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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estudar a intensidade do infiltrado inflamatdrio
agudo presente em tecido conjuntivo perilesional do dorso de ratos submetidos a
irradiacao laser de baixa poténcia (InGaAIP, A 685 nm) apdés uma unica aplicagao.
Foram utilizados dezoito ratos machos, linhagem Wistar, pesando entre 250 e 300
gramas, nos quais foram realizadas feridas cirurgicas padronizadas. Os animais foram
separados aleatoriamente em seis grupos, trés experimentais e trés controles, compostos
por quatro e dois ratos, cada grupo, respectivamente. Os grupos experimentais foram
irradiados em quatro pontos perilesionais equidistantes, com uma unica dose de 0,5
Jlem? por ponto, com poténcia de 35 mW, freqiiéncia de 35 pulsos por segundo e tempo
de aplicagao por ponto de 17 s. Os grupos controles ndo foram irradiados. Os animais
foram mortos 6, 12 e 24 horas apoés a irradiacao, sendo obtidas pecas operatorias que
seguiram para processamento laboratorial de rotina, confeccionadas laminas e coradas
pela técnica da hematoxilina e eosina. O estudo das laminas foi realizado através da
descri¢cao e contagem absoluta dos granuldcitos pelo método esterioldgico. Os resultados
obtidos demonstraram que ha uma diminuicdo no numero total de granulécitos, nos
grupos experimentais, nao significante estatisticamente (p>0,05), quando comparados
aos grupos controles. Os resultados obtidos sugeriram que a luz laser € capaz de diminuir
a intensidade do infiltrado inflamatorio agudo nas primeiras 24 horas apds uma unica

irradiag&o, no tecido conjuntivo perilesional.

Palavras-Chaves': Irradiacdo a Laser de Baixa Poténcia. Inflamagao. Granuldcitos.

! Bireme - Descritores em Ciéncias da Satde. Disponivel em http:/decs.bvs.br .
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ABSTRACT

The aim of this work was study the intensity of acute inflammatory infiltrate in
connective tissue after low level laser therapy (InGaAIP, L = 685 nm) irradiation.
Eighteen male Wistar rats (250 to 300 grams) with standardized surgical wounds
were randomly distributed into 6 groups - 3 study groups with 4 rats each, and 3
control groups with 2 rats each. In the study groups, four equidistant spots around
the standardized wound were irradiated (0.5 J/cm?, 35 mW, 35 Hz, 17 seconds). The
control groups were not irradiated. The animals were killed at 6, 12 and 24 hours
after laser therapy. Biological specimens were harvested and routinely processed;
slides were prepared and stained with hematoxiline and eosine. The total number of
granulocytes was counted using the stereological method. A non-statistically
significant decrease in the total number granulocytes was observed in the all study
groups. Our results suggested that one single irradiation with laser light reduced the

total number of graunulocytes in the animal model used in this study.

Key words?: Laser Therapy, Low level. Inflammation. Granulocytes.

2 MeSH: Medical Subject Headings; disponivel em: www.nlm.nih.gov/mesh
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1 INTRODUGAO

A Cirurgia Buco-Maxilo-Facial lida diretamente com processos inflamatorios,
agudos ou cronicos, de origem infecciosa e traumatica, ou originados pelas proprias
intervengdes cirurgicas. Dor e edema s&o as maiores queixas dos pacientes, e estas
ocorrem devido aos fendémenos fisioldgicos da inflamacéo, principalmente durante a

fase aguda.

A inflamacao é uma resposta fisiolégica normal que tem fungéo de combater o
agente agressor responsavel pelo mecanismo de lesdo tecidual e/ou celular,
podendo este ser de origem fisica, quimica e biologica. (CATANZARO, 1991;
COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000; PEREIRA; BURINI, 1991; PEREIRA-PINTO et al.,
1997).

Pode-se controlar a resposta inflamatdria de forma farmacolégica, através de
antiinflamatorios, ou com a utilizagdo de medidas nao-farmacolégicas como
acupuntura, fisioterapia ultrassénica, laser de baixa poténcia, etc. Dentre as
intervengdes nao-farmacoldgicas para resolugao de processos inflamatérios, o laser
de baixa de poténcia surgiu como uma alternativa promissora. (LOPES-MARTINS et
al., 2005).

O laser de baixa poténcia € uma técnica desenvolvida e aplicada a
Odontologia, utilizada ha décadas em algumas partes do mundo por médicos,
dentistas, fisioterapeutas e veterinarios. Esta tecnologia pode oferecer muitos
beneficios terapéuticos aos pacientes, como a aceleragao da cicatrizacao e alivio da
dor. Ha muito a ser aprendido sobre os mecanismos, reconhecimento da janela
terapéutica, e como usar apropriadamente este fendbmeno celular para o alcance dos
objetivos do tratamento. (SUN; TUNER, 2004).

A palavra laser € um acronimo para Light Amplification by Stimulated

Emission of Radiation (luz amplificada pela emissédo de radiagédo estimulada), sendo
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instrumento capaz de levar energia aos tecidos com grande precisdo. Os principios
que guiaram o seu desenvolvimento foram postulados em 1917 por Einstein. O
primeiro relato in vivo do uso da radiagao laser em Odontologia foi feito por Goldman
em 1965, que utilizou um laser de rubi para irradiar um dente vital. (PINHEIRO;
FRAME, 1992).

A irradiacdo laser como uma modalidade fototerapéutica para indugéo ou
aceleracao do processo de reparo foi introduzida por Mester e colaboradores na
década de 70 do século XX, mas ainda hoje ndo € uma terapia estabelecida.
(SCHINDL et al., 2000).

Os estudos sobre laser de baixa poténcia e inflamacao sdo poucos e muito
recentes, principalmente quando se trata das células envolvidas na inflamacao
aguda. Existem estudos que aplicam esta terapia em situagdes clinicas da
Odontologia, como Antunes et al. (2007), que usaram o laser de baixa poténcia
(InGaAlP, 660 nm) na prevengao de mucosite oral em pacientes transplantados.
Porém, é importante conhecer os fenbmenos biolégicos envolvidos no mecanismo

de acdo da laserterapia para se indicar precisamente o seu uso.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi estudar a intensidade do infiltrado
inflamatorio agudo presente no dorso de ratos submetidos a irradiagao laser de

baixa poténcia (InGaAlIP, 685 nm).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 INFLAMAGAO

Uma ferida é uma quebra na integridade epitelial da pele e pode ser
acompanhada pela ruptura da estrutura e da fungcdo das subcamadas do tecido
normal. Pode resultar de uma incisdo precisa pelo bisturi ou pelo dano comum ao
tecido (trauma — contusdo, hematoma, laceracdo ou abrasdo, e queimaduras). A
continuidade da pele deve ser restaurada porque ela exerce um papel crucial na
manutengdo da homeostasia. (LEAPER; HARDING, 1998).

Vérios estimulos exégenos ou enddégenos podem causar lesao celular, e os
mesmos também provocam uma reagdo complexa, no tecido conjuntivo
vascularizado, incluindo o plasma, células circulantes, vasos sanguineos, e
constituintes celulares e extracelulares do tecido conjuntivo, chamada de inflamacgao.
(COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000).

A inflamagao é basicamente uma sequéncia de reag¢des ordenadas, que se
iniciam com uma atividade aguda, evoluindo para um processo cronico, alcangando
a resolugao através da reparacgao tecidual. A inflamagéo seria a resposta organica
mais elementar dos seres vivos que tém sistema vascular, além de ser essencial a
continuidade da vida. A mesma pode ser caracterizada como um processo dinamico,
que conduz a cura apds a eliminacdo do agente flogistico. O resultado na rede
vascular, em resposta as agressdes, provoca vasodilatagdo, aumento da
permeabilidade e possibilita transmigracao celular. (CATANZARO, 1991; SIQUEIRA
JUNIOR; DANTAS, 1996).

Inflamacéo ou flogose € classicamente definida como uma reacdo de defesa do
organismo, inespecifica, a principio local, frente a agentes agressores de natureza fisica,
guimica ou bioldgica, e é considerada, fundamentalmente, uma resposta protetora cujo

objetivo final € livrar o organismo da causa inicial da lesdo celular e das consequéncias
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desta. O processo inflamatoério pode ser dividido em duas fases: aguda e crbnica. A
primeira é relativamente curta, durando minutos, horas ou alguns dias, e tem como
caracteristica, exsudacao de liquido e proteinas plasmaticas, causando edema, e a
migragédo de leucadcitos, predominantemente neutrofilos. A segunda € mais longa e
estd associada a presenga de linfécitos e macrofagos, proliferacdo de vasos
sanguineos, fibrose e necrose tecidual. Basicamente, seja a inflamagao aguda ou
cronica, envolve a microcirculagéo, o sangue e o tecido conjuntivo. (CATANZARO,
1991; COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000; PEREIRA-PINTO et al., 1997; SIQUEIRA
JUNIOR; DANTAS, 1996).

