs.br






ABSTRACT

This study aimed to compare the effects of different fluencies of indium-
gallium-aluminum phosphide laser (A = 685 nm) on skin wound healing in rats. Thirty
six male rats were used, divided in three groups of 12 animals each. Two
standardized skin wounds were created on the back of each animal, one treated with
laser and the other serving as control. In group 1, the irradiations were performed
with a dosimetry equivalent to average doses used in most recent polls, determined
as 8 Jicm?. The second group was irradiated with twice the dose of energy (16 J/cm?)
and group 3 with half the dose (4 Jicm?. The irradiations were performed
immediately after surgery, in 48 hours, on 4 and 7 days, and the animals were Kkilled
at 4, 7 and 9 days. Therefore, each animal received, depending on his death, two,
three or four irradiations. The healing tissues were excised and analyzed with optical
microscopy. Histomorphometric analysis was performed, considering the measures
between the epithelial edges, and histomorphological analysis. Using the paired t-
test, there was a significant difference (p = 0.004) between values referring to the
average of the measures between the test and control samples. When analyzing the
energy doses used (4, 8 and 16 J/cm?) and time of observation of the animals (4, 7
and 9 days), it appears that there was no difference in the fluency factor, but it
occurred on the time factor, with changes most evident in the early stages (4 days) of
the healing process. Based on histomorphologic and histomorphometric analysis, this
study demonstrated that the Low Level Laser Therapy (LLLT) increases the rate of
wound healing in rats when irradiated with indium-gallium-aluminum phosphide laser
(A = 685 nm). There are no differences between fluencies used (4, 8 and 16 J/cm2),
but the time factor seems to be relevant, with changes most evident in the early

stages of the healing.

Descriptors: Laser. Wound healing. Dosimetry. Time. Rats. 2

2 DeCS/MeSH — Descritores em Ciéncias da Sadde/ Medical Subject Headings, disponivel em
http://decs.bvs.br
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1 INTRODUCAO

Uma das areas da salude mais interessantes e atuais diz respeito ao estudo
das interacbes dos diversos tipos de lasers com os tecidos biologicos,
compreendendo inumeras pesquisas a fim de avaliar beneficios e possiveis efeitos
adversos desta técnica (GUTKNECHT; EDUARDO, 2004).

O reparo tecidual e a cicatrizacdo de feridas na pele s&o processos
complexos que envolvem uma série de eventos dinAmicos, incluindo coagulagéo,
inflamacdo, formacdo de tecido de granulacdo, contracdo do ferimento e
remodelacéo tecidual. Assim, nas ultimas décadas, iniUmeros estudos e pesquisas
foram realizados para investigar o uso da terapia a laser em favorecimento do reparo
tecidual (GUTKNECHT; EDUARDO, 2004).

Muitos beneficios estdo associados a biomodulacdo através da terapia a
laser em baixa intensidade (Low Level Laser Therapy — LLLT). Segundo Belkin e
Schwartz (1989), os efeitos requerem um limiar de exposi¢do a irradiacdo, ou seja,
dependendo do efeito desejado é calculada a fluéncia, ou dose de energia,
necessaria. O limiar é especifico e cada tecido responde de maneira diferente a um
determinado comprimento de onda (A). De acordo com a fluéncia, € possivel ter
estimulacao ou inibicdo de atividades bioguimicas, fisiologicas e proliferativas. Altas
doses de energias, dentro de limites especificos para cada combinacao tecido-laser,
podem gerar prejuizo; logo, os efeitos sao dose-dependentes (BELKIN;
SCHWARTZ, 1989).

Tal relacdo, todavia, ndo € simples, mas é relatada para a maioria das
irradiacfes e dos parametros teciduais. Desse modo, pesquisas com diferentes
fluéncias das relatadas na literatura atual, assim como com variabilidade no tempo
observacional, sdo de extrema valia para a comunidade cientifica, possibilitando a
observacdo das diferentes reagbes do tecido frente a essas modificagcbes de
fluéncias e de tempo.

Com o propésito de verificar a acédo local do laser vermelho de fosfeto de
indio-galio-aluminio (A=685 nm) sobre o processo de reparo em feridas cutaneas

padronizadas em dorso de ratos, realizou-se esta pesquisa, a qual teve por objetivos
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especificos comparar as feridas cutaneas irradiadas com o laser de fosfeto de indio-
gélio-aluminio com fluéncia de 8 J/cm? com as feridas irradiadas com fluéncias de 4
e 16 J/cm? nos tempos de quatro, sete e nove dias de observacdo e verificar com
qual dose de energia e em qual tempo as feridas cutaneas respondem melhor,

considerando o processo de reparo das mesmas.
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2 FUNDAMENTACAO CIENTIFICA

2.1 REPARO TECIDUAL

Zanini (1990) classifica as feridas de acordo com a sua etiologia: trauma,
agentes fisicos e quimicos e microrganismos patogénicos. Ainda segundo esse
autor, nas reacdes regenerativas das feridas ocorre uma substituicdo do tecido
lesado por outro do mesmo tipo, sobrevindo a cicatrizacao da ferida.

O processo de reparo de feridas é um fenbmeno biolégico fundamental
compreendendo os inUmeros aspectos de proliferacdo celular, diferenciacao celular,
sintese e secrecao de proteinas, proteoglicanos e outras substancias extracelulares,
assim como o processo inflamatério em seus varios parametros. O estado de saude
geral do individuo influencia diretamente todos estes processos (ROSS, 1971).

Inimeros sdo os fatores que podem interferir na velocidade do reparo de
ferimentos, a saber: imunossupressao, desnutricdo, doencas malignas, idade
avancada, diabetes e isquemias decorrentes de doencas vasculares (JAMES, 1994).

Kwon e Laskin (1997) salientam a importancia de seguir meticulosamente
0s principios gerais para os cuidados das feridas. Para tanto, € necessario completo
conhecimento da anatomia regional e da fisiologia, inspecao cuidadosa e palpacgéo
da lesdo, debridamento de corpos estranhos e restos necroticos, hemostasia local,
manuseio cauteloso do tecido, fechamento por planos e sem tensao tecidual e,
quando possivel, aproximacao das bordas.

Segundo Robbins (2003), o crescimento e a diferenciacdo celular sdo
decisivos no processo de reparacao tecidual. Logo apds a leséo, os fibroblastos e as
células endoteliais vasculares comecam a proliferar para formar, em trés a cinco
dias, o tipo especializado de tecido que € a caracteristica da cicatrizagédo: o tecido de
granulacao.

A denominacdo tecido de granulacdo deve-se a sua aparéncia rosea, de
consisténcia amolecida e granular, localizado na superficie das feridas. Entretanto, é

seu aspecto microscopico que é caracteristico:
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a) Proliferacdo de novos pequenos vasos sanguineos, originando-se por
brotamento ou geminacéo de vasos preexistentes, um processo denominado
angiogénese ou neovascularizacdo. Este processo, por sua vez, apresenta
quatro etapas:
a.l) Degradacédo proteolitica da membrana basal do vaso original
para permitir a formacéo de um brotamento capilar e posterior migracao
celular;
a.2) Migracdo de células endoteliais em direcdo ao estimulo
angiogénico;
a.3) Proliferacdo de células endoteliais, imediatamente atras das
células migratorias lideres, e;
a.4) Maturacdo de células endoteliais e organizacdo nos tubos
capilares.

Estes novos vasos possuem juncdes interendoteliais com extravasamento,

permitindo a passagem de proteinas e hemacias para o espaco extracelular.

Assim, o novo tecido de granulacdo frequentemente se apresenta

edemaciado. Este é o fenbmeno responséavel pela permanéncia do edema

mesmo muito tempo apds diminuir a resposta inflamatdria aguda.

b) Proliferagédo de fibroblastos, ou fibroplasia; e

c) Celularidade: macréfagos, neutréfilos, eosindfilos, linfécitos e

mastocitos (ROBBINS et al., 2003)

Fonseca e Walker (1991) e Barros e Souza (2000) dividem o reparo de
ferimentos em tecidos moles em trés fases: inflamatoria, proliferativa e de
maturacdo. A fase inflamatoria € responsavel pelo aumento na permeabilidade
capilar e afluxo de células sanguineas para a regido da ferida; durante a fase
proliferativa, os fibroblastos afluem para o local da ferida acompanhados por notavel
proliferacdo endotelial. E, por ultimo, a fase de maturacdo corresponde a migracao
epitelial.

O tecido epitelial € constituido pelas células epiteliais, as quais estdo em
intimo contato entre si. Revestindo as superficies externas do corpo, oferecem a
protecdo e a impermeabilidade necessérias, apresentando-se, por este motivo, em
diversas camadas nesses locais. Em virtude de sua localizagdo e organizagao, 0s

epitélios apresentam uma superficie livre, em que ndo existem elementos aderentes
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de natureza celular ou extracelular, e uma superficie oposta, contigua ao tecido
conjuntivo subjacente e aderida a membrana basal (ROSS et al., 1993).

Estruturalmente, ROSS et al. (1993) classificam o tecido epitelial da pele
como estratificado, ou seja, constituido por duas ou mais camadas de células. Estas,
por sua vez, apresentam-se com forma cilindrica, caracterizada por apresentarem
sua altura bem maior que a sua largura e seu comprimento.

O epitélio lesado tem uma capacidade regenerativa que lhe permite
restabelecer a sua integridade por meio de migracdo e de um processo conhecido
como inibicdo de contato. Em geral, uma borda livre do epitélio continua a migrar,
através da proliferacdo de células germinativas do epitélio que empurram a borda
livre adiante, até que entre em contato com a outra borda livre de epitélio, onde
entdo se sinaliza para parar de crescer lateralmente (PETERSON et al., 2005).

Feridas em que apenas a camada superficial foi lesada (abrasfes)
cicatrizam pela migracéo do epitélio através do leito da ferida. Tendo em vista que o
epitélio normalmente ndo contém vasos sanguineos, nos casos em que o tecido
subepitelial também foi atingido, o epitélio migra através de qualquer camada de
tecido vascularizado que esteja disponivel, ficando abaixo da por¢do do coagulo
superficial que resseca (forma uma crosta), até que alcance outra margem epitelial.
Uma vez que a ferida esteja completamente epitelizada, a crosta se desprende e é
eliminada (PETERSON et al., 2005).

E tradicional e fundamental estabelecer a distingdo entre a cicatrizacéo de
um ferimento inciso, com margens opostas bem delimitadas (cicatrizacdo por
primeira intencdo ou unido priméria) de um ferimento lacerado, com bordas
irregulares e separadas (cicatrizacdo por segunda intencdo ou unido secundaria)
(ROBBINS, 1969).