As células inflamatérias aparecem no local da lesédo cerca de seis horas apos
o desencadeamento inicial dessa, com as margens da ferida contendo fagdcitos,
sendo que nas proximas 24 horas com predominio de polimorfonucleares.
(PEREIRA; BURINI, 1991).

A inflamacgao pode ser dividida em fase inicial e tardia dependendo do tempo
e duragao da resposta e do tipo de célula inflamatoéria envolvida. A fase inflamatéria
inicial dura de 1 a 2 dias e inicia-se com a ativagdo do sistema imunolégico pelas
vias classica e alternativa da cascata do sistema complemento. Isso leva a infiltragao
da ferida pelos neutréfilos granuldcitos (leucocitos polimorfonucleares) que séao
atraidos para o local da ferida dentro de 24 a 48 horas apo6s a lesdo por inumeros

quimiotaxicos como:

. Fragmentos protéicos da matriz extracelular;

o Fator de crescimento transformador B (TGF-B);

. Componentes do sistema complemento (C3a e C5a);
o Peptideos formil-metionina, produtos bacterianos.

Dentro de um curto tempo, os leucdcitos polimorfonucleares aderem-se as
células endoteliais na periferia dos vasos sanguineos (marginagcado) e comegam a
moverem-se ativamente através da parede vascular (diapedese). Uma vez no sitio
inflamatorio, eles fagocitam a bacteria e outras particulas estranhas ao organismo,

liberando enzimas degradantes e radicais livres derivados de oxigénio. A principal
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funcdo do leucdcito polimorfonuclear € minimizar a contaminagcdo bacteriana da
ferida, assim prevenindo a infecgao, e participar do processo cicatricial nas proximas
fases. (LEAPER; HARDING, 1998).

Muito do conhecimento sobre inflamacao € baseado em estudos realizados
na pele, musculo e cavidade pleural. Ha muitas evidéncias de que existem
diferengcas importantes, nos diferentes o6rgaos, em relacdo aos fenédmenos
vasculares. Aplicar os resultados de estudos sobre inflamagdo na pele para a
inflamagao dos outros 6rgéos é questionavel e pode ndo ser adequado. E razoavel
assumir que os mediadores com um importante papel na pele também devem ter
importancia em outros 6rgaos. (TROWBRIDGE; EMLING, 1996).

2.1.1 Inflamagao Aguda

A resposta inflamatéria aguda esta estreitamente interligada ao processo de
reparo, servindo para destruir, diluir ou encerrar o agente lesivo, movimentando uma
série de eventos responsaveis pela cicatrizacdo e reconstituicio do tecido
danificado. (COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000).

Ela pode ocorrer sem o envolvimento evidente do sistema imune. Sua
duracgao e a intensidade devem ser cuidadosamente reguladas para controlar o dano
tissular e facilitar os mecanismos de reparo deste tecido necessarios para a
cicatrizagdo. (GOLDSBY; KINDT; OSBORNE, 2002).

Inflamagéo aguda refere-se a resposta que comega de maneira abrupta e em
pouco tempo. Assim uma inflamacéo aguda esta associada a uma agressao subita.
Aguda também se refere a um tipo especifico de resposta, envolvendo reacao
exsudativa durante a qual fluido, proteinas do soro e leucdcitos deixam a corrente
sanguinea e dirigem-se para o local da agressédo. (TROWBRIDGE; EMLING, 1996).
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Macroscopicamente, a inflamacao é manifestada pelo rubor, calor, edema, e
dor, 0os quais sao o resultado da vasodilatagao capilar e aumento da permeabilidade.
Essas mudangas vasculares “abrem os portdes” entre os vasos sanguineos e a
ferida e facilitam o extravasamento de proteinas séricas dentro da lesdo. Em nivel
celular, essas mudancgas fisiolégicas sdo complexas e um processo altamente
regulado envolve o sistema nervoso, citocinas, quimiocinas, e fatores de
crescimento. A vasodilatacdo capilar e o aumento da permeabilidade sao
estimulados por varios fatores, e, em muitos casos, ambos os fenbmenos sao
influenciados pelo mesmo fator. O papel do sistema nervoso € demonstrado na
inflamacao pela vasodilatacdo e o aumento da permeabilidade que seguem a
estimulagdo antidrdbmica dos nervos sensitivos. Os mastécitos produzem um numero
de mediadores vasoativos, como a histamina e os leucotrienos C4 e D4, os quais
estimulam a vasodilatagcdo. A histamina também estimula indiretamente a
vasodilatagdo pelo aumento da produgcdo das prostaglandinas. As cininas, pela
producao da cascata da coagulagédo, também aumentam a permeabilidade capilar. A
trombina nao so participa da hemostasia pela ativacdo plaquetaria como também
contribui no processo inflamatério pela estimulagdo do aumento da permeabilidade.
Os fatores C3a e C5a do sistema complemento também tém um duplo papel pela
estimulacdo vasodilatadora e na quimiotaxia para células inflamatorias circulantes
que entram no local da lesdo através da diapedese e perpetuam o processo
inflamatorio. As células polimorfonucleares (PMNs) sdo as primeiras células
inflamatdrias a chegarem no local da ferida cutdnea. Muitos fatores de crescimento e
citocinas, como o PDGF, interleucina IL-8, entre outros, atraem os
polimorfonucleares para ferida. A presenca dos PMNs em feridas n&o infectadas é
relativamente curta, com um pico populacional entre 24 e 48 horas. Os PMNs podem
produzir muitas citocinas proinflamatdrias, como IL-1a, IL-1p, IL-6, e fator de necrose
tumoral (TNF). (BAUM; ARPEY, 2005).

Sequéncia dos eventos da resposta inflamatoria, segundo Gartner e Hiatt
(2003):

a) A histamina causa vasodilatagcdo e aumenta a permeabilidade dos vasos

sanguineos na vizinhanga.
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b) Componentes do complemento extravasam dos vasos sanguineos e sao

cindidos por proteases neutras formando agentes inflamatérios adicionais.

c) O fator quimiotaxico para eosinofilos atrai eosinofilos para o local da
inflamacédo. Estas células fagocitam complexos antigeno-anticorpo,

destroem quaisquer parasitos presentes e limitam a resposta inflamatadria.

d) O fator quimiotaxico para neutréfilos atrai neutréfilos para o local da
inflamacdo. Estas células fagocitam e matam microorganismos, quando

presentes.

e) Os leucotrienos C4, D4 € E4 aumentam a permeabilidade vascular. Eles sao
varios milhares de vezes mais potentes que a histamina, em seus efeitos

vasoativos.

f) O fator ativador de plaquetas aumenta a permeabilidade vascular.

g) O tromboxano A; € um poderoso mediador agregador de plaquetas e
também causa vasoconstricgdo. Ele é rapidamente transformado em

tromboxano V5, sua forma inativa.

h) A bradicinina € um poderoso dilatador vascular, que causa aumento da

permeabilidade vascular. Ela também é responsavel pela sensagao de dor.

2.1.2 Infiltrado inflamatério agudo

A resposta inflamatdria a agentes nocivos tem estagios diferentes. Cada
estagio é distinguido pela composi¢cdo caracteristica das células constituintes do
infiltrado inflamatdério. A maioria dos danos resulta em tecido lesivo levando a ativacao

do Sistema Complemento pela via alternativa. Os eventos que aumentam a liberagéo
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de diferentes proteases teciduais, os diferentes tipos de polissacarideos ou processos
que promovam a coagulagdo sanguinea com geragdo de trombina e plasmina,
resultam na ativagdo do fator C3 complemento e sua clivagem em C3a e C3b. O
ultimo ativa C5 que é dividido em C5a e C5b. O fator C5a tem mostrado ser um
potente liberador de granulos contidos nos mastocitos. (PARWARESCH et al., 1985).

A degranulagdo dos mastocitos, desta maneira, segue imediatamente o tecido
lesivo nao-especifico e a ativagdo do Sistema Complemento em outros eventos
inflamatérios iniciais. A histamina liberada pelos mastécitos tem um papel decisivo
na hiperemia regularmente associada aos estagios iniciais da inflamacéo. Este
mecanismo ativo resulta em edema inflamatério. Enquanto essa fase da inflamagao
€ principalmente governada pelos transmissores n&o-celulares, durante o préximo
estagio, neutrdfilos e mondcitos atraidos posteriormente pelos leucotrienos
mastocitarios, como fator quimiotatico para neutréfilos (NCF), aparecem na area da
inflamagdo. (PARWARESCH et al., 1985; ZHONG; ZHEN, 1991).

O infiltrado inflamatoério agudo € a populagéo celular mais envolvida na fase
inicial da inflamacgao, sendo constituido por células leucocitarias oriundas do sangue:
neutréfilos, eosindfilos e basdfilos, ditos granuldcitos, por conterem granulos
evidentes em seu citoplasma, ou ainda, polimorfonucleares, devido a forma de seus
nucleos. A intensidade do infiltrado inflamatério pode ser determinada pela
quantidade de granulécitos existente. (PEREIRA-PINTO et al., 1997).

Os granulécitos deixam a corrente sanglinea, entram nos tecidos, e
fagocitam e degradam as bactérias, imunocomplexos e tecido necrético através das
etapas: marginagdo, adesdo, migragdo, quimiotaxia, opsonizagdo, fagocitose,
degranulacdo, degradacdo ou morte. Na inflamacédo aguda, os neutréfilos sdo os
primeiros que saem dos vasos em um numero significante. A infiltragao do neutroéfilo
no tecido atinge o pico nas primeiras 6 horas de uma resposta inflamatdria.
(GOLDSBY; KINDT; OSBORNE, 2002; TROWBRIDGE; EMLING, 1996).

Os neutrdéfilos atuam contra microorganismos, constituindo-se na maioria das

vezes, na primeira linha de defesa celular contra a invasao bacteriana no organismo.
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O eosindfilos tém como fungdes fagocitar e destruir determinados complexos
antigeno-anticorpo e limitar e circunscrever o processo inflamatério. Estes também
fagocitam bactérias, porém mais lentamente que os neutrofilos. Os basofilos, assim
como os mastocitos, sdo degranulados pela formagcdo do complexo antigeno-
anticorpo em sua superficie, 0 que sugere seu envolvimento nas reagdes alérgicas.
(SIQUEIRA JUNIOR; DANTAS, 1996; TROWBRIDGE; EMLING, 1996).

A resposta celular da fase inflamatéria €& caracterizada pelo influxo de
leucécitos na area da lesdo. No estagio inflamatério inicial, neutréfilos e mondécitos
sdo as células predominantes. Logo apds a lesao, neutréfilos e mondécitos comegam
a migrar dos capilares para o local agredido, sendo os PMNs os primeiros a chegar
e em grande numero. Os PMNs s&o recrutados pelos fatores quimiotaticos liberados
durante a hemostasia e pelos mastocitos. Os fatores quimiotaticos gerados durante
0 processo de coagulagdo, como a calicreina, fibrinopeptideos liberados do
fibrinogénio, e produtos da degradacao da fibrina, também servem para regular a
expressdo de importantes moléculas de adesdo intracelular. As substancias
liberadas pelos mastocitos, como fator de necrose tumoral, histamina, proteases,
leucotrienos, e citocinas, representam fontes adicionais de sinais quimiotaticos para
o recrutamento de leucdcitos. Os fatores de crescimento PDGF e TGF- também
sao potentes fatores quimiotaticos para leucécitos. Uma vez no local da ferida,
receptores de integrina encontrados na superficie celular dos neutréfilos aumentam
a interagao da matriz extracelular. Isso permite aos PMNs realizarem suas funcdes
de matadores e fagoécitos de bactérias e proteinas da matriz danificadas no leito da
ferida. (LI; CHEN; KIRSNER, 2007).

2.2 LASER DE BAIXA POTENCIA

Uma das mais significantes descobertas da ciéncia no século passado foi o
laser. Ele envolve novas e incalculaveis perspectivas no campo das pesquisas

biolégicas e aplicagdes nos mais diversos campos da saude. A laserterapia tornou-
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se uma realidade em muitos paises. Seu emprego, por profissionais da area
odontolégica e médica, tem crescido constantemente. (MESTER; MESTER;
MESTER, 1985).

Os lasers sdo classificados de acordo com muitos critérios. A mais ampla
classificagao € aquela que divide os lasers em dois grandes grupos, de acordo com a
sua acao terapéutica em lasers cirurgicos e os lasers clinicos. Os lasers podem ser
também classificados de acordo com seu funcionamento, em continuo ou pulsatil, e
ainda com a natureza do seu meio ativo em sdlidos, gasosos, ou semicondutores.
Como exemplo de meio ativo sdlido cita-se o laser rubi; de meio gasoso, o CO, e o
He-Ne; meio liquido (laser com corante ou dye laser), o rodamina e o cumarina;
semi-solidos, o YAG e os de neodimio. Os lasers semicondutores sdo os de
arseneto de galio (AsGa), arseneto de galio-aluminio (AsGaAl) e fosfeto arseneto de
galio-indio (InGaAsP). Os lasers mais comuns sdo variagdes do galio: arseneto de
galio-aluminio ou aluminio-arsénio (AsGaAl), que emite um espectro na faixa do
infravermelho, ou o fosfeto arseneto de galio-indio (InGaAsP), que emite espectro
visivel de luz vermelha (A=600-680 nm) com poténcia entre 10 e 50 mW.
(GENOVESE, 2000; WALSH, 1997).

Também é utilizada a seguinte classificagdo: os lasers cirdrgicos ou HILT
(High-Intensity Laser Therapy), os lasers nao-cirurgicos, terapéuticos, LILT (Low-
Intensity Laser Therapy), ou ainda, laser de baixa poténcia, em inglés LLLT (Low-
Level Laser Therapy), e os SLAT (Selective Laser Treatment). (PINHEIRO; FRAME,
1992).

Os parametros fundamentais do protocolo de irradiagéo laser essencial para
comparagdo dos dados sdo os seguintes: comprimento de onda, frequéncia,
poténcia de saida, didmetro do spot, tempo de irradiacdo, intensidade, dose, e
intervalos de tratamento. O tamanho do spot e o tempo de exposicdo sado de
importancia significante porque eles determinam a intensidade e a dose e, portanto,
as respostas celulares para a incidéncia da luz. Atermicidade e reacdes fotoquimicas

sao a base do laser de baixa poténcia, ocorrendo com densidades de poténcia entre
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102 e 10° W/cm? e densidades de energia entre 102 e 10 J/cm?. (SCHINDL et al.,
2000).

O comprimento de onda depende do meio ativo que também determina a
afinidade ou n&o do laser com o tecido-alvo (BRUGNERA JUNIOR et al., 2003). A
escolha do comprimento de onda determina a profundidade de penetracido do laser
nos diferentes tecidos (KNAPPE; FRANK; ROHDE, 2004).

2.2.1 Laser de Baixa Poténcia: Biomodulagao Tecidual

As funcgbes terapéuticas no campo da biomodulacido do processo inflamatario
sdo geralmente desenvolvidas no espectro vermelho e infravermelho da luz, de A

600 nm a 2 900 nm, aproximadamente. (TUNER; CHRISTENSEN, 2003).

A atuacdo do laser de baixa poténcia ocorre no campo da biomodulacéo,
descrita também como bioestimulagdo. Muitas vezes encontram-se as duas
terminologias na literatura desenvolvidas como sindnimos. Biomodulagdo seria a
nomenclatura mais apropriada, visto que, esta terapia poderia tanto estimular o
processo biolégico, atrasar o processo de reparagdo, como suprimi-lo,
intencionalmente ou n&o, trabalhando na dependéncia do fenémeno biolégico
desejado. (BASFORD, 1995; BELKIN, SCHWARTZ, 1989; SCHINDL et al., 2000;
TUNER; CHRISTENSEN, 2003).

A biomodulac&o atribui-se o aumento do alcance dos efeitos biolégicos, desde
o crescimento epitelial e fibroblastico, estimulacéo da sintese de colageno, aumento
da capacidade de fagocitose e de liberacdo de endorfina. (MESTER; MESTER,;
MESTER, 1985).

Densidades de energia diminutas poderiam n&o provocar efeitos observaveis,

enquanto que altas doses eventualmente acarretariam na diminuicdo das funcdes
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celulares. Foi estabelecido, em relacdo ao uso “in vivo” do laser, que poténcias
menores que 4 mW nao proporcionariam, nos tecidos, efeitos bioldgicos,
independentemente do tempo total de irradiacdo. Em relagcdo a quantidade de
energia, observou-se que, para a promogao de efeitos biolégicos, deveriam ser
privilegiadas doses de no minimo 1.10* J/m? e no maximo 4.10°J/m?, pois
dosimetrias mais elevadas poderiam acarretar na inibigdo da resposta celular.
(SOMMER et al., 2001).

A terapia com laser de baixa poténcia envolve a irradiagdo de 1 a 4 J/cm? no
local de tratamento, com poténcia estabelecida entre 10 mW a 90 mW. Felizmente, a
irradiagdo laser e a Optica tecidual foram estudadas extensivamente. As
caracteristicas da irradiacdo laser — coeréncia, colimagdo, e monocromaticidade —
foram examinadas em detalhes. Em particular, a coeréncia e colimagdo nao foram
cruciais ja que elas foram rapidamente degradadas pelo espalhamento como um raio
passa através do tecido. Apoiando sua relativa falta de importancia esta o fato que
tanto os diodos laser quanto a luz n&o-coerente podem alterar os processos
biolégicos. Monocromaticidade, contudo, pareceu ser uma caracteristica importante.
Estudos laboratoriais suportaram o conceito que a irradiagao laser pode modificar os
processos celulares na dependéncia do comprimento de onda, de comportamento
ndo-térmico. Outra hipdtese € que a intensidade suficiente para produzir esses efeitos
nas células poderia ser distribuida para as unides superficiais e tecidos tipicamente
tratados com laserterapia. (BASFORD, 1995).