Em ferimentos humanos de bordas bem-aproximadas, na qual a
cicatrizacdo é por primeira intencdo, a hemorragia e a formacédo de um hematoma
rico em fibrina e fibronectina sdo acompanhadas por inflamacéo aguda e dissolugéo
do colageno. No periodo de 24 horas apoés a lesao, as células epiteliais migram da
epiderme adjacente e invadem o coagulo, os neutrofilos aparecem nas bordas da
incisdo e a epiderme sofre espessamento em suas bordas seccionadas em
consequUéncia da atividade mitética das células basais. Dentro de 48 horas espordes

de células epiteliais das bordas migram e crescem ao longo das bordas seccionadas
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da derme. No terceiro ou quarto dia, o tecido de granulagéo invade o ferimento e tem
inicio a deposicdo de colageno. Em aproximadamente 15 dias, ha um acumulo
continuo de colageno e proliferacédo de fibroblastos. O infiltrado leucocitico, edema e
aumento da neovascularizacdo diminuem bastante. E, em cerca de 30 dias, €
possivel evidenciar um paralelismo entre a resisténcia ténsil e o conteldo de
colageno do ferimento. O tecido de granulagdo impede a migragcdo epitelial em
direcédo a profundidade do ferimento, ocorrendo degeneracéo dos espordes epiteliais
iniciais. As células epiteliais, na superficie, dividem e diferenciam-se, restaurando,
assim, um epitélio estratificado. A medida que ocorre a reorganizagdo vascular no
tecido de granulacdo, a cicatriz reduz a sua dimensdo e altera sua cor, de
avermelhado para branco (ROBBINS, 1969).

Quando ocorre extensa perda de tecido ou simplesmente um fracasso na
aproximacédo das bordas, o processo de reparo € mais complicado. A regeneracao
das células parenquimatosas ndo pode reconstruir completamente a arquitetura
original. O tecido de granulacdo abundante cresce da borda para completar o
reparo. Esta € a forma de cicatrizacao por segunda intencdo. O denominador comum
nestas situacfes € uma grande falha tecidual que deve ser preenchida (JAMES,
1994).

Robbins et al. (2003) citam 3 distin¢cdes significativas entre as cicatrizacdes
secundarias e primarias:

a) Grandes falhas teciduais inicialmente possuem mais fibrina, residuos

necroéticos e exsudato, os quais devem ser removidos;

b) Quantidades muito maiores de tecido de granulacao séo formadas, €;

c) Fendmeno da contracao da ferida. A contracao é atribuida a presenca

de miofibroblastos, que s&o, na verdade, fibroblastos alterados e que

possuem varios aspectos ultra-estruturais e funcionais das células
musculares lisas contrateis.

De acordo com os resultados obtidos por Gloster (2001), em uma analise do
reparo por segunda intencdo em regido de vermelhdo de labio apds cirurgia para
remocao de carcinoma de células escamosas, 0 reparo por segunda intencdo deve
ser fortemente considerado para o reparo de defeitos superficiais envolvendo
mucosa labial e/ou mucosa de transicdo do labio que ndo se estendam para a

porcdo do musculo orbicular da boca. Esse tipo de cicatrizacdo apresentou
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resultados estéticos de bons a excelentes em 12 dos 13 casos avaliados, sem

impedimento funcional ou complicacGes pos-operatorias.

2.2 LASERS

A palavra LASER é um acrbnimo e € composta pelas iniciais de Light
Amplification by Stimulated Emission of Radiation, ou seja, “amplificagdo da luz por
emissao estimulada de radiagao”.

Em 1960, Theodore Maiman, baseado na teoria quantitativa da luz, nos
conceitos de emissdo estimulada, absorcédo estimulada, decaimento espontaneo e,
principalmente, na teoria especifica do laser — amplificacdo da luz por emisséo
estimulada — desenvolve o primeiro laser (FREIRE Jr. et al., 1997). Este
equipamento foi construido com uma barra de rubi sintético, que produzia a acao
laser, ou emisséo laser, quando uma luz comum intensa, por meio de bombeamento,
incidia sobre essa barra (HELLWARTH, 1961).

Para entender alguns principios da luz laser é importante o conhecimento
de algumas caracteristicas presentes em todos o0s tipos de luz.

A luz pode ser descrita como uma onda eletromagnética e, como tal,
apresenta algumas caracteristicas ondulatérias que a identificam plenamente
(MELLO; MELLO, 2001).

Esta onda tem uma caracteristica importante chamada de comprimento de
onda, que nada mais é do que a distancia medida entre dois picos consecutivos
desta trajetoria. E o comprimento de onda que define a cor da luz. A unidade
utilizada para a medicédo deste comprimento é uma fracdo do metro, o nanémetro
(nm), que é equivalente a 10° metro. Essa caracteristica, juntamente com a
frequéncia e a amplitude, define a luz dentro do espectro completo de ondas
eletromagnéticas (DEDERICH, 1993).

Foton € a menor unidade da luz que € composta por um numero inteiro de
fétons, ou quanta de luz. Este féton € um quantum de energia eletromagnética com

polarizagéo, dire¢cdo e comprimento de onda Unicos (FREIRE Jr. et al., 1997).
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Segundo Mello e Mello (2001), além das caracteristicas de comprimento de
onda, frequéncia e amplitude, os lasers apresentam trés propriedades especificas:

- monocromaticidade: apresenta grande pureza espectral, ou seja, cada
cor € constituida de fétons de mesmo comprimento de onda e frequéncia,
apresentando coeréncia temporal;

- colimagdo: os fétons viajam em uma Unica dire¢éo e de forma paralela,
sem divergéncias significativas, até mesmo em grandes distancias; e

- coeréncia: os fétons caminham em fase uns com os outros, no tempo e no
espaco, e na mesma direcao.

A coeréncia manifesta-se, simultaneamente, pela monocromaticidade
(coeréncia temporal) e pela frente de onda unifasica (coeréncia espacial), permitindo
que o feixe laser seja focalizado em regides extremamente pequenas, até o limite
tedrico do comprimento de onda do laser (KUTSCH, 1993; RENSON, 1989).

Para uso odontolégico, algumas propriedades do laser sdo Uuteis. A
coeréncia temporal possibilita a emissdo em um Unico comprimento de onda,
permitindo a absorcdo da luz laser apenas por tecidos ou células (moléculas)
desejadas como, por exemplo, agua, hemoglobina, melanina, etc, minimizando
possiveis efeitos adversos. A coeréncia espacial, por sua vez, possibilita concentrar
em uma pequena &rea altas poténcias ou energias, permitindo um trabalho
extremamente preciso e com protecao das estruturas vizinhas (POLI, 2006).

De acordo com Mello e Mello (2001), os raios absorvidos podem causar ou
produzir diversas situagoes:

a) reacdes quimicas (provocar transformacdo quimica), rompendo as
ligacdes quimicas;

b) oxidacao caldrica,

c) recombinacéo de elétrons;

d) ionizacédo de atomos e/ou moléculas;

e) colisdo de atomos e elétrons €;

f) excitacdo de atomos e/ou moléculas.
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2.3 INTERACAO DA LUZ LASER COM OS TECIDOS BIOLOGICOS

Quando se discute a interacdo de um feixe laser com um tecido bioldgico,

deve-se levar em consideracdo tanto as propriedades e os parametros da radiagao

laser como as propriedades térmicas e Opticas dos tecidos (GUTKNECHT,;
EDUARDO, 2004; FETHERSTONE et al., 1998).

Os parametros e as propriedades do feixe laser, diretamente relacionados

com a interacdo com os tecidos bioldgicos, séo os seguintes:

a) comprimento de onda do laser;

b) fluéncia ou dose de energia;

¢) modo de ac¢do do laser: continuo, interrompido, pulsado ou Q-switch;

d) poténcia e intensidade do laser;

e) taxa de repeticdo ou frequéncia;

f) &rea focalizada do feixe laser (densidades de energia e de poténcia);

g) duracéo do pulso;

h) quantidade de energia fornecida;

i) modo de entrega: fibra Optica ou braco articulado (mais usados);

j) modo de aplicacdo: com ou sem contato, focalizado ou ndo, em
movimentos circulares ou sem deslocamento;

k) presenca ou nao de sistema de refrigeracao;

[) tempo de exposicdo (GUTKNECHT; EDUARDO, 2004).

Em relacdo as propriedades Opticas e térmicas dos tecidos devem ser

consideradas as seguintes:

formas:

a) propriedades Opticas:

- coeficiente de absorcéo;

- coeficiente de reflexdo;

- coeficiente de espalhamento;

b) propriedades térmicas:

- condutividade térmica;

- capacidade térmica (GUTKNECHT; EDUARDO, 2004).

A luz laser interage com os tecidos bioldgicos basicamente de quatro

parte da luz é refletida; parte da luz pode ser transmitida através do tecido
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sem atenuacdo; parte da luz pode ser absorvida pelos componentes do tecido,
ocasionando, no caso dos processos ressonantes, uma transferéncia de energia
para o tecido; e, finalmente, parte da luz pode ser espalhada dentro do tecido,
podendo ocasionar interacdo em locais distantes da regido de aparente propagacao
da luz (KARU, 1999).

E importante salientar que, quando se fala em feixe laser, na realidade, para
considerar a interacdo com o tecido biolégico, leva-se em conta um Unico atomo ou
molécula ou, ainda, um conjunto deles, mas restrito a um unico elétron e um dnico
féton. Para que a interacao seja efetiva, os fotons oriundos dos equipamentos laser
devem poder ser absorvidos pelos elétrons dos atomos do tecido-alvo. Se isso
ocorrer, ou seja, o chamado processo de absorcédo, diz-se que o comprimento de
onda do laser é ressonante com o tecido biologico irradiado (GUTKNECHT,;
EDUARDO, 2004).

Entéo, a partir da penetracao dos fétons no tecido, os processos passam a
ocorrer: alguns fétons isolados da luz laser atravessam o tecido sem produzir
nenhuma reacdo, processo este denominado de transmissdo, ou esses fotons
sofrem espalhamento, caso em que mudam de direc&o. E possivel que parte desses
fétons incidentes que sofreram espalhamento voltem para a mesma direcdo da
entrada dos raios (KARU, 1999).

Transmisséao refere-se, portanto, a habilidade da energia em difundir-se por
meio do tecido sem nenhum efeito. Essa habilidade, no entanto, esta diretamente
relacionada com o tipo de tecido e o comprimento de onda. A energia pode
transmitir-se até alcancar um tecido especifico, no qual as caracteristicas de
absorcdo ocorram. SO entdo algum efeito podera ser observado (MELLO; MELLO,
2001).

O espalhamento da energia laser, no interior do tecido, € o resultado da
reflexdo aleatéria da energia do seu angulo original. Por exemplo, a energia
luminosa, na regido infravermelha, espalha-se de forma reduzida. Ja a luz, na
porcao visivel do espectro, apresenta maior espalhamento (MELLO; MELLO, 2001).

Outro processo que acontece apos a penetracdo dos raios na intimidade
dos tecidos é a refragdo. Esta sempre ocorre quando a luz passa de um meio para
outro. Segundo O’Brien et al. (1989), a velocidade do feixe € alterada e se a

incidéncia do raio nao for perpendicular a superficie do tecido, 0 mesmo € desviado.
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A partir da penetragdo dos fotons no tecido, no entanto, o processo mais
relevante, para que ocorra a interagdo laser-tecido, € o fendmeno de absorcao
(GUTKNECHT; EDUARDO, 2004).

Quando um féton incide sobre uma molécula, sua energia pode ser
absorvida, levando a molécula ao seu estado excitado. Ela sofre, entdo, uma coliséo
inelastica (com perda de energia) com um vizinho — que pode ser um elétron, um
atomo ou outra molécula — transferindo parte da sua energia e decaindo para um
estado de energia mais baixo. A quantidade de energia presente na molécula
excitada pelo foton, somada a energia cinética da particula vizinha, representa o
aumento de agitacdo térmica dessa particula vizinha e, consequentemente, o
pequeno aumento de temperatura ocorrido pela absorcdo de energia do foton
(MCKENZIE, 1990).