Os mecanismos basicos da interacédo tecido — irradiacdo do laser de baixa
poténcia, ainda ndo estdo esclarecidos. Os mecanismos de acado da irradiagcao
ultravioleta foram investigados intensivamente, e serviram de parametro para varias
hipoteses bem estabelecidas na indugao de efeitos fotobiolégicos nas células pela
luz visivel e luz infravermelha de baixa intensidade. Basicamente, dois tipos de
reagcdes podem ser distinguidos em fotobiologia: primarias (induzidas pela luz) e
secundarias (ndo-esclarecidas). Pelo menos quatro diferentes explanagdes tém sido
propostas para responder a questdo de como a irradiagdo do laser nao-cirurgico
pode interagir com células vivas. A teoria de Olson afirma que a absorgao primaria

da luz pelas enzimas mitocondriais resultam no aquecimento local ocasionado pelo
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aumento da vibragao molecular; a teoria de Karu explica que a luz laser induz efeitos
estimulantes e inibitorios, respectivamente, sendo o resultado da absorg¢ao laser
pelas flavinas e citocromos na cadeia respiratoria mitocondrial, principalmente para
alteragdes de transferéncia de elétrons na oxi-redugédo ai existente; a teoria de
Lubart relata que a existéncia de oxigénio simples fotoinduzido pelas porfirinas
enddgenas é outro caminho provavel; a teoria de Smith, uma modificacdo da teoria
de Karu, mostra que proximo a radiagao infravermelha em um caminho adicional
poderia ativar diretamente os canais de Ca?* na membrana celular pelas
modificacdes fotofisicas, desta maneira induzindo o influxo de Ca** e a proliferacdo
celular. Provavelmente, dois ou mais destes caminhos podem ser influenciados
simultaneamente pela irradiacdo laser e contribuir para as respostas biologicas
observadas. A alteracdo do pH intracelular, que é relatado para a ativagcdo das
ATPases e seguido pelas mudancgas nos niveis de calcio intracelular, € o caminho
comum para o sinal de transdugcdo e amplificagdo de todas as reacdes primarias.
Uma mudanc¢a no estado de oxi-reducdo em direcado a oxidacéo leva ao aumento do
Ca”* intracelular e a estimulagdo do metabolismo celular, uma vez que a reducéo
leva ao esgotamento do Ca?* intracelular e, assim, a inibicdo do metabolismo. Altos
niveis de Ca®" intracelular sdo necessarios para estimular varios processos
biolégicos como a sintese de DNA e RNA, mitose celular, e secrecdo proteica.
Ainda, altos niveis de Ca?* podem levar a inibicdo do metabolismo celular.
(SCHINDL et al., 2000).

A estimulacdo mitocondrial foi proposta por Karu (1989). Fotorreceptores
podem fazer parte da cadeia respiratéria mas a fotosensibilidade nao é especifica
para a luz laser. E possivel que a luz monocromatica possa modificar a proliferacdo
celular. A concentracdo de cAMP muda nas células apos elas serem irradiadas em
638,8 e 760 nm. A autora propds que a luz do laser de baixa poténcia, visivel, pode
estimular as células para aumentarem sua proliferacdo. A fotorecepgao, ocorrendo
em nivel mitocondrial, pode intensificar o metabolismo respiratério e as
propriedades eletrofisiolégicas da membrana, desta maneira, mudando a fisiologia
celular. Afirmou ainda que a biomodulacao laser € um fenbmeno fotobioldgico e
que nao € necessaria a coeréncia da luz. Os fotoaceptores primarios sao
componentes da cadeia respiratéria. Isto explica a universalidade dos efeitos do

laser de baixa poténcia. Os componentes da cadeia respiratéria podem ser os
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fotoaceptores no caso da estimulacdo do metabolismo celular, bem como
inibidores dependendo da dose de energia. Em baixas doses, a irradiagdo causa
regulacdo da oxi-reducdo do metabolismo celular; em altas doses o dano é
prevalente. O quantum de luz é somente um gatilho para a regulagdo do
metabolismo celular. Isto explica as baixas doses e intensidades necessarias. A
magnitude do efeito de bioestimulacdo depende do estado fisioldgico da célula
antes da irradiagao. Isto explica por que o efeito de bioestimulagdo ndo € sempre
possivel. Os efeitos terapéuticos do laser de baixa poténcia podem ser explicados
pelo aumento da proliferagcao do Gy e G celular ou pelas mudangas na atividade

fisiologica das células ativadas.

Foram descritos alguns dos fenébmenos que estdo associados aos bioefeitos

da laserterapia de baixa poténcia:

a) Os efeitos requerem um limiar de exposigdo a irradiagdo. O limiar é

especifico para qualquer combinacéao tecidual com o comprimento de onda;

b) Os efeitos apresentam estimulagdo ou inibigcdo de atividades bioquimicas,

fisiologicas e proliferativas;

c) Altas energias, dentro de limites especificos para cada combinagao laser-

tecido, ocasionam prejuizo;

7

d) Os efeitos sdo dose-dependentes. Esta relacdo ndo €& simples, mas é

relatada para a maioria das irradiagdes e parametros teciduais;

e) Foi visto que a irradiagao coerente nao é requerida para obter esses efeitos
e uma pequena faixa de irradiagdo nao-coerente apropriada € suficiente

para produzir a maioria ou todos eles;

f) A irradiacédo direta do tecido alvo ndo é sempre requerida. A irradiagcéo
transcutanea penetra profundamente para produzir efeitos suficientes em

muitos casos;
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g) A irradiacao local pode ter efeitos sistémicos.

Enfatizaram que embora o fendbmeno associado ao laser de baixa poténcia,
os seus bioefeitos estdo longe de ser esclarecidos, apesar de existir. Por razdes
médicas, cientificas e de seguranga, e também para evitar charlatanismo, esses
bioefeitos deveriam ser investigados por equipes multidisciplinares de fisicos,
bidlogos e cirurgides. (BELKIN; SCHWARTZ, 1989)

Rochkind et al. (1989) estudaram o efeito sistémico do laser de baixa poténcia
em ratos. Para tal fim utilizaram um laser de comprimento de onda de 632,8 nm com
poténcia util de 16 mW e diferentes densidades de energia por um periodo de 21
dias. Afirmaram que os efeitos sistémicos encontrados sao relevantes nos termos de
aplicagao de irradiacao do laser de baixa poténcia, tanto na clinica quanto em
pesquisas. Concluiram que a irradiacdo do laser de baixa poténcia exerce
pronunciados efeitos sistémicos na pele e nos tecidos subjacentes, e que esses

efeitos persistem muito tempo depois de uma unica aplicagao.

Kolarova, Ditrichova e Wagner (1999) afirmaram que o conhecimento dos
parametros Opticos da pele é importante para todas as espécies de fototerapia.
Analisaram a penetracdo da luz laser e provaram diferentes propriedades 6pticas de
espéecimes in vitro de pele normal e tecido granular de ulceras da pele de humanos.
Os resultados demonstraram percentagem de incidéncia de luz penetrando as
camadas individuais em diferentes localizagdes na superficie da pele, que € um fator

decisivo para a sele¢ao da dose de irradiagao.

Melo et al. (2001) estudaram as propriedades 6pticas de diferentes tecidos de
ratos com respeito a variacdo da intensidade e distribuicdo espacial da luz. Testaram
principalmente o comprimento de onda de 630 nm, mas também os de 514nm e
670nm. Os valores obtidos proveram bons dados sobre a distribuicao de luz nos
tecidos, quando irradiados com laser nado difuso. Para todos os tecidos, foi
observada uma distribuicdo esférica da luz e decomposicdo exponencial. Estes
resultados sdo uteis para varias aplicagdes do laser para bioestimulacao

fototerapéutica.
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Lucas et al. (2002) investigaram se a evidéncia dos estudos celulares e em
animais com respeito ao processo cicatricial ndo foi equivocadamente a favor do
laser de baixa poténcia, o que implicaria que esses modelos deveriam ser
adequados para predizer a resposta do tratamento em pacientes, ou que os dados
dos experimentos celulares e animais foram inconclusivos, o que significaria que
os estudos clinicos foram baseados em evidéncias insuficientes. Realizaram uma
revisdo sistematica sobre estudos celulares e animais que utilizaram o laser de
baixa poténcia no processo cicatricial através de artigos que foram identificados
pela busca no Medline, Embase, e SPIE (Sociedade Internacional de Engenharia
Optica). Avaliaram se os estudos mostraram efeito benéfico no tratamento ativo ou
nao. Trinta e seis estudos foram incluidos e continham 49 parametros de
resultados dos quais 30 reportaram um efeito positivo da irradiacao laser e 19 nao.
Onze estudos apresentaram dados exatos sobre o efeito do tratamento ativo e dos
controles. O efeito do tamanho da amostra sobre 22 resultados avaliados destes
estudos foi -1,05 (95% Intervalo de confianga: -1.67 to -0.43) a favor do laser de
baixa poténcia. A qualidade metodologica dos estudos foi pobre. A analise
profunda dos resultados mostrou que o tamanho da amostra nao foi significante em
estudos com altos escores de qualidade metodolégica [0.06 (95% Intervalo de
confianga: -0.42 to 0.53)]. Resumindo, os dados dos estudos celulares e
experimentais em animais revisados por esses autores falharam ao ndo mostrar
evidéncia para substanciar a decisdo de realizar estudos com laser de baixa
poténcia em um grande numero de pacientes. Concluiram que este tipo de

fototerapia ndo deve ser considerada um tratamento adjuvante para o proposto.