Absorgcdo e espalhamento sdo caracterizados pelos coeficientes de
absorcdo (u.) e de espalhamento (us) e representam, respectivamente, a taxa de
perda de energia da radiacdo por unidade de comprimento de penetracdo, devido a
absorcao e ao espalhamento de fétons. Esses dois coeficientes sédo especificos para
cada tecido e para cada comprimento de onda (MULLER et al., 1990).

Os elementos do tecido que exibem um alto coeficiente de absor¢géo de um
particular comprimento de onda, ou por uma regido do espectro eletromagnético, sao
chamados de cromoéforos. Desse modo, os cromoéforos exercem papel fundamental
sobre a interacéo da radiacdo com o tecido (GUTKNECHT; EDUARDO, 2004).

A absorcao da luz pela 4gua é de fundamental importancia para a aplicacao
dos lasers nas areas biomédicas por ser o corpo humano, em grande parte,
constituido por este elemento. O alto teor de agua na composicao dos tecidos é que
determina o uso predominante dos lasers, emitindo no espectro infravermelho,
gquando se busca uma interacdo ressonante desse comprimento de onda com a
molécula da agua. Outros cromdéforos, como a melanina, adenina, hemoglobina e
proteinas, apresentam-se mais ressonantes com radiacdo laser emitida no espectro
da luz vermelha (GUTKNECHT; EDUARDO, 2004).

Mello e Mello (2001) afirmam que a absor¢cdo depende da composicado do
tecido, da pigmentacao e do contetdo de agua do mesmo.
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Denomina-se feixe o conjunto de raios de luz que partem de uma mesma
fonte. Sendo assim, chama-se a luz emergente do sistema laser de feixe laser de
saida (MCKENZIE, 1990).

Os efeitos do feixe laser s&o devidos, essencialmente, a essa energia
transferida dos fotons incidentes ao tecido, durante o processo de absorcdo. E de
fundamental importancia a caracteristica do tecido quanto a sua capacidade de
dispersédo da luz, pois é ela que determina os locais onde se processa a absorcao
(GUTKNECHT; EDUARDO, 2004).

Essa interacdo da energia do laser com o tecido é determinada por trés
fatores principais: quantidade de energia depositada pelo laser no tecido,
distribuicdo dessa energia no espaco, ou seja, o volume de absorcdo, e por seu
tempo de permanéncia em contato com o tecido. Portanto, € de se esperar que 0s
tecidos altamente absorventes apresentem volumes de absor¢do pequenos, pois 0
feixe ndo penetra em profundidade (GUTKNECHT; EDUARDO, 2004).

Dessa forma, para o presente trabalho, os seguintes parametros sao

importantes:

= Area do feixe (A):
E medida em centimetros quadrados (cm?) e é definida pela equacao:

A=m.r?

onde r € o raio do feixe laser em centimetros (cm).

Normalmente, costuma-se medir o diametro do feixe (<), o qual pode ser
também denominado de spot size, ou tamanho da mancha. Sabendo-se que o raio é

a metade do diametro (r = & / 2), tem-se:

= Tempo de exposicao (At):
E o tempo de duracio da exposicdo da amostra a radiacdo laser ou tempo

total da interagéo laser-tecido, sendo medido em segundos (S).
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= Frequéncia:
A frequéncia de uma onda é sua taxa de oscilacdo, onde um Hertz é igual a

uma oscilacéo por segundo. A unidade € o Hertz (Hz).

= Energia (E):
E medida em Joule (J), que corresponde a W.s, e é definida multiplicando-

se a poténcia pelo tempo de exposicéo.

E=P. At

= Poténcia (P):
E medida em Watts (W), que corresponde a J/s, e é a quantidade de

energia depositada por unidade de tempo em um dado processo.

= Intensidade do campo ou densidade de poténcia ou densidade de
fluxo emitido (1):

E medida em Watts por centimetro quadrado (W/cm?) e corresponde a
quantidade de energia por unidade de tempo que passa por uma unidade de area.

No caso, a unidade de area é expressa em cm?.

=P
A ou At. A

= Fluéncia ou densidade de energia ou dose de energia (Fl):
E medida em Joules por centimetro quadrado (J/cm?) e corresponde a
poténcia do laser multiplicada pelo tempo de exposicdo e dividida pela area de

interagéo.
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Nos tecidos, a energia absorvida se transforma em outras formas né&o
Opticas de energia que podem afeta-los por varios mecanismos de interacao
(MCKENZIE, 1990). Segundo Gutknecht e Eduardo (2004), ha trés grupos de
interacOes que ocorrem nos tecidos, sendo divididas de acordo com a transformacéao
da energia absorvida:

a) efeitos fotoquimicos;
b) efeitos fototérmicos; e
C) processos ndo-lineares que se transformam nos dois primeiros.

Nos estudos onde séo utilizados lasers em baixa intensidade no espectro
vermelho, apenas os efeitos fotoquimicos séo observados.

Esses processos fotoquimicos podem ser de diversos tipos, como a terapia
fotodinamica, a fotoinducgéo, a fotoativacdo e a biomodulacdo. Tais processos sao o
resultado da baixa absorcdo de energia pelo tecido, o que possibilita a ativacao de
processos bioquimicos no interior da célula (GUTKNECHT; EDUARDO, 2004).

Esta comprovado que, nos processos fotoquimicos, o aumento da
temperatura nunca é superior a 1°C; ndo ha choque térmico, assim como nenhuma
resposta térmica é observada (MELLO; MELLO, 2001).

As pesquisas que analisam os diversos tipos de reparo das feridas
consideram, principalmente, o processo da biomodulacédo tecidual, representado
pelos efeitos antiinflamatdrios, antiedematosos e de trofismo celular.

O efeito antiinflamatério da terapia a laser em baixa intensidade é
determinado pelo aumento significativo de mastocitos em degranulacdo. Desse
modo, h4 um aumento na quantidade de histamina, o que provoca alteracdes
circulatérias locais, representadas basicamente por vasodilatacdo e aumento da
permeabilidade vascular. Em relacdo as prostaglandinas, a terapia a laser em baixa
intensidade inibe e bloqueia a acdo da enzima ciclooxigenase sobre o &cido
aracdoénico (GENOVESE, 2000).

O efeito tréfico tecidual é devido a um aumento na producdo de ATP
mitocondrial pela energia laser. O estimulo tréfico provém provavelmente da unido
do efeito em nivel circulatério com o efeito potencializador da produgcdo de energia
disponivel na célula. A radiacdo a laser aumenta a neoformacdo capilar e a
multiplicagcéo celular (GENOVESE, 2000).
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Estudos realizados por Genovese (2000) sobre alguns tecidos
demonstraram os seguintes efeitos:

- aumento de fibroblastos e, como consequéncia, de fibras colagenas;

- regeneracao de vasos sanguineos a partir dos ja existentes;

- aumento da velocidade de crescimento de nervos seccionados;

- aumento da reepitelizacdo a partir dos restos basais, como no caso de
Ulceras superficiais;

- como consequéncia, existe um aumento do ritmo de divisao celular.

A acdo antiedematosa da energia a laser em baixa intensidade se manifesta
por meio de dois fendmenos importantes:

a) estimulo a microcirculacdo (dilatacdo dos vasos linfaticos) que ira
proporcionar melhores condi¢cfes de drenagem do plasma que forma o edema; e

b) acdo fibrinolitica, que ira proporcionar resolucédo efetiva do isolamento
proporcionado pela coagulacao do plasma (GENOVESE, 2000).

De acordo com Cruafes (1994) os efeitos da LLLT levam ao aumento da
microcirculacdo local e da drenagem linfatica, proliferacao celular e dos fibroblastos
e, por conseguinte, aumento na sintese de coldgeno. A atuacdo nos tecidos
biolégicos inicia-se com uma vasodilatacdo periférica, degranulacdo dos mastécitos,
estimulacdo mitocondrial, aumento da producdo de ATP, da sintese de
prostaglandinas, histamina e heparina, levando a acédo antiinflamatoéria. Ha também
um aumento da sintese de DNA e do numero de mitoses, com estimulacdo da
sintese de colageno e aumento da proliferacao fibroblastica. Consequentemente, ha
um aumento da velocidade de regeneracao epitelial e da estimulacdo e aceleracdo
do processo de osteogénese (ABERGEL et al., 1996; KARU, 1999; SILVEIRA,
LOPES, 1991).

2.4 LITERATURA ATUAL SOBRE COMPRIMENTOS DE ONDA E FLUENCIAS DE
LLLT EM CICATRIZACAO DE FERIDAS EM DORSO DE RATOS

A maioria das pesquisas in vivo demonstra a acdo do laser em baixa
intensidade sobre a sintese e a remodelacdo de colageno, o numero de fibroblastos,

o didmetro e a forca de tracdo das feridas tratadas, a viabilidade dos enxertos
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tratados, a vascularizacdo, a vasodilatacdo, o sistema linfatico e os efeitos
antibacteriano e imunolégico (TRELLES et al., 1996).

Trelles et al. (1983) constataram que a aplicacao do laser, na fluéncia de 2,4
Jlcm? e com poténcia de 50 mW, em lingua de ratos, provocou um aumento de 30%
da histamina em relagdo ao grupo-controle. J& no grupo irradiado com o mesmo
laser, porém na poténcia de 4 mW, foi observado um aumento de 100% no nivel de
histamina em relacéo ao grupo-controle.

Os mesmos pesquisadores, ao utilizarem cortes semifinos para microscopio
e analise ultra-estrutural de lingua de ratos irradiada, verificaram degranulacdo de
mastoécitos significativamente aumentada nos grupos tratados com terapia a laser
em baixa intensidade (TRELLES et al., 1989% TRELLES et al., 1989").

O fluxo de sangue em capilares mesentéricos aumenta apos a irradiacao
com laser ndo-cirargico. O incremento do fluxo sanguineo pode perdurar por até 20
minutos apds cessar a irradiacdo com o laser, inclusive quando a area-alvo for
resfriada (BENEDICENTI, 1982; MIRO et al., 1984). Ainda sobre os efeitos
vasculares do laser, em um estudo realizado com 50 animais, Lievens (1991)
realizou incisbes na regido abdominal de ratos, irradiando-as com laser de He-Ne
(632 nm) e de As-Ga (904 nm). O autor avaliou a adesao peritoneal pds-cirdrgica, o
edema local e a regeneracdo de veias e vasos linfaticos na regido mesentérica.
Apds a irradiacdo do mesentério, o fluxo linfatico instalou-se rapidamente. A
neovascularizacdo e a regeneracdo dos vasos linfaticos, nos animais irradiados,
foram significativamente mais rapidas que nos animais do grupo-controle. A adeséo
peritoneal foi escassa, nos grupos tratados com laser, mas normal nos grupos-
controle.

Anneroth et al (1988) avaliaram o efeito do tratamento com laser
infravermelho na cicatrizacdo de feridas em ratos, tanto histolégica quanto
macroscopicamente. Para o estudo, empregaram 14 espécimes Sprague-Dawley,
nos quais produziram duas feridas bilaterais, na regido caudal de cada rato. Uma
ferida em cada rato recebeu tratamento com radiagao laser. A ferida contralateral foi
mantida sem tratamento, servindo como grupo-controle. O periodo de observacgao
total foi de 15 dias, sendo que, a cada dia, um animal era morto para avaliagdo. Os
animais foram irradiados diariamente com laser de As-Ga (904 nm), na frequéncia

de 500 Hz e poténcia de 0,5 mW, por um periodo de oito minutos e com uma
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distancia de 5 mm, até o momento de sua morte. Os resultados ndo mostraram
nenhuma diferenca no que se refere ao periodo de cicatrizacdo ou a formacao de
crosta. Durante o periodo de observacdo, nenhuma ferida apresentou sinais de
infeccdo. O exame histolégico também ndo mostrou diferenca morfolégica Obvia
entre as feridas tratadas e as nao-tratadas. Com esse estudo, 0s autores nao
confirmaram que o uso de LLLT pode melhorar o processo de cicatrizagdo de
feridas.

Al-Watban e Zhang (1999) realizaram um estudo para definir a fluéncia ideal
no tratamento de feridas cutaneas no dorso de ratos. Utilizaram diferentes lasers
com diversos comprimentos de onda. Nas fluéncias de 10, 20 e 30 J/cm?, irradiados
trés vezes por semana, a que apresentou os melhores resultados foi a com 20
J/icm?. Em relacdo ao comprimento de onda, os melhores resultados obtidos foram
0S seguintes, na seguinte ordem crescente: He-Ne (632,8 nm), As-Ga-Al (780 nm),
argonio (488-514 nm), As-Ga-Al (830 nm), He-Cd (442 nm) e criptonio (640-670 nm).
Esta dltima constatacdo comprova que a profundidade de penetracdo do laser, a
qual esta relacionada com o comprimento de onda, ndo € proporcional aos efeitos
biomodulatérios da laserterapia em ferimentos superficiais, como os gerados no
dorso dos ratos.

Em outro estudo realizado por Al-Watban e Zhang (2004), foram
comparados os efeitos dos lasers continuo e pulsatii quando aplicados em
ferimentos provocados em ratos. Os autores perceberam que a laserterapia pulsada,
na fluéncia e na frequéncia apropriadas, pode levar a aceleracdo da cicatrizacao dos
ferimentos. Em seus resultados, os autores mostraram que o melhor efeito na
cicatrizacdo dos ferimentos foi obtida na frequéncia de 100 Hz.

Com base nos resultados obtidos por Al-Watban e Zhang (1999), outras
pesquisas (MENDEZ, 2002; OLIVEIRA, 2002) tém utilizado a fluéncia de 20 J/cm?
para comparar o reparo de feridas cutaneas provocadas no dorso de ratos. Mendez
(2002) constatou, ainda, que a associacao entre os comprimentos de onda de 685
nm e 830 nm (10 J/cm? para cada) foram os que promoveram os melhores
resultados no reparo de feridas cutaneas pela analise optica utilizada.

Maegawa et al. (2000) avaliaram o efeito da LLLT na microcirculagao
mesentérica de ratos, in vivo, e na concentracdo sistolica de calcio em células

musculares de vasos de ratos, in vitro. O laser utilizado possuia A= 830 nm, sendo
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utilizada a fluéncia de 38,2 Jicm?. Os resultados mostraram uma potente dilatacdo
das arteriolas irradiadas, o que levou a um aumento marcante na circulacéao
sanguinea arteriolar. Os autores concluiram que as alteracbes circulatorias
observadas parecem ser mediadas amplamente pela reducdo do ion célcio
intracelular nas células musculares dos vasos.

Vinck et al. (2003) avaliaram a capacidade de influenciar o aumento da
proliferacdo de fibroblastos por meio de LED (Light Emitting Diode) e LLLT. Em
culturas de fibroblastos, nas quais aplicavam LLLT e LED com varios comprimentos
de ondas (950 nm, 660 nm e 570 nm), perceberam que todas as irradiacoes
provocaram aumento da proliferacdo de fibroblastos, in vitro, sugerindo possiveis
efeitos de estimulacéo da cicatrizacao do ferimento.

Maiya et al. (2005) realizaram estudo para avaliar o efeito da terapia laser
de He-Ne (632 nm) na dindmica da cicatrizacdo de ferimentos em ratos diabéticos.
Os autores observaram que a fotoestimulagdo com LLLT, com correto comprimento
de onda, pode melhorar o reparo tecidual por liberar fatores de crescimento dos
fibroblastos e facilitar o processo de reparo de ferimentos em organismos diabéticos.
Na andlise dos parametros bioquimicos e histopatolégicos, os ferimentos mostraram
qgue o grupo tratado com laser cicatrizou de forma melhor e mais rapida quando
comparado ao grupo-controle.

Procurando comparar o efeito do laser em baixa intensidade no processo de
cicatrizacdo de ferimentos em ratos diabéticos e ndo-diabéticos, Rabelo et al. (2006)
realizaram um experimento utilizando laser de He-Ne (632 nm). Utilizaram dois
grupos de animais, controle e experimental, que, por sua vez, foram subdivididos em
diabéticos e nao-diabéticos. Foram, entéo, produzidos ferimentos na pele na regiao
dorsal e avaliaram histologicamente em periodos de quatro, sete e 15 dias. Quando
compararam 0s componentes teciduais (células inflamatorias, vasos e é&reas de
fibroblastos) perceberam que os animais tratados possuiam processos inflamatorios
menos intensos que 0s animais ndo-tratados.

Para avaliar a cicatrizacdo de ferimentos em pele de ratos, Araujo et al.
(2007) planejaram um experimento no qual foram realizados dois ferimentos
circulares em cada animal, sendo um deles irradiado com laser de He-Ne (632 nm) e
0 outro o controle do préprio animal. Os ferimentos foram analisados nos periodos

de um, cinco, oito, 12 e 15 dias de pos-operatério por analise histologica. Os



38

pesquisadores concluiram que as lesfes irradiadas apresentaram reepitelizacao
acelerada quando comparadas com o grupo-controle. A derme irradiada continha
maior namero de fibroblastos ativos que no grupo-controle, e a radiacdo laser
reduziu o processo inflamatério local, aléem de, aparentemente, organizar as fibras
colagenas na area do reparo.

Al-Watban (2009%) testou varios comprimentos de onda em ferimentos
cutaneos e queimaduras em ratos normais e diabéticos. Os comprimentos de onda
testados foram os seguintes: 532, 633, 810, 980 e 10.600 nm. Os autores
concluiram que o comprimento de onda de 633 nm, portanto um laser vermelho, foi o
que apresentou os melhores resultados, com melhoras entre 38.5% e 53.4% nos
ferimentos cutaneos. As doses de energia utilizadas foram de 4,71 J/cm? nos ratos
diabéticos e 2,35 J/cm? nos ratos normais, com 3 irradiacdes por semana.

Al-Watban et al. (2009°) testaram varios comprimentos de onda e fluéncias
diferentes em queimaduras em ratos diabéticos: 532, 633, 670, 810 e 980 nm com 5,
10, 20 e 30 J/cm?, sendo 3 irradiacBes por semana. O percentual de cicatrizacdo foi
de 78,37% para o laser visivel e 50,68% para os lasers invisiveis (p < 0,005%). Os
autores concluiram que os lasers visiveis produzem melhores efeitos sobre a
cicatrizacdo de queimaduras em ratos diabéticos do que os lasers invisiveis.

Rocha et al. (2009) avaliaram a cicatrizacao cutanea em dorso de ratos com
a utilizacdo de LLLT, realizando trés irradiacées com 3,8 J/cm? cada. Os resultados
encontrados indicaram que a LLLT pode ser um importante indutor da apoptose
durante o processo de reparo tecidual. Além disso, foi demonstrado que a LLLT tem
um efeito imunomodulatério na expressao sobre a TGF-beta (2) nos locais de
cicatrizacao de feridas.

Em outro estudo, foi comparada a eficacia da LLLT com a da luz polarizada
em gqueimaduras de segundo grau em roedores. Os lasers utilizados foram o
vermelho (660 nm) e o infravermelho (780 nm), com 4 irradiacdes de 5 Jicm? e
intervalos de 24 hs entre as mesmas. A analise dos resultados demonstrou que 0s
tecidos danificados foram capazes de absorver e processar eficientemente a luz em
todos os comprimentos de onda testados. A LLLT com 660 nm foi a terapia que
apresentou os melhores resultados nas fases iniciais da cicatrizacdo, demonstrando

um tecido recém-formado semelhante a derme normal (OLIVEIRA et al., 2008).
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Medrado et al. (2008) avaliaram a cicatrizacdo de ferimentos cutaneos em
dorso de ratos submetidos a irradiacdo laser de As-Ga-Al (670 nm). A dose de
energia utilizada foi de 4 J/cm? , com tempos de observacdo de 3, 7, 10, 15, 20, 30 e
60 dias. Foi demonstrado que o laser foi o responsavel pela redu¢édo do edema local
e das células inflamatérias (p <0,05) e um evidente aumento do niumero de células
actina-positivo foi também observado. Por dltimo, os autores afirmam que o
tratamento com laser contribuiu para melhor diferenciacédo e modulagdo em todos os
grupos irradiados, sendo capaz de induzir véarias alteracbes durante o processo de
cicatrizacdo cutanea, especialmente em fibras coladgenas recém formadas,
organizando-as e compactando-as.

Em outro estudo, foi investigado o comportamento celular e da matriz
extracelular durante as fases da cicatrizacdo em ferimentos cutaneos em dorso de
ratos, seguidos da utilizacdo de LLLT e de dexametasona. O laser utilizado foi o As-
Ga-Al (670 nm) com dose de energia de 4 Jicm? O grupo tratado com laser
apresentou um aumento de colageno e melhor arranjo da matriz extracelular (p
<0,05). Os fibroblastos nestes tecidos estavam aumentados em namero e tornaram-
se mais ativos. No grupo tratado somente com dexametasona, 0 coldgeno mostrou-
se desorganizado e ndo homogéneo, com diminui¢cdo do nimero de fibroblastos. No
grupo tratado com ambos os tipos de terapia, os fibroblastos estavam em maior
guantidade e exibiam um vigoroso reticulo endoplasmético rugoso. Entretanto, o
tecido apresentou menor producdo de coldgeno em comparacao ao observado no
grupo tratado exclusivamente com laser. Os autores concluiram que a LLLT sozinha
acelera a reparacdo tecidual poés-cirirgica e reduz o edema e o infiltrado
polimorfonuclear mesmo na presenca de dexametasona (REIS et al., 2008).

Aratjo et al. (2007) investigaram as caracteristicas morfologicas e
funcionais da cicatrizacdo de feridas produzidas na pele de camundongos. Foi
utilizado um laser de He-Ne (632,8 nm), com fluéncia de 1 Jicm? e tempo de
exposicao de 3 min. As lesbes do grupo irradiado mostraram uma reepitelizacéao
mais rapida, uma derme contendo um maior numero de fibroblastos ativos e redugéo
da inflamacao local, parecendo influenciar na organizacéo das fibras colagenas na
area do reparo. Os autores sugerem que a radiacdo laser pode acelerar a

cicatrizagcdo de feridas cutaneas nesse modelo animal.
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3 METODOLOGIA

O presente estudo foi desenvolvido de acordo com o paradigma tradicional,
no design de estudo experimental, com grupos de trabalho selecionados de forma
aleatdria e controle pos-teste, tendo sido aprovado pela Comissao Cientifica e de
Etica da Faculdade de Odontologia da PUCRS (ANEXO A) e pelo Comité de Etica
para o Uso de Animais da Pro-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagcdo da PUCRS
(ANEXO B).