2.3 LASER DE BAIXA POTENCIA E INFLAMACAO AGUDA

Albertini et al. (2007) investigaram histologicamente os efeitos da irradiagao
do laser vermelho com dois diferentes comprimentos de onda (660 nm — modelo
Laser Unit®, Kondortech, e 684 nm — modelo Theralase®, DMC) em edema de pata
de rato induzido pela carragenina. Foram utilizados 32 ratos machos Wistar

distribuidos aleatoriamente em 4 grupos. Um grupo recebeu injecao de solugéo
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salina estéril, enquanto que a inflamagao foi induzida pela injecao de carragenina
subplantar (1 mg/pata) nos outros trés grupos. Foram utilizados lasers vermelhos de
aplicagao continua com comprimentos de onda 660 e 684 nm, respectivamente, com
poténcia média de saida de 30 mW, e doses de irradiagdo de 7,5 J/cm?. Os grupos
lasers 660 e 684 nm desenvolveram menor edema, estatisticamente significante
(p<0,01), quando comparados ao grupo controle 4 horas apdés a inducdo da
inflamac&o. Similarmente, ambos os grupos apresentaram um numero de células
inflamatorias  significantemente menor nos tecidos conjuntivo e muscular
subplantares em relagdo ao grupo controle. Concluiram que ambos comprimentos
de onda (660 e 684 nm) de laser vermelho de baixa poténcia foram efetivos na
reducdo do edema e na migragao de células inflamatérias quando a dose de 7,5

J/em? foi utilizada.

Markovic e Todorovic (2007) compararam a efetividade do laser de baixa
poténcia e dexametasona apds extragcao de terceiros molares inferiores impactados
sob anestesia local. Utilizaram 120 pacientes saudaveis divididos em 4 grupos com
30 individuos cada. O grupo 1 recebeu irradiagdo de laser de baixa poténcia
(GaAlAs, 637 nm) imediatamente apds a cirurgia (densidade de energia de 4 J/cm?
com aplicacéo continua, poténcia de 50 mW, e comprimento de onda de 637 nm); o
grupo 2 também foi irradiado e recebeu injecdo intramuscular de 4 mg de
dexametasona no musculo pterigéide medial; o grupo 3 recebeu irradiacao laser de
baixa poténcia complementada pela injecdo de 4 mg de dexametasona no musculo
deltdide, seguida pela injecdo da mesma dose intraoralmente 6 horas apds a
cirurgia, e o grupo 4 (controle) recebeu somente as recomendagdes usuais pos-
operatorias (bolsas de gelo, dieta macia, etc.). Os resultados demonstraram que a
irradiacéo laser de baixa poténcia com o uso local de dexametasona (grupo 2)
obteve uma reducao do edema pds-operatorio, estatisticamente significante, quando
comparado aos outros grupos. Ndo foram observados efeitos adversos tanto da
irradiacao laser quanto do uso da medicagao. Concluiram que a irradiagao laser de
baixa poténcia apds extracbes de terceiros molares inferiores inclusos pode ser
recomendada para minimizar o edema e seu efeito € aumentado pela injegao

simultanea intramuscular de dexametasona.
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Aimbire et al. (2006) availaram a acao do laser de baixa poténcia (GaAslAl,
650 nm, modelo Theralase®, DMC) sobre a redugdo dos niveis dose-dependentes de
TNFa na inflamag&o aguda. Utilizaram dois estudos controlados com 35 ratos Wistar
randomicamente divididos em 5 grupos com 7 animais cada. Instilaram
intrabronquialmente, em um dos lobos pulmonares de cada rato, anti-soro de coelho
para ovalbumina seguida por injecao intravenosa de 10 mg de ovalbumina em 0,5 ml
para inducao de lesdo pulmonar aguda. O primeiro estudo serviu para definir o perfil
de tempo da atividade do TNFa para as primeiras 4 horas, enquanto que o segundo
estudo comparou 3 diferentes doses para um grupo controle e um grupo
clorpromazina no tempo onde a atividade do TNFa estava aumentada. Os ratos nos
grupos laser de baixa poténcia foram irradiados durante 5 minutos no local da les&o
por um laser de Arseneto de Galio-Aluminio (Ga-Al-As) de 650 nm. Encontraram que
houve um tempo de atraso antes do aumento da atividade do TNFa apds a injegao
de ovalbumina. Os niveis de TNFa aumentaram de < 6,9 unidades/ml nas primeiras
3 horas para 62,1 unidades/ml em 4 horas. Uma dose de laser de baixa poténcia de
0,11 Joules administrada com uma densidade de poténcia de 31,3 mW/cm? em 42
segundos reduziu significantemente o nivel de TNFa de 50,2 unidades/ml, p<0,001,
quando comparado ao controle. Concluiram que o laser de baixa poténcia pode
reduzir a expressédo de TNFa apds lesdo pulmonar imunocomplexa aguda em ratos,

mas a dose de irradiagcao parece ser critica para reducao da liberacdo do TNFa.

Lopes-Martins et al. (2005) investigaram o efeito do laser de baixa poténcia
(INnGaAIP, modelo Dermolaser® AD2040), de comprimento de onda de 650 nm, na
pleurisia inflamatéria aguda. Um modelo experimental classico de pleurisia foi
utilizado numa amostra de 40 ratos Balb, randomicamente divididos em 5 grupos. A
inflamacéao foi induzida pela carragenina (0,5 g/cavidade) administrada através de
injegcdes intratoracicas. Quatro grupos receberam o agente inflamatério, e um
recebeu injegdes de solugéo salina estéril. Em 1, 2, e 3 horas apos as injegdes, a
irradiacéo laser foi realizada, com a mesma poténcia (2,5 mW), mas diferentes
tempos de irradiacdo. As densidades de energia em cada sessdo de tratamento
foram 0 J/cm? (placebo), 3 J/cm?, 7,5 Jicm?, 15 J/lcm?, respectivamente. A analise
celular total e diferencial apds 4 horas da indug¢ao da pleurisia mostrou uma redugao
significante da migracao celular inflamatéria para todos os grupos tratados com laser

ativo. Entretanto, 4 horas apds a inje¢cao, a mais significante (p<0,001) reducao da
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migracao de leucdcitos foi vista no grupo 7,5 J/cmz, com 2,7 X 10° leucocitos,
enquanto que no grupo controle 7,9 x 10° leucdcitos. Concluiram que o laser de
baixa poténcia administrado de 1 a 3 horas apds a indugéo de pleurisia inflamatéria

reduz significantemente a mensurag¢ao da migracao celular inflamatéria.

Viegas (2005) avaliou a agao do laser de baixa poténcia, com dois diferentes
comprimentos de onda, na modulagdo das reagdes de inflamacéao tecidual, quando
aplicado durante a fase inflamatdria do reparo de lesbes de tecidos moles, e a
qualidade histolégica do processo cicatricial ao final de 7 dias. Grupos tratados com
o antiinflamatério meloxicam e grupos sem tratamento foram utilizados como
parametros de comparacao neste trabalho. Feridas de 8 mm de didmetro foram
confeccionadas na regidao dorsal de 64 ratos (Wistar), com auxilio de um punch. Os
animais foram separados aleatoriamente em quatro grupos, de acordo com a terapia pos-
operatéria instituida. O grupo A constituiu o controle. O grupo B recebeu tratamento com
meloxicam (1 mg/ 0,1 ml), no pds-operatério imediato e em 48 horas. O grupo C foi
irradiado com laser vermelho de InGaAlP (A685 nm) e o grupo D, com laser
infravermelho de GaAlAs (A830 nm), nos mesmos periodos da aplicagdo do
meloxicam. As irradiacbes foram realizadas em quatro pontos perilesionais
equidistantes, no modo continuo, pontual, poténcia de 35 mW, totalizando a energia de 4
J por sessdo. Os animais foram mortos em 12, 36, 72 horas e 7 dias apds o
procedimento cirurgico. A analise microscopica deste trabalho, realizada por estudo
de laminas coradas por hematoxilina e eosina nao indicou um efeito antiinflamatério
do laser ndo ablativo. Os resultados obtidos nos grupos irradiados com diferentes
comprimentos de onda foram semelhantes. Pequenas diferencas foram constatadas.
A analise dos niveis do mRNA de IL-1B nado indicou uma diminuicdo das reacdes
inflamatdrias nos grupos irradiados, quando comparados aos animais tratados com
meloxicam e ao controle. Afirmou que o laser de baixa poténcia ndo minimiza as
reacdes de inflamacao tecidual, porém apresenta efeitos que favorecem o reparo

dos tecidos lesados.