3.1 CONFIGURACAO DA AMOSTRA

O modelo animal utilizado foi o rato albino da espécie Ratthus norvegicus,
classe Mammalia, ordem Roedentia, da linhagem Wistar, machos, com peso
variando de 318 a 396 gramas (apéndice A), clinicamente sadios. Os animais foram
obtidos junto ao Biotério Central do Campus Universitario - Capdo do Ledo, da
Universidade Federal de Pelotas.

Os ratos passaram por um periodo de sete dias de ambientacdo no Vivario
da Faculdade de Farmacia da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do
Sul, no qual permaneceram acomodados em gaiolas plasticas, mantidos em
condigbes adequadas de temperatura (25°C), umidade e ventilagdo, sendo
identificados e numerados de acordo com o0 grupo correspondente. Durante o
periodo experimental, os animais foram alimentados com dieta sélida, exceto nas
primeiras 24 horas apds a intervencao, e agua ad libitum.

Respeitaram-se, aqui, 0s principios éticos da experimentacdo animal, de
acordo com a Lei Arouca (Lei N° 11.794, de 08/10/2008).
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3.2 ORGANIZACAO DOS GRUPOS

Para determinacdo do tamanho da amostra deste estudo, optou-se pelo n
de 12 para cada grupo, baseando-se nos estudos de Rabelo et al. (2006), Chagas-
Oliveira et al. (2008), Reis et al. (2008) e Rocha et al. (2009), nos quais o n de cada
grupo, seja teste ou controle, era sempre entre 08 e 15. Estas pesquisas foram
realizadas em ratos, nas quais se estudou a cicatrizacdo de feridas com a
associagdo da LLLT e todas elas apresentaram resultados estatisticamente
significativos.

Os animais foram selecionados aleatoriamente, pesados e divididos em trés
grupos distintos, com 12 animais em cada um, totalizando 36 animais. Os espécimes
foram mantidos em gaiolas plasticas, com cobertura metélica e assoalho forrado por
serragem de pinho (Figura 01).

Figura 01: Espécimes mantidos em gaiolas.


http://apps.isiknowledge.com/OneClickSearch.do?product=UA&search_mode=OneClickSearch&db_id=&SID=N2c65aBO4BaJH@ng2Hh&field=AU&value=Rabelo%20SB&ut=000240386500004&pos=1
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Em todos os grupos, o periodo de observacdo foi de quatro, sete e nove

dias. Assim, cada grupo foi subdividido em trés subgrupos (A, B e C), de acordo com

periodo de observacdo (Quadro 01).

Quadro 01: Organizagao dos grupos.

A PERIODO DE FLUENCIA

GRUPOS FLUENCIA | SUBGRUPOS OBSERVACAO TOTAL
I 1-A 4 dias (4 ratos) 16 Jicm?®

FI = 8 J/cm? 1-B 7 dias (4 ratos) 24 Jlcm?

(11 ratos™) _ .
1-C 9 dias (3 Ratos) 32 J/cm

’ 2-A 4 dias (4 ratos) 32 J/iem?

Fl = 16 J/cm? 2-B 7 dias (4 ratos) 48 Jlcm?

(12 ratos) ,
2-C 9 dias (4 ratos) 64 J/cm

0 3-A 4 dias (4 ratos) 8 Jlcm?

Fl = 4 J/cm? 3-B 7 dias (4 ratos) 12 Jlem?

(12 ratos) : ,
3-C 9 dias (4 ratos) 16 J/cm

* Ocorreu a morte de um animal durante o periodo de observagéo.

Optou-se pela realizacdo de dois ferimentos em cada animal, sendo um

controle (sem irradiacdo) e um teste (com irradiacdo). Desse modo, ha uma

diminuicdo dos vieses, na medida em que teste e controle € 0 mesmo organismo.

As gaiolas receberam etiquetas, durante todo o periodo de estudo,

conforme o grupo no qual pertencia cada animal. Para a identificacdo dos animais,

foram utilizadas marcacdes na cauda, realizadas com caneta de tinta permanente,

onde o numero de marcas indicava o niumero do respectivo animal.

Os procedimentos de manipulacédo e alimentacdo foram realizados durante

todo o periodo do experimento. A serragem e a agua foram trocadas, assim como a

lavagem das gaiolas, a cada 48 horas.



44

3.3 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Para que os animais pudessem ser incluidos nos experimentos, todos
cumpriram com 0s seguintes requisitos:

- ser da espécie Ratthus norvegicus;

- da classe Mammalia;

- da ordem Roedentia;

- da linhagem Wistar;

- machos;

- pesar entre 300 e 400 gramas no momento do estudo;

- estar em bom estado nutricional,

- chegar ao final do periodo relativo aos seus grupos em bom estado de

saude.

Os animais que apresentassem qualquer uma das complicacdes a seguir
seriam excluidos do estudo:

- infeccdes;

- Necroses;

- debilitacédo do estado geral,

- desconforto durante o periodo dos testes.

3.4 MATERIAL E INSTRUMENTAL

Foram utilizados os seguintes materiais:

- hidrato de cloral a 10%;

- solucao de formalina tamponada a 10%;
- gaze estéril;

- solugéo de cloreto de sédio a 0,9%;

- digluconato de clorexidina a 2%;

- seringas estéreis e descartaveis de 20 mL;
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- laminas de bisturi n° 15;

- anestésico (Zoletil®);

- mesa cirargica adaptada, com mantenedores de posicdo do rato em
decubito ventral;

- instrumental cirargico individualizado e esterilizado em autoclave;

- punch metalico com 8 mm de diametro e com ranhuras de 1 mm em sua
superficie para marcacao da profundidade de penetracao;

- cabo de bisturi tipo Bard-Parker n° 3;

- porta-agulha tipo Mayo-Hegar;

- pincas tipo Adson-Brown;

- tesouras de ponta reta;

- aparelho de laser THERA LASE®, da marca DMC®, devidamente calibrado.

3.5 TECNICA CIRURGICA

Previamente ao ato cirlrgico, os animais foram submetidos a anestesia
geral, por meio da injecdo intramuscular do anestésico Zoletil®, com uma dose de
20,0 mg/kg de peso.

Apls a anestesia, 0os animais foram submetidos a tricotomia da regido
dorsal (Figura 02). A anti-sepsia da regido foi realizada com digluconato de

clorexidina a 2%.
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Figura 02: Tricotomia da regiao.

O punch foi posicionado perpendicularmente a superficie da pele, na regido

tricotomizada, junto a linha média e préximo a cabec¢a do animal (Figura 03).

Figura 03: Posicionamento do punch.
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Promoveram-se movimentos giratérios para facilitar a penetragdo de 1 mm
da lamina, com um didmetro de 8 mm, correspondendo as medidas do instrumental
utilizado (Figura 04).

Figura 04: Demarcacao da lesédo atraves do punch.

Posteriormente, foi utilizado cabo de bisturi montado com lamina n° 15 e
pinca tipo Adson-Brown (Figura 05) para remover, delicadamente, a quantidade de
tecido necessario a producdo de uma lesdo de 1 mm de profundidade e 8 mm de
diametro (Figura 06).



Figura 06: Les&o padronizada na regido dorsal dos ratos.
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O mesmo procedimento foi repetido a uma distancia a cerca de sete

centimetros da primeira, préximo a regido caudal do animal.

3.6 IRRADIACAO A LASER

Foi utilizado o laser vermelho fosfeto de indio-galio-aluminio (In-Ga-Al-P)
THERA LASE®, da marca DMC® (Figura 07).

Figura 07: Laser de fosfeto de indio-galio-aluminio (In-Ga-Al-P) THERA LASE®, da
marca DMCP®.
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Em todos os animais padronizou-se que somente a ferida proxima a cabeca
receberia irradiacdo. Também ficou estabelecido que a irradiacdo fosse de forma
pontual e no centro do ferimento (Figura 08).

Figura 08: Irradiacdo com laser de In-Ga-Al-P.

As irradiagcbes foram realizadas imediatamente ap0s o término da cirurgia,
em 48 horas, em quatro e sete dias, totalizando, na dependéncia da época da morte
do animal, duas, trés ou quatro irradiacoes.

Os animais receberam as irradiacdes seguindo as regulamentacdes
brasileiras, ou seja, com as devidas medidas de protecdo e em local isolado, com
caracteres e simbologia internacionais para area em uso ou presenca de radiagao.

Apbés o procedimento cirargico, 0os animais retornaram ao Vivario da
Faculdade de Farméacia da PUCRS, no qual permaneceram até o final do

experimento.



3.6.1 Parametros de irradiacao utilizados
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Selecionaram-se, com base na literatura atual, oito artigos de relevancia na

comunidade cientifica que cumpriram os seguintes requisitos:
- Publicados no ano de 2009;
- Revistas com fator de impacto superior a 1,4;

- Serem experimentais em ratos;

- Utilizar lasers no espectro eletromagnético da cor vermelha ou préximo

(Tabela 01).

Tabela 01: Autores, revista de publicacao, fator de impacto da revista, comprimento
de onda e fluéncia dos lasers dos artigos utilizados para definicdo da fluéncia

utilizada neste estudo.

_ Fator de Fluéncia
Autores Revista _ A (nm) )
impacto (J/lcm®)
NUSSBAUM EL et al.
Lasers Surg Med 3,539 635 le?20
(2009)
: 23e
EZZATI A et al. (2009) J Rehabil Res Dev 1,446 660 117
IORDANOQU P et al.
Photomed Laser Surg 1,785 580 2,4
(2009)
ROCHA Jr. AM et al.
Photomed Laser Surg 1,785 635 3,8
(2009)
GAL P et al. (2009) Lasers Med Sci 1,675 635 5
AL-WATBAN FA et al. 5 10e
b Photomed Laser Surg 1,785 633 e 670
(2009%) 20
RIBEIRO MA et al.
Photomed Laser Surg 1,785 660 20
(2009)
DALL AGNOL MA et _
Lasers Med Sci 1,675 640 e 660 6
al. (2009)
Média da fluéncia 8,93
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Desse modo, optou-se por utilizar a fluéncia de 8 J/cm? no grupo |, o dobro
da dose de energia (16 J/cm?) no grupo Il e a metade (4 J/cm?) no grupo Il1.

A segquir, todos os parametros utilizados separados por grupos:

Grupo I

- A =685 nm

-A=1cm?

-E=8,015J

- FI = 8,015 J/cm®

-t=229s

-P=35mWwW

-1 =35 mW/cm?

- F =437653 GHz

- modo de ac¢éo do laser: continuo
- modo de entrega: fibra 6ptica

- modo de aplicacdo: pontual, com contato e sem deslocamento

Grupo Il

-A =685 nm

-A=1cm?

-E=16,03J

- Fl = 16,03 J/cm®

-t=458s

-P=35mWwW

-1 = 35 mW/cm?

- F =437653 GHz

- modo de ac¢édo do laser: continuo
- modo de entrega: fibra 6ptica

- modo de aplicacdo: pontual, com contato e sem deslocamento
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Grupo I

-A=685nm

-A=1cm?