Albertini et al. (2004) investigaram o efeito do laser de baixa poténcia no processo
inflamatdrio agudo em ratos. Induziram edema na pata dos ratos com inje¢ao subplantar

de carragenina, medindo o volume da pata antes da aplicagéo e 1, 2, 3 e 4 horas apds a
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injecao utilizando um hidropletismémetro. Para investigar o mecanismo de agéo do laser
de Ga-Al-As (modelo Dermolaser® AD2040, 650 nm) no edema inflamatério, estudos
paralelos foram realizados usando ratos adrenalectomizados ou ratos tratados com
diclofenaco sdédico. Diferentes protocolos de irradiacdo foram empregados para
densidades de energia, tempo de exposi¢cao e repeticdo de aplicagdo especificos. Os
ratos foram irradiados com o laser de Ga-Al-As durante 80 segundos por hora. A
densidade de energia que produziu um efeito antiinflamatério foi 1 e 2,5 Jlem?, reduzindo
o0 edema em 27% (P < 0,05) e 45,4% (P < 0,01), respectivamente. A densidade de
energia de 2,5 Jicm? produziu efeitos antiinflamatdrios similares aos do diclofenaco sédico
em uma dose de 1 mg/kg. Nos animais adrenalectomizados, a irradiagao laser falhou em
inibir o edema. Os resultados encontrados sugeriram que a irradiagcao laser de baixa
poténcia possivelmente exerce efeitos antiinflamatdrios pela estimulagédo da liberagao dos

hormoénios corticosterdides adrenais.

Chagas Junior (2004) avaliou, por meio de contagem absoluta utilizando o método
esteriologico, a quantidade de mastocitos apos irradiagdo do laser de baixa poténcia
(InGaAlP, & 685 nm, modelo Theralase®, DMC) no dorso de ratos. Os resultados obtidos
demonstraram que nas primeiras 6 e 12 horas apés a irradiacdo laser, houve uma
diminuicdo no numero total de mastécitos, estatisticamente significante, quando
comparados aos grupos controles, porém, apos 24 horas nao existiram diferencas no
numero de mastocitos entre os grupos experimental e controle. Baseados nos resultados
obtidos com a aplicagdo da luz laser A 685 nm, concluiu que a luz laser € capaz de

diminuir o numero total de mastoécitos apds uma unica irradiagao.

Pugliese et al. (2003) realizaram ferimentos cutdneos padronizados no dorso
de 72 ratos Wistar e, em seguida, aplicagao pontual do raio laser de baixa poténcia
do tipo Arseneto de Galio-Aluminio (Ga-Al-As, 670 nm, poténcia de 9 mW) com
diferentes densidades de energia. Os animais foram sacrificados com 24, 48 e 72
horas e aos 5, 7 e 14 dias. Procederam a analise das secc¢odes teciduais coradas por
hematoxilina-eosina, sirius vermelho e orceina. Observaram, que nos grupos
submetidos a terapia a laser, houve maior reducdo do edema e infiltrado

inflamatario.
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3 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi estudar a intensidade do infiltrado inflamatério
agudo presente em tecido conjuntivo perilesional do dorso de ratos submetidos a
irradiagao laser de baixa poténcia apds uma unica aplicagao, através da descricao
do processo inflamatoério agudo, quantificagdo dos granulécitos e comparagédo dos

resultados dos grupos experimentais com os dos grupos controles.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CONSIDERACOES ETICAS

Esta pesquisa seguiu os principios éticos estabelecidos de acordo com o
capitulo XIV, art. 94-99, das Normas de Pesquisa em Saude da PUCRS e do
Conselho Nacional de Saude — Resolugcdo n° 01, de 13 de Junho de 1998, e em
observancia da Lei 6688, de 08 de Maio de 1979. Foi submetida a analise pela
Comissdo Cientifica e de Etica da Faculdade de Odontologia da Pontificia
Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul e aprovada em 29 de Junho de 2007
sob o protocolo n° 0094/05 (ANEXO A).

4.2 DELINEAMENTO DA PESQUISA

4.2.1 Paradigma e Delineamento

Esta pesquisa foi realizada junto ao Programa de Pds-graduacédo em
Odontologia, Area de Concentragédo em Cirurgia e Traumatologia Bucomaxilofacial,
da Faculdade de Odontologia da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do

Sul (PUCRS), como parte integrante da linha de pesquisa “Laser em Odontologia”.

Foi desenvolvida dentro do paradigma tradicional, no delineamento de estudo

experimental verdadeiro, pds-teste com grupo controle (CAMPBELL, 1979).
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4.3 PROBLEMA

Ha alteragdes na intensidade do infiltrado inflamatério agudo no tecido
conjuntivo perilesional do dorso de ratos quando submetidos a irradiagédo laser de

baixa poténcia apés uma unica aplicagao?

4.4 HIPOTESE

A irradiagdo laser de baixa poténcia aumenta a intensidade do infiltrado
inflamatorio agudo no tecido conjuntivo perilesional do dorso de ratos apds uma unica

aplicagao.

4.5 AMOSTRA

A amostra foi do tipo probabilistica, obtida de forma aleatéria simples. O
experimento foi realizado no Centro de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico —
CDCT, da Coordenacao de Produgdo e Experimentagdo Animal da Fundagao

Estadual de Producgao e Pesquisa em Saude — FEPPS, no ano de 2007.

A selecdo da amostra obedeceu a alguns critérios de exclusdo, ndo sendo

incluidos animais:

a) fémeas, com o intuito de ndo gerar uma variavel em relacéo ao género;

b) com massa corpérea menor que 250g e maior que 400g;
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c) com idade superior ou inferior a trés meses de vida, pois a idade poderia

interferir na capacidade de resposta bioldgica.

4.5.1 Modelo Animal e Organizag¢ao dos Grupos

Foram utilizados 18 ratos machos pesando entre 250 e 300 gramas da
espécie Rattus norvegicus, ordem Rodentia, linhagem Wistar, os quais foram
escolhidos de forma aleatéria simples dentre 100 animais, e distribuidos
aleatoriamente em seis grupos, trés experimentais e trés controles. Cada grupo

experimental foi composto por quatro ratos, e cada controle por dois (tab. 1).

Tabela 1 - Distribuicdo dos animais nos grupos
GRUPOS ANIMAIS
Controle 6 h. 2
Experimental 6 h.
Controle 12 h.
Experimental 12 h.
Controle 24 h.
Experimental 24 h.

A N A DN b

Fonte: Dados da Pesquisa (2007)

4.6 LASER DE BAIXA POTENCIA

Foi utilizado o aparelho laser de modelo Theralase®, fabricado pela DMC
Equipamentos — S&o Carlos — SP/Brasil, de meio ativo InGalP (indio — Galio — lodo —
Fésforo), emissor laser visivel, com A= 685 nm, area do feixe de 2 mm?, divergéncia de

1,5°, cedido pelo fabricante.
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Figura 1 - Equipamento Laser Theralase®, DMC Equipamentos
Ltda., Sao Carlos/SP
Fonte: DMC Equipamentos (2007)

4.7 INSTRUMENTAL CIRURGICO E MATERIAL DE CONSUMO

Os instrumentais cirurgicos utilizados foram:

- Cabo de bisturi n.° 3 (Duflex);
- Pinca Adson Brown (Quinelato®);
- Pinca hemostatica (Quinelato®);

- Punch de Panarello®.

Os materiais de consumo utilizados no experimento foram:

- Agulhas estéreis;

- Campo cirurgico estéril descartavel de TNT (tecido n&o tecido);

® Punch metalico de 8 mm de diametro, milimetrado e demarcado sua superficie externaem 1,2,e 3
mm de altura, confeccionado para o experimento de Panarello (2003).
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- Formol 10% tamponado;

- Gaze estéril;

- Laminas de bisturi (BD®) numero 15;

- LAminas e laminulas para microscopia.

- Luvas de procedimento médias (Satari®);

- Luvas Cirtrgicas n.° 7,5 (Madeitex®);

- Seringa estéril descartavel de 10ml (Injex®);
- Solugéo de digluconato de clorexidina a 2%;

- Soro fisiolégico/Solugéo de cloreto de sédio 0,9% (Texon®).

4.8 PROCEDIMENTO CIRURGICO

O procedimento cirurgico foi realizado sob anestesia geral, conduzida por Médico
Veterinario® responsavel, disponibilizado pela Coordenacdo de Producdo e
Experimentacdo Animal da Fundacao Estadual de Produgédo e Pesquisa em Saude —
FEPPS. Ap6s a pesagem em balanga de precisdo, os animais foram anestesiados
com Cloridrato de Ketamina® 50mg/Kg (0,05ml/100g) e Cloridrato de Xilazina®
5mg/Kg (0,025ml/100g), via intraperitoneal.

Apos a confirmagcdo da anestesia dos animais, os animais foram
tricotomizados na porgao superior de dorso, com auxilio de aparador elétrico de
pelos’, sendo lavados com solucdo fisioldgica 0,9% e secos com gaze estéril. Foi
realizada anti-sepsia da regido com solugdo de digluconato de clorexidina a 2%,
seguida pela colocagdo de um campo cirurgico de TNT, fenestrado, estéril, com

dimensdes de 20 X 20cm, utilizado como barreira para controle de infecgao.

* Dra. Luisa Maria Gomes de Macedo Braga- Médica Veterinaria, inscrita no Conselho Regional de
Medicina Veterinaria/Sesséo Rio Grande do Sul pelo numero RS02393VP.

° Dopalen®, Agribrands Brasil Ltda, www.vetbrands.com.br/bulas/Bula_Dopalen.pdf

6 Anasedan®, Agribrands Brasil Ltda, www.vetbrands.com.br/bulas/Bula_Anasedan_Pet.pdf
4 Aparador Elétrico de Barba e Bigode. Panasonic® - ER389K
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A confecgao da ferida cirurgica seguiu o protocolo estabelecido por Panarello
(2003): o punch foi posicionado perpendicularmente a superficie da pele da regiao
tricotomizada, promovendo assim movimentos giratérios para facilitar penetragao da
lamina de bisturi a uma profundidade de 1 mm. Apds isso, a area demarcada pelo
punch foi dissecada, com auxilio de Iamina de bisturi n° 15, mentado em cabo de
bisturi n° 3, e pinga de Adson Brown, removendo delicadamente a pele, resultando
em uma lesdo com 1 mm de profundidade e 8 mm de didmetro, que proporcionou
uma area cruenta de aproximadamente 0,5 cm? e com volume de 0,05 cm®. O
sangramento nao foi interrompido ou removido, permitindo a hemostasia espontanea
das feridas (fig. 2).

— FIFs: Fu {
Figura 2 - Procedimentos para confecgéo de ferida cirdrgica — Tricotomia (A); Marcagao com o punch
(B); Incisao (C) e Ferida cirurgica (D)
Fonte: Dados da Pesquisa (2007)
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4.9 IRRADIAGAO LASER

Antes de cada aplicagdo, a ponteira do laser foi calibrada no proprio aparelho,
seguindo as instrugdes do fabricante. Todos os ratos dos grupos experimentais foram
irradiados com o mesmo protocolo de irradiagao, estabelecido por Panarello (2003) que
correspondeu a uma unica aplicagao de forma pontual, pulsatil, com freqUéncia de 35
pulsos por segundo, poténcia de 35 mW e DE= 0,5 Jicm? por ponto, tempo de 17
segundos, totalizando uma dose total de 2 J/cm? e tempo total de 68 segundos por
animal. A aplicacdo foi realizada imediatamente apdés a realizacdo da lesao,
transcutaneamente nas bordas da ferida em quatro pontos equidistantes demarcados

(fig. 3). Os ratos dos grupos controle ndo foram irradiados, mas foram manipulados.

Figura 3 - Desenho esquematico,
modificado de Smith et al. (2000),
mostrando os pontos de irradiagao laser
Fonte: Dados da Pesquisa (2007)

Apbs os procedimentos cirdrgicos e aplicagdo laser os animais foram
recolocados em gaiolas individuais, mantendo-se o isolamento prévio, evitando o
canibalismo tipico apos procedimentos desta natureza. Os ratos foram mantidos em
ambiente ventilado, aquecido e longe de estimulos auditivos, com agua “ad libidum” e
dieta padrdo (racdo especifica, Nuvilab®), além da rotina de limpeza das gaiolas

diariamente.
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4.10 MORTE DOS ANIMAIS

A morte dos animais seguiu a distribuicdo por grupos: 6, 12 e 24 horas apds o
procedimento cirdrgico. Os animais foram submetidos a inalagdo continuada de
dioxido de carbono (CO2), dentro de camara plastica, disponivel no laboratério da
FEPPS, ocasionando morte por parada cardiorespiratoria, respeitando a Declaracéo
dos Direitos dos Animais. (GOLDIN, 1995). Apés a morte de cada animal, foi retirada

uma pega eliptica com margem de seguranga envolvendo a leséo (fig. 4).

Figura 4 - Desenho esquematico,
modificado de Smith et al. (2000),
mostrando a elipse perilesional no
dorso do rato

Fonte: Dados da Pesquisa (2007)

As pecas foram fixadas em solugcdo de formol a 10% tamponado, por um
periodo de 24 horas, em frascos individualizados e separados por grupos. Apos
fixagdo, o processamento histologico foi realizado no Laboratério de Patologia Buco-
Dental do Departamento de Cirurgia da Faculdade de Odontologia da Pontificia
Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul. As pecas foram seccionadas ao meio e

incluidas na superficie de corte em parafina, confeccionando-se os blocos.
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4.11 INSTRUMENTO E COLETA DOS DADOS

4.11.1 Obtencgao dos Cortes Histolégicos

Dos blocos de parafina foram obtidos cortes histologicos com 5um de
espessura, e em seguida montados em laminas histologicas. Para cada lamina
foram obtidas as duas partes da lesdo que seguiram para coloragéo pela técnica da
hematoxilina e eosina (HE), no Laboratério de Patologia Buco-Dental da Faculdade

de Odontologia da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul.

4.11.2 Analise dos Cortes Histolégicos

Para a analise dos cortes histologicos foi utilizada a microscopia optica de luz,
objetivando a contagem celular dos granulécitos e descrigao do infiltrado inflamatério
agudo, através do método esteriolégico (GUNDERSEN et al., 1988), utilizando um
sistema composto por microscopio Axioskop 40® (Carl Zeiss®, Oberkochen,
Alemanha). A eleigdo das regides perilesionais seguiu a orientacdo de Weidner
(1995), atribuindo “hot spots”, ou seja, elegendo-se areas de maior expressividade
das células inflamatdrias. Foram capturadas imagens de 3 “hot spots” por lamina
com objetiva de 400x através da camera CoolSnapPro color® (Media Cybernetics®
inc, Silver Spring, USA) acoplada ao microscépio Optico e conectada a um
computador Pentium IV (Dell® Computer Corporation, Boston, USA) que continha o
sistema computadorizado de captura de imagens Image-Pro® Plus, versédo 4.5.1.22
(Media Cybernetics® Inc, Silver Spring, USA), do laboratério do Servigo de Patologia
do Hospital Sdo Lucas da PUCRS, totalizando 54 imagens capturadas. As células

foram contadas através da ferramenta “Measure”, opcdo Count/Size, modo manual
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do Image-Pro® Plus, por um examinador previamente calibrado por patologista

experiente®. Para cada lamina foi realizada a média aritmética dos “hot spots”.

4.12 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS COLETADOS

Tendo como variavel independente a irradiagcao laser de baixa poténcia, e
como variavel dependente o infiltrado inflamatério agudo, os dados coletados foram
tabulados e submetidos a analise de varidncia método paramétrico (One-way

ANOVA), com pds-teste de Tukey-Kramer, através do software GrafPad InStat®®.

® Prof. Dr. Vinicius Duval da Silva, Médico Patologista, Professor de Patologia Médica da Faculdade
de Medicina da PUCRS.

% Vers3o 3.05, 32 bit para Windows 95/NT, criado em 27 de Setembro de 2000 pela GrafPad
Software, Inc., San Diego, CA, USA.
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE DESCRITIVA

5.1.1 Grupos 6 horas

Observou-se a microscopia 6ptica de luz um maior numero de granulécitos
perilesionais presentes no tecido conjuntivo no grupo controle quando comparado ao
grupo experimental. Notou-se também presenga de edema no tecido conjuntivo,
principalmente no grupo irradiado. Os granulécitos estavam dispersos no tecido

conjuntivo sem sinais de concentragao celular em areas especificas. (figuras 5 e 6).

Figura 5 - Coloragdo HE mostrando os granuldcitos no tecido conjuntivo no
grupo Controle 6 h, aumento de 400x
Fonte: Dados da Pesquisa (2007)
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Figura 6 - Coloragdo HE mostrando os granulécitos e edema no tecido
conjuntivo (setas) no grupo Experimental 6 h, aumento de 400x
Fonte: Dados da Pesquisa (2007)

5.1.2 Grupos 12 horas

Percebeu-se um aumento progressivo da disponibilidade dos granuldcitos no
grupo controle quando comparado ao grupo irradiado e comparando também com os
grupos 6 horas. A presenga de vasos sanguineos dilatados ndo foi observada.