-E=4,025J

- Fl = 4,025 J/cm?®

-t=115s

-P=35mWwW

- 1= 35 mW/cm?

- F =437653 GHz

- modo de ac¢éo do laser: continuo
- modo de entrega: fibra éptica

- modo de aplicacdo: pontual, com contato e sem deslocamento

3.7 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Para a obtenc&o das amostras, os animais foram mortos aos quatro, sete e
nove dias de poés-operatério, por meio da administracdo de uma dose letal de
isofluorano, por via intravenosa.

As duas lesdes produzidas em cada animal foram dissecadas em forma de
elipse, com uma lamina de bisturi n° 15, observando uma margem de seguranca
para ndo danificar a peca. O material removido foi fixado em solucédo de formalina
tamponada a 10% até o momento do processamento histolégico. Cada recipiente foi
identificado com o numero do animal, 0 grupo e sua zona respectiva (teste ou

controle).
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3.8 PROCESSAMENTO E ESTUDO HISTOLOGICO

Apoés o periodo de fixacdo, os espécimes de tecidos foram seccionados,
utilizando-se de lamina de bisturi n® 15, na regi&o da lesdo com o maior diametro.
Em seguida, foram processados de acordo com a rotina para inclusédo em parafina.

Os blocos submetidos a inclusdo foram identificados e submetidos a
microtomia. Cortes de 5 pum foram assim destinados a técnica de coloragédo
histol6gica HE.

A aquisicao das imagens foi realizada no Parque Cientifico e Tecnoldgico da
PUCRS (TECNOPUC), no Centro de Exceléncia em Pesquisa sobre
Armazenamento de Carbono (CEPAC), no Laboratério de Petrologia. Foi utilizado
um microscépio Optico petrografico da marca Carl Zeiss®, modelo AXIO
Imager.A1lm®, gerando aumentos de 4 X para as medicdes entre as margens
epiteliais (Figura 09) e de 20 X e 40 X para as analises descritivas do epitélio. As
laminas foram identificadas com um cddigo para garantir que, durante a leitura, o

examinador desconhecesse a qual grupo pertencia cada lamina observada.
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Medida entre
as margens
epiteliais

~ Zona com
predominancia
de tecido de
granulagao

Figura 09: Fotomicrografia em aumento original de 4 X demonstrando a
medicdo entre as margens epiteliais, a predominante zona de
tecido de granulacao e o epitélio.

Para calibracdo, a qual foi supervisionada pelo patologista Manoel Sant'/Ana
Filho, Coordenador do Laboratério de Patologia da Faculdade de Odontologia da
PUCRS, a cada 20 laminas observadas, o autor (examinador) repetiu, individual e
separadamente, a observacéo de 10 laminas, comparando as medidas obtidas entre
ambas as observacdes e aplicando o teste Kappa intra-examinador a fim de verificar
a veracidade das medidas. Para quantificar o grau de concordancia para 0s
resultados dos testes Kappa aplicados, utilizou-se a porcentagem de concordancia
recomendados por Landis e Koch (1977), em que sdo aceitos apenas 0s seguintes
valores: 0,61 a 0,80, representando importante concordancia, e 0,81 a 1,0,
representando quase concordancia completa (SIEGEL, 1975). Caso essas

concordancias nao fossem obtidas, a analise das laminas era repetida.
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Por ser representativa no processo de cicatrizacdo, estabeleceu-se como
critério de avaliacdo a reepitelizacdo da ferida. Para tanto, foi medida a distancia
entre as bordas epiteliais utilizando-se o programa ImageJ 1.43u®. No software,
utilizou-se a ferramenta Straight, sendo considerado os numeros fornecidos pelo
programa em relacdo a medida Lenght (comprimento).

O artigo base utilizado para as analises histolégicas foi o estudo dirigido por
Braiman-Wiksman et al. (2007).
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE HISTOMORFOMETRICA

As laminas foram analisadas em microscopico Optico com aumento de 4 X,
fotografadas e inseridas no programa ImageJ 1.43u® para as medicoes.

Para as andlises histomorfolégicas, foram também realizadas fotografias
com aumentos de 20 X e 40 X.

Os dados coletados referentes as medidas entre as bordas epiteliais dos
grupos (I, Il e 1), subgrupos (A, B e C) e ferimentos tratados com laser (teste) e sem
laser (controle) estdo disponiveis na tabela 02.
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Tabela 02: Medicbes entre as bordas epiteliais.

Teste Controle
1.915,620 2.298,814
IA 1.711,683 2.702,696

(4 dias)  2.319,110 2.564,851
2.181,204 2.298,691

GRUPO | 1.956,343 1.565,000
8 J/cm? IB 2.593,347 2.012,254
n=11 (7 dias) 962,469 804,955

0,000 3.191,542
0,000 1.534,000

253,178 797,577

174,158 0,000

3.389,620 2.499,548
A 1.995,066 3.250,931
(4 dias)  3.085,867 3.709,952
2.724,951 3.418,351
1.467,994 1.766,552

IC
(9 dias)

?25’/'2?“'2' 1B 1.960,839 2.023,407
i1 (7 dias) 1.819,231 1.084,502
1.329,037 2.084,026

1.572,849 1.364,232

IC 1.067,863 505,898

(9dias) 726,099 734,261

0,000 241,471

2.816,295 2.860,000

A 2.557,517 3.123,165

(4 dias)  2.004,144 3.583,395

2.677,889 2.871,026

GRUPO I 1.857,039 3.306,974
AT 1:! 2.564,197 2.399,774
1 (7 dias)  1.824,904 2.730,823

1.978,494 2.524,840
904,317 697,226
ll[e 0,000 787,440
(9 dias) 0,000 985,346
0,000 866,678

Determinou-se a diferenca entre as medidas do comprimento sobre o
processo de reparo das feridas cutaneas (as bordas epiteliais), sem o uso de laser
(controle) e com a irradiacéo laser (teste). Estas diferencas foram analisadas por

meio de Analise de Variancia (ANOVA) fatorial univariada. As feridas cutaneas foram
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irradiadas com o laser de fosfeto de indio-galio-aluminio com fluéncia de 8 J/cm?
(padrdo), 4 e 16 J/cm? nos tempos de quatro, sete e nove dias de observacdo. Os

resultados obtidos estdo disponiveis na tabela 03.

Tabela 03: Diferenca entre as medidas do processo de reparo das feridas cutaneas.

Fonte de variacao Estatistica do teste - F p

Grupo 1,123 0,340
Tempo 0,049 0,953
Grupo X Tempo (Interacéo) 0,204 0,934

Nas tabelas 04 e 05 sdo apresentadas as estimativas para a variavel
dependente “diferen¢a” para cada um dos fatores analisados.

Tabela 04: Estimativa para a variavel dependente diferenca, segundo o fator grupo.
Intervalo de 95% de

Grupo n Média Desvio padréo .
confianca

| -8 J/cm? 11 528,17 262,32 (-11,03; 067,37)

Il — 16 J/cm? 12 128,64 248,86 (-382,89; 640,17)

Il — 4 J/cm? 12 629,32 248.86 (117,79; 1140,86)

Tabela 05: Estimativa para a variavel dependente diferenca, segundo o fator tempo.
Intervalo de 95% de

Tempo n Média  Desvio padréo .
confianca

| — 4 dias 11 483,54 248,86 (-27,99; 995,07)

Il =7 dias 12 431,73 248,86 (-79,80; 943,26)

[l =9 dias 12 370,87 262,32 (-168,33; 910,07)

De acordo com os resultados expressos na tabela 03, os efeitos isolados,
grupo e tempo, nao foram significativos a um nivel de significancia de 5% e também

nao ha evidéncias de interacao entre eles.
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Na tabela 06 é apresentado o resultado do estudo considerando somente o
uso ou nao do laser, sem levar em conta o tempo de observacédo e as diferentes

doses de energias utilizadas.

Tabela 06: Diferenca entre as medidas das amostras teste e controle.
n Média Desvio padrdao Erro padrdo da média

SomielE 35 1976.86 1058,30 178.89
(sem laser)
Teste 35  1554.04 1016,97 171,90
(com laser)
Diferenca 35 422,82 798,42 134.96

O teste t de Student pareado (laser X sem laser) apresentou uma estatistica

de teste igual a 3,13 com um valor de p = 0,004.

No grafico 01, observa-se a comparacao entre as medidas teste e controle
nos diferentes grupos.

Distancia entre as bordas epiteliais

2500, 2228.1
1890.3 1761.6

H controle
B Teste

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
(8 Jlcm?) (16 J/cm?) (4 Jlecm?)

Gréfico 01. Medidas teste e controle por grupos.
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Na tabela 07, observam-se os valores referentes a média das medidas das

amostras teste e controle, separados por tempo de morte dos animais.

Tabela 07: Média, desvio padrdo e erro padrdo da média das amostras teste e
controle por tempo de morte dos animais.

Tempo Média n  Desvio padrdao Erro padrdo da média
. Controle  2931,7850 11 485,20123 140,06553

4 dias Teste 2448,24,72 11 512,23655 147,86995
_ Controle 2124,5541 12 764,49138 220,68965

7 dias Teste 1692,8245 12 702,94612 202,92307
. Controle  774,0117 12 440,67924 132,86979

9 dias Teste 427,1333 12 551,97412 166,42646

Na tabela 08, observam-se os valores referentes a diferenca entre as
médias das medidas entre as amostras teste e controle separados por tempo de
morte dos animais. Verifica-se, utilizando-se o teste t pareado, que existe diferenca
significativa (p = 0,024) somente entre as medidas médias das diferencas entre as
amostras teste e as amostras controle dos animais mortos no quarto dia de

observacéao.

Tabela 08: Média, desvio padrdo, média do erro padrdo e significaAncia dos valores
referentes a diferenca entre as medidas entre as amostras teste e controle
separados por tempo de morte dos animais.

Intervalo de
Diferenca confianca da
diferenca = 95 %
Tempo Média pesvio Erro padrao da Significancia
padréo média

4 dias  483,53783 638,91558 184,43904 0,024
7 dias  431,72958  1083,60931 312,81106 0,195
9dias  346,87845 644,90079 194,44491 0,105
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4.2 ANALISE HISTOMORFOLOGICA

Através das imagens obtidas, podem-se estabelecer comparacdes entre as
feridas tratadas e néo tratadas com laser, entre as feridas tratadas com a mesma
dose de energia e analisadas em tempos diferentes e entre as feridas tratadas com
doses de energias diferentes e analisadas com o mesmo tempo de observacéo.
Desse modo, avaliam-se os fatores laser, tempo de observacao e dose de energia.

Ao analisar as figuras 10 e 11 (fotomicrografias referentes aos animais com
menores valores histomorfométricos no grupo IIC), se estabelece a comparacéo
entre as feridas tratadas sem laser (grupo IIC, controle) e tratadas com laser (grupo
IIC, teste - 16 J/cm?), respectivamente. Em ambas as figuras observa-se uma area
de coagulo desprendida do tecido, uma intensa area de tecido de granulacéo
dominando praticamente toda a regido de tecido subepitelial e o epitélio. O tecido
cicatricial caracteriza-se por inuUmeros vasos sanguineos (neovascularizacdo),
fibroblastos ainda sem orientacéo (fibroplasia inicial) e intensa celularidade, com a
presenca significativa de células inflamatérias.