(figuras 7 e 8).
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Figura 7 - Coloragédo HE mostrando os granuldcitos no grupo Controle 12 h,
aumento de 400x
Fonte: Dados da Pesquisa (2007)

Figura 8 - Coloragdo HE mostrando os granulécitos no grupo Experimental
12 h, aumento de 400x
Fonte: Dados da Pesquisa (2007)
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5.1.3 Grupos 24 horas

Assim como nos grupos 6 e 12 horas, os granulécitos, do grupo controle 24
horas, continuaram aumentando em numero quando comparados aos do grupo
experimental. No grupo irradiado, os granuldcitos apresentam-se em meio a corddes

de fibras colagenas. (figuras 9 e 10).

Figura 9 - Coloragdo HE mostrando os granulécitos no grupo Controle 24 h,
aumento de 400x
Fonte: Dados da Pesquisa (2007)
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Figura 10 - Coloragdo HE mostrando os granulécitos no grupo Experimental
24 h, aumento de 400x
Fonte: Dados da Pesquisa (2007)

5.2 ANALISE ESTATISTICA

Tabela 2 - Quantidade de granulécitos encontrados em cada grupo

Controle 6 h. Exp.6 h. Controle 12 h. Exp.12 h. Controle 24 h. Exp. 24 h.

44 21 111 7
113 23 126 78
36 84
109 151

104 52
191 88
102
129

Fonte: Dados da Pesquisa (2007)

Analise de Variancia (ANOVA One-way): O valor de p foi 0,1371, considerado

nao significante. A variagdo entre as médias das colunas nao foi estatisticamente

significantemente para um indice de significancia de 95%, p<0,05. (tabela 3).
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Teste de Tukey-Kramer para comparagdes multiplas: se o valor de q fosse

maior que 4,751 entdo o valor de p seria menor que 0,05. (tabela 4).

Tabela 3 - Sumario dos dados estatisticos

Grupo N° de Média Desvio
Animais Padrao

Exp. 6h 4 47,250 41,700
Contr. 6h. 78,500 48,790

2
Exp. 12h. 4 97,500 35,800
Contr. 12h. 2 118,50 10,607
Exp. 24h. 4 92,750 32,056
Contr. 24h. 2 147,50 61,518

Fonte: Dados da Pesquisa (2007)

Tabela 4 - Comparagéao das diferengas das médias entre os grupos

Comparagao Diferenca das médias q Valor de p
Exp. 6h. vs Contr. 6h. - 31,250 1,302 p>0,05
Exp. 12h. vs Contr. 12h. - 21,000 0,8752 p>0,05
Exp. 24h. vs Contr. 24h. - 54,750 2,282 p>0,05

Fonte: Dados da Pesquisa (2007)
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Figura 11 - Média e Erro Padrao dos grupos
Fonte: Dados da Pesquisa (2007)
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6 DISCUSSAO

Dentre as intervengdes n&o-farmacologicas para resolugédo de processos
inflamatdrios e algicos, o laser de baixa de poténcia surgiu como uma alternativa
promissora. Dois possiveis mecanismos tém sido propostos para explicar os efeitos
benéficos vistos nos estudos clinicos com laser de baixa poténcia. O primeiro
possivel mecanismo para acao do laser de baixa poténcia € um efeito modulatoério
dose-dependente no metabolismo fibroblastico e deposi¢ao colagena. O segundo
possivel mecanismo tem sido pouco estudado, o efeito especifico do comprimento
de onda, mas ainda conhece-se pouco sobre esta questdo para se fazer afirmacgdes.
(Lopes-Martins et al., 2005).

Para o estudo tanto do processo inflamatoério quanto o de reparo, muitos tipos
de laser de baixa poténcia (HeNe; GaAlAs, InGaAIP) com diferentes comprimentos
de onda e regimes terapéuticos foram utilizados, bem como o modelo animal
estudado, o tipo de inflamacao induzida e o periodo de morte dos animais pds-
irradiacao, o que levam a dificuldade em comparar os resultados e na formulacéo de

uma teoria do seu mecanismo de agao.

Na tentativa de minimizar estes aspectos, este trabalhou seguiu 0 modelo
animal e de indugéo inflamatdria ja estabelecidos dentro da linha de pesquisa “Laser
em Odontologia”, nesta Faculdade, os quais foram utilizados por Panarello (2003),
Chagas Junior (2004) e Viegas (2005). Da mesma forma, os critérios de irradiacéao
laser propostos por Schindl et al. (2000): comprimento de onda, frequéncia, poténcia
de saida, diametro do spot, tempo de irradiagao, intensidade, dose, e intervalos de
tratamento foram bem descritos, o que foi observado também nos trabalhos de
Albertini et al. (2007), Aimbire et al. (2006), Lopes-Martins et al. (2005) e Albertini et
al. (2004). A dosimetria e a poténcia empregadas encontraram-se na faixa
recomendada por Basford (1995) para se obter efeitos biomoduladores com o laser

de baixa poténcia.
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Trowbridge e Emling (1996) afirmaram que existem diferengas importantes,
nos diferentes 6rgados, em relacdo aos fendbmenos vasculares e que aplicar os
resultados de estudos sobre inflamagéo na pele para a inflamag&o dos outros érgéos
seria questionavel e ndo seria adequado. Viegas (2005), Chagas Junior (2004) e
Pugliese et al. (2003) trabalharam com pele de rato, tendo os dois primeiros autores
induzido inflamacdo de forma mecanica (punch), e o ultimo de forma quimica
(carragenina). Ja Aimbire et al. (2006) e Lopes-Martins et al. (2005) trabalharam com
pulm&o de rato, e Albertini et al. (2007 e 2004) com pata de rato. Isto demonstrou a
dificuldade ao se comparar os resultados obtidos. Aimbire et al. (2006) avaliaram
mediadores quimicos da inflamacao, Albertini et al. (2007) usaram método de
avaliagcdo volumétrica do edema e HE, e Albertini et al. (2004) usaram o método de

avaliagao volumétrica do edema.

Apesar de Markovic e Todorovic (2007) terem trabalhado com irradiacéo laser
de baixa poténcia em humanos apos procedimento de cirurgia bucal, concorda-se
com Lucas et al. (2002), o qual recomendou estudos sequenciais para confirmagéo
dos resultados obtidos com os estudos celulares e em animais, como por exemplo o
aumento e pareamento da amostra a ser estudada para obtencao de uma estatistica

mais fundamentada, antes da extrapolagao para o uso desta terapia em humanos.

Chagas Junior (2004) encontrou uma maior degranulagdo mastocitaria nas
primeiras 12 horas apds aplicacéo laser de baixa poténcia (InGaAlP, 685 nm, 2
Jicm?, 35 mW, 35 p.p.s), 0 que acarretaria em um maior recrutamento das células
leucocitarias, devido ao conteudo dos granulos dos mastdcitos, mediadores
quimicos da inflamacao, tais como a histamina, um potente vasodilatador, fator
quimiotatico para eosindfilos (ECF) e fator quimiotatico para neutréfilos (NCF), como
propuseram Gartner e Hiatt (2003). Porém, a hipotese aqui formulada, baseada nos
achados de Chagas Junior (2004), de que a irradiacdo laser de baixa poténcia
aumentaria a intensidade do infiltrado inflamatério agudo no tecido conjuntivo
perilesional do dorso de ratos apdés uma unica aplicagcdo, nao foi confirmada, pois o
fendmeno esperado para os granulécitos ndo ocorreu, existindo diminuicdo em
numero absoluto, como observado na tabela 2, para o mesmo protocolo de

irradiacao laser (InGaAlP, 685 nm, 2 Jicm?, 35 mW, 35 p.p.s). A presenga do edema
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(figura 6) corroborou os resultados de Chagas Junior (2004) comprovando a
existéncia da histamina no intersticio, bem como, em Viegas (2005) nas primeiras 12
horas apds a irradiagdo laser. O estudo de Viegas (2005) também concluiu que a

irradiagéo laser de baixa poténcia ndo minimiza as reag¢des de inflamacéo tecidual.

Assim como Pugliese et al. (2003) que obtiveram uma diminui¢ao no infiltrado
inflamatorio quando trabalharam com um laser de baixa poténcia (GaAlAs, 670 nm,
poténcia de 9 mW) com densidades de energia de 4 Jicm? e 8 J/cm? em feridas
padronizadas em dorsos de ratos, os resultados aqui obtidos sugerem a atuacgao do

laser sobre estas células.

Ainda Pugliese et al. (2003) encontraram um menor edema nos grupos
irradiados quando comparados aos controles, discordando indiretamente dos
achados de Viegas (2005) e Chagas Junior (2004). Isso talvez se deva ao tempo de
observagao apos indugao da lesdo, que em Chagas Junior (2004), como no corrente