Este foi um padr&o cicatricial encontrado em praticamente todos os cortes
histolégicos analisados, independentemente do tempo de observacéo, do tratamento
ou ndo com laser e da dose de energia utilizada. Verificou-se sempre uma grande
area de tecido de granulacao sob o local do ferimento, compreendendo praticamente
toda a regido de tecido subepitelial. Verificaram-se diferencas na espessura do
tecido epitelial e na distancia entre as margens epiteliais rompidas pelo ferimento.

Em relacdo ao tecido epitelial observado na figura 10, verifica-se que as
margens epiteliais estdo em processo de migracdo em direcdo ao centro do
ferimento, migrando por cima do tecido de granulagéo. J& na figura 11, o ferimento ja

se encontra epitelizado, com pequena espessura de tecido epitelial.



Figura 10: Fotomicrografia em aumento original de 4 X (a), 20 X (b) e 40 X (c)
de uma amostra sem tratamento com laser e morte do animal em
nove dias (grupo IIC, controle).
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Figura 11: Fotomicrografia em aumento original de 4 X (a), 20 X (b) e 40 X (c)
de uma amostra tratada com 16 J/cm? e morte do animal em nove
dias (grupo IIC, teste).
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Na analise das figuras 12, 13 e 14 (fotomicrografias referentes ao animais
com menores valores histomorfométricos nos grupos IA, IB e IC, respectivamente),
comparam-se as feridas tratadas com a mesma dose de energia (8 Jicm?) e
analisadas nos diferentes tempos. O padrdo cicatricial de tecido de granulacédo é
claramente identificado e, ao observar o tecido epitelial, nota-se que o mesmo ainda
esta em processo de migracdo apenas na figura 12 (observa-se apenas a margem
epitelial esquerda da lesdo), com periodo de observacdo de quatro dias, estando as

feridas das figuras 13 e 14 (sete e nove dias, respectivamente) ja epitelizadas.



Figura 12: Fotomicrografia em aumento original de 4 X (a), 20 X (b) e 40 X (c)
de uma amostra tratada com 8 J/cm? e morte do animal em quatro
dias (grupo IA, teste).
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Ao comparar o tecido epitelial das figuras 13 (sete dias) e 14 (nove dias),
observa-se uma maior espessura do tecido epitelial quando analisado com nove dias
de periodo observatorio, caracterizado por um maior nimero de camadas de células

epiteliais.

Figura 13: Fotomicrografia em aumento original de 4 X (a), 20 X (b) e 40 X (c)
de uma amostra tratada com 8 J/cm? e morte do animal em sete
dias (grupo IB, teste).
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Figura 14: Fotomicrografia em aumento original de 4 X (a), 20 X (b) e 40 X (c)
de uma amostra tratada com 8 J/cm? e morte do animal em nove
dias (grupo IC, teste).

Na andlise das figuras 14 (8J/cm?), 11 (16 Jicm? e 15 (4 Jicm?
(fotomicrografias referentes ao animais com menores valores histomorfométricos nos
grupos IC, IIC e llIC), comparam-se as feridas tratadas com doses de energia
diferentes e morte do animal no mesmo tempo (nove dias). O padrao cicatricial de
tecido de granulacdo é novamente identificado e, ao se observar o tecido epitelial,
nota-se que os trés grupos apresentam as feridas ja epitelizadas.

Em relacdo a espessura do tecido epitelial, observa-se que o epitélio
correspondente a ferida tratada com 8J/cm? é ligeiramente maior que o da ferida
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tratada com 4 J/cm?, que por sua vez é discretamente superior a ferida tratada com
16J/cm?.



Figura 15: Fotomicrografia em aumento original de 4 X (a), 20 X (b) e 40 X (c)
de uma amostra tratada com 4 J/cm? e morte do animal em nove
dias (grupo IlIC, teste).
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5 DISCUSSAO

Al-Watban et al. (2009°) afirmam que a LLLT tem sido usada para aumentar
a velocidade de cicatrizacao de feridas em animais e seres humanos, apresentando
resultados positivos e negativos (nenhum efeito). Em concordancia, Gal et al. (2009),
assim como Matthews e Kahn (2009), afirmam que os parametros 6timos da LLLT
para a cicatrizacdo de feridas ainda sao amplamente discutidos. Portanto,
comprimentos de onda, doses de energia e tempos de observacdo tém sido
utilizados nas atuais pesquisas com uma variedade extremamente alta.

A luz laser interage com os tecidos biolégicos basicamente de quatro
formas: reflexdo, transmissao, espalhamento e absorcdo. Para que a interagdo seja
efetiva, os fotons oriundos dos equipamentos laser devem ser absorvidos pelos
elétrons dos atomos do tecido-alvo, ou seja, 0 comprimento de onda do laser deve
ser ressonante com o tecido-alvo (KARU, 1999).

Quando sua energia é absorvida, as moléculas do tecido atingem um
estado de excitacdo molecular. A quantidade de energia presente na molécula
excitada pelo laser, somada a energia cinética da particula vizinha, representa o
aumento de agitacdo térmica dessa particula vizinha e, consequentemente, o
pequeno aumento de temperatura ocorrido pela absorcdo de energia laser. Essas
modificagcdes, a nivel molecular, resultardo nas alteracdes celulares e teciduais.
Desse modo, o comprimento de onda da luz laser que age sobre os cromoéforos € o
qgue define a interacdo da radiacdo com o tecido (MCKENZIE, 1990).

Al-Watban et al. (2009°) compararam lasers com diferentes comprimentos
de onda (532, 633, 670 e 810 nm) no processo de cicatrizagdo de queimaduras em
ratos. O percentual de cura apés LLLT foi de 78,37% para o laser visivel e de
50,68% para o laser invisivel. Os autores concluiram que o laser, tanto visivel como
invisivel, pode acelerar a cicatrizacdo de queimaduras e que os efeitos dos lasers
visiveis (vermelho) foram melhores do que os lasers invisiveis (infravermelho).

Para avaliar a cicatrizacdo de ferimentos em pele de ratos, Aradjo et al.
(2007) planejaram um experimento no qual foram realizados dois ferimentos

circulares em cada animal, sendo um deles irradiado com laser de He-Ne (632 nm) e


http://apps.isiknowledge.com/OneClickSearch.do?product=UA&search_mode=OneClickSearch&db_id=&SID=1DcJoiAhHkd3Gdoe1HJ&field=AU&value=Matthews%20J&ut=000264188600098&pos=1
http://apps.isiknowledge.com/OneClickSearch.do?product=UA&search_mode=OneClickSearch&db_id=&SID=1DcJoiAhHkd3Gdoe1HJ&field=AU&value=Matthews%20J&ut=000264188600098&pos=1
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o outro controle. Os ferimentos foram analisados nos periodos de um, cinco, oito, 12
e 15 dias de pos-operatorio por andlise histolégica. Os pesquisadores concluiram
que as lesBes irradiadas apresentaram reepitelizacdo acelerada quando
comparadas com 0 grupo-controle. A derme irradiada continha maior nimero de
fibroblastos ativos que no grupo-controle, e a radiacdo laser reduziu o processo
inflamatdrio local, além de, aparentemente, organizar as fibras colagenas na area do
reparo.

A absorcdo depende da composicdo do tecido, da pigmentacdo e do
conteddo de 4gua do mesmo. Croméforos, como a melanina, adenina, hemoglobina
e proteinas, apresentam-se mais ressonantes com radiacdo laser emitida no
espectro da luz vermelha (MELLO; MELLO, 2001).

O presente estudo utilizou um laser de fosfeto de indio-galio-aluminio, o
qual emite radiacdo com 685 nm de comprimento de onda. Portanto, um laser
altamente ressonante com os tecidos que participam do processo de reparo epitelial.

Dall Agnol et al. (2009) compararam os efeitos da LLLT com LED no
processo de reparo de feridas produzidas em dorso de ratos. Utilizaram 36 ratos,
divididos em diabéticos e nado diabéticos e os irradiaram com laser (660 nm e seis
Jicm?) e LED, uma Unica vez, 30 minutos apds o procedimento cir(irgico. A morte
dos animais ocorreu no sétimo dia. As analises histomorfolégica e histomorfométrica
mostraram que tanto o laser como o LED promoveram uma aceleragdo na
cicatrizacéo das feridas cutaneas.

Rocha et al. (2009) avaliaram o efeito da LLLT na expressao da citocina
imunossupressora beta-TGF no sitio de reparacao tecidual, assim como a presenca
de células apoptoéticas no tecido epitelial. Os pesquisadores realizaram ferimentos
cutaneos em ratos e avaliaram a cicatrizacdo cutanea. Foram utilizados 30 ratos,
com morte no décimo dia, e os animais foram divididos em dois grupos: controle e
tratamento com LLLT em 635 nm e 3,8 J/cm?. Os resultados mostraram que a LLLT
pode ser um importante indutor de apoptose durante o processo de reparagao
tecidual e que ha um efeito imunomodulador na expressdo da TGF-beta em locais
de cicatrizacéo de feridas.

Em outro estudo, foi comparada a eficacia da LLLT com a da luz polarizada
em queimaduras de segundo grau em roedores. Os lasers utilizados foram o

vermelho (660 nm) e o infravermelho (780 nm), sendo realizadas quatro irradiacdes
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de cinco J/cm? em intervalos de 24 hs. A anélise dos resultados demonstrou que os
tecidos danificados foram capazes de absorver e processar eficientemente a luz em
todos os comprimentos de onda testados. A LLLT com 660 nm foi a terapia que
apresentou os melhores resultados (OLIVEIRA et al., 2008)

Al-Watban e Zhang (1999) definiram o comprimento de onda ideal no
tratamento de feridas cutaneas no dorso de ratos. Os melhores resultados obtidos
foram os seguintes, na ordem crescente de efetividade: He-Ne (632 nm), As-Ga-Al
(780 nm), argbdnio (488-514 nm), As-Ga-Al (830 nm), He-Cd (442 nm) e criptbnio
(640-670 nm). Comprovam que a profundidade de penetracéo do laser, a qual esta
relacionada com o comprimento de onda, ndo é proporcional aos efeitos
biomodulatérios da LLLT em ferimentos superficiais, como os gerados no dorso dos
ratos.

Al-Watban (2009%) testou varios comprimentos de onda laser em
ferimentos cutdneos e queimaduras em ratos normais e diabéticos. Os
comprimentos de onda testados foram os seguintes: 532, 633, 810, 980 e 10.600
nm. O autor concluiu que o comprimento de onda de 633 nm, portanto um laser
vermelho, foi o que apresentou os melhores resultados, com melhoras entre 38.5% e
53.4% nos ferimentos cutaneos.

Soares et al. (2008) avaliaram a cicatrizacdo de feridas que continham
celulose oxidada regenerada com a utilizacdo da LLLT. Em trinta e seis ratos foi
realizada uma incisédo na porcao posterior da lingua, na qual foi inserida a celulose
oxidada regenerada (Surgicel®). Os animais foram divididos em dois grupos, teste e
controle, sendo os animais do grupo teste submetidos a LLLT com 685 nm e quatro
Jicm?, com quatro irradiacdes em intervalos de 48 horas. Os animais foram
sacrificados em trés momentos distintos: um, trés e sete dias. Foi observado que o
grupo tratado com LLLT apresentou maior reducdo do edema e infiltrado
inflamatorio. Os autores concluiram que a LLLT com 685 nm pode melhorar o
processo de cura, mesmo quando o processo inflamatério for estimulado pela
celulose oxidada regenerada.

Reddy et al. (2001) estudaram a cicatrizagédo de feridas em ratos diabéticos
com a utilizacdo da LLLT. Para tal, foram produzidas duas feridas circulares com
seis mm de didmetro cada no dorso dos animais. Uma ferida serviu como controle e

a outra foi irradiada com um laser de He-Ne (632.8 nm) com fluéncia de 1 J/cm?,
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durante cinco dias por semana, durante trés semanas. Os autores concluiram que a
fotoestimulagao pelo laser interferiu no processo de reparagéao tecidual, acelerando a
producdo de colageno, e promoveu uma maior estabilidade do tecido conjuntivo das
feridas em ratos diabéticos.

O presente trabalho comprova os resultados apresentados pelos estudos
acima citados, tanto no aspecto de aumento na velocidade de reparagéo tecidual
nas feridas tratadas com laser como no aspecto da radiacdo emitida no espectro
vermelho apresentar resultados efetivos.

Nesta pesquisa, através da andlise histomorfométrica, comprovou-se a
eficacia do laser vermelho no processo de reparo de feridas em dorso de ratos, com
resultados estatisticamente significantes quando se comparou as feridas irradiadas
com laser com as feridas sem irradiacdo. Na andlise histomorfolégica, também se
comprovou estes resultados: observou-se um grau de epitelizacdo, ou fechamento
da ferida, superior nas feridas tratadas com laser em comparacdo com as nao
tratadas. Portanto, confirma-se com este estudo que a LLLT aumenta a velocidade
de cicatrizacdo epitelial em ferimentos em dorso de ratos, sendo o comprimento de
onda de 685 nm efetivo para este fim.

Outro fator controverso nas pesquisas que avaliam a cicatrizagcdo de
feridas com a utilizacdo da radiacdo laser € a dose de energia que deve ser
utilizada.

Nussbaum et al. (2009) produziram feridas cutaneas em ratos e as trataram
com laser vermelho (635 nm) nas fluéncias de um e 20 J/cm?® Foi avaliado o
potencial bactericida do laser assim como a aceleracdo da atividade tecidual. As
feridas irradiadas com um J/cm? cicatrizaram da mesma forma que os controles. As
que foram irradiadas com 20 J/cm? cicatrizaram piores que os controles no 3° dia.
Com esta mesma dose de energia, oS autores observaram um retardo no
fechamento da ferida no 19° dia. Em relac&o & microbiota, verificaram diminuicéo da
microbiota da pele sadia e aumento da colonizagéo de S. aureus.

Ezzati et al. (2009) investigaram a influéncia da LLLT na cicatrizagdo de
feridas produzidas por queimaduras de terceiro grau em ratos. Duas queimaduras
(distal e proximal) foram produzidas na pele de 74 ratos, os quais foram divididos em
quatro grupos: no grupo um, o ferimento distal recebeu a LLLT com laser desligado,

nos grupos dois e trés, as queimaduras distais foram tratados com laser de diodo
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com 660 nm e com densidades de energia de 2,3 e 11,7 J/cm?, respectivamente, e
no grupo quatro as queimaduras distais foram tratadas topicamente com
nitrofurazona a 0,2%. O ferimento proximal foi considerado controle e os animais
foram mortos todos no mesmo tempo. Foi observado que LLLT com 11,7 J/cm?
aumentou significativamente a taxa de fechamento da ferida em trés e quatro
semanas em comparagéo com o controle.

Al-Watban e Zhang (1999) definiram a fluéncia ideal no tratamento de
feridas cutaneas no dorso de ratos. Utilizaram 10, 20 e 30 J/cm?, irradiados trés
vezes por semana. A dose de energia que apresentou os melhores resultados foi a
com 20 J/cm?.

Em outro estudo, Al-Watban et al. (2009°) utilizaram doses de energia de
cinco, 10 e 20 Jicm? com trés irradiacdes por semana e tempo de morte Unico.
Novamente constataram que os melhores resultados eram os obtidos com 20 J/cm?.

Diversos estudos tém utilizado a fluéncia de 20 J/cm? para analisar o
reparo de feridas cutaneas provocadas no dorso de ratos (Al-Watban; Zhang, 1999;
Mendez, 2002; Oliveira, 2002).

Mendez (2002) constatou que a associagdo entre os comprimentos de
onda de 685 nm e 830 nm (10 J/cm? para cada) foram 0s que promoveram 0s
melhores resultados no reparo de feridas cutaneas.

Em um estudo mais recente, Al-Watban (2009?) utilizou doses de energia
de 4,71 Jicm? em ratos diabéticos e 2,35 J/cm? em ratos normais, com trés
irradiagdes por semana.

No presente estudo, através da analise histomorfométrica, ao comparar as
diferentes fluéncias utilizadas, ndo se evidenciou diferencas estatisticamente
significativas. Na andlise histomorfolégica, ao analisarmos a ferida em nove dias,
evidenciou-se uma epitelizacdo avancada, e por vezes completa, do ferimento tanto
das feridas tratadas com 4, 8 ou 16 J/cm?. Portanto, neste estudo, os ferimentos
responderam positivamente e sem diferencas entre eles para as diferentes fluéncias
utilizadas.

O dltimo fator que este estudo se propds a analisar e comparar com a
literatura atual € o tempo de observacao das feridas tratadas com laser.

Araujo et al. (2007) utilizaram como periodos de observacdo um, cinco,

oito, 12 e 15 dias. Oliveira et al. (2008) utilizaram um, dois, trés e quatro dias e
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Nussbaum et al. (2009) avaliaram trés vezes por semana, entre o primeiro e o 19°
dia. Dall Agnol et al. (2009) utilizaram tempo Unico (sete dias), assim como Rocha et
al. (2009) (10 dias).

Soares et al. (2009) avaliaram a influéncia da LLLT no processo de
cicatrizacdo de retalhos produzidos em calvaria de ratos, nos quais foi implantado
por via subcutanea uma matriz dérmica acelular. O laser utilizado possuia 685 nm e
a dose de energia utilizada foi de quatro J/cm?. Os enxertos foram colhidos em um,
trés, sete e 14 dias apos a cirurgia e submetidos a analises histologicas. Os autores
observaram que a contagem média de fibroblastos foi significativamente maior no 3°
dia, mostrando uma afluéncia acentuada de fibroblastos na érea, e concluiram que a
cicatrizacdo de retalhos com matriz dérmica acelular parece ser positivamente
afetada pela LLLT.

Ribeiro et al.(2009) avaliaram o efeito biomodulatorio em miofibroblastos e
células T e B da terapia a laser em baixa intensidade durante a cicatrizacdo de
feridas cirGrgicas irradiadas com 20 J/cm? e comprimento de onda de 660 nm, sendo
as feridas irradiadas diariamente, por sete dias. Ao oitavo e 14° dia de pods-
operatorio, as feridas foram removidas e submetidas a analise imunohistoquimica de
miofibroblastos, células T e células B. A média do numero de miofibroblastos foi
significativamente maior no grupo irradiado do que no grupo néo irradiado no oitavo
dia, mas ndo no 14° dia. As células T e as células B foram significativamente mais
visiveis no grupo irradiado, tanto no oitavo dia como no 14°. Os autores concluiram
que a LLLT facilita a diferenciacdo de miofibroblastos durante as fases iniciais do
processo de reparo cicatricial, assim como a laserterapia parece modular a resposta
inflamatoria positivamente.

Gal et al. (2009) compararam histologicamente os efeitos de diferentes
densidades de poténcia da LLLT com A = 635 nm em ferimentos em ratos tratados
ou ndo com esterdides. Quatro feridas na pele do dorso de 48 ratos foram
produzidas, gerando dois grupos (LLLT sem esterdides e LLLT com esterdides).
Trés feridas foram estimuladas diariamente com um laser de diodo com fluéncia de
cinco Jicm?, cada uma com diferente densidade de poténcia (um mwW/cm?, cinco
mW/cm? e 15 mW/cm?), enquanto a quarta ferida serviu como controle. Dois dias,
seis dias e 14 dias apos a cirurgia, oito animais de cada grupo foram sacrificados e

as amostras foram retiradas para avaliacdo histologica. Nos ratos tratados sem
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esterdides, uma aceleracdo significativa da sintese de colageno e epitelizacdo em
dois e seis dias ap0s a cirurgia foi observada. Nos ratos tratados com esteroides, em
dois e 14 dias, observou-se uma diminuicdo de leucdcitos e macrofagos, assim
como reducdo da area de tecido de granulacdo. Os autores concluiram que a
laserterapia melhorou a cicatrizacdo de feridas em ratos tratados sem esteroides.

No estudo de Oliveira et al. (2008), a LLLT com 660 nm também
apresentou os melhores resultados nas fases iniciais da cicatrizacdo, demonstrando
um tecido recém-formado semelhante a derme normal.

No presente estudo, ao se analisar o tempo de morte dos animais e
comparar os valores referentes a diferenga entre as médias das medidas entre as
amostras teste e controle, verifica-se que existe diferenca significativa somente nos
animais mortos no quarto dia de observacao.

Este resultado é corroborado com os artigos acima citados que afirmam
que a LLLT tem seus efeitos mais evidentes nos momentos iniciais do processo de
reparo tecidual, sendo elucidado pela anélise histomorfologica, quando ao se
comparar os diferentes tempos de cicatrizacdo, observa-se que em quatro dias a
ferida ainda esta em processo de cicatrizacdo, sem a epitelizacdo completa do
ferimento. Porém, em sete e nove dias observa-se o ferimento ja epitelizado,
distinguindo discretamente apenas em relacdo a espessura da camada epitelial,
onde no nono dia é mais espessa em relacdo ao sétimo dia, porém sem
significancia.

J& na comparacao entre os valores referentes a diferenca entre as médias
das medidas entre as amostras teste e controle considerando-se o tempo de morte
dos animais e as fluéncias, verifica-se que nao houve diferenca significativa em
nenhuma das comparacdes. Isto decorre do fato de os grupos, separados por dose
de energia utilizada, ndo apresentarem diferencas entre si.

Nesta mesma comparacdo, através do teste ANOVA fatorial univariada,
evidenciou-se que nao ha interacdo entre os fatores dose de energia e tempo de
observacéao.

Portanto, este estudo indica a realizacdo de novas pesquisas neste campo,
considerando os parametros utilizados de 4, 8 e 16 J/cm?, visto que a grande maioria

dos estudos demonstra diferencas entre fluéncias distintas, porém em um Unico
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periodo observacional, devendo este ser um periodo curto de tempo, na qual o

processo de reparo tecidual esteja em sua fase inicial.



?
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6 CONCLUSOES

A partir das andlises histomorfométrica e histomorfologica, este estudo
demonstrou haver uma aceleracdo no processo cicatricial em ferimentos produzidos
em dorso de ratos, quando irradiados com o laser em baixa intensidade de fosfeto
de indio-gélio-aluminio (A = 685 nm). Nao houve diferencas entre as doses de
energia utilizadas (4, 8 e 16 J/cm?), mas o fator tempo parece ser relevante, sendo

as alteragbes mais evidentes nos momentos iniciais do processo de reparo.
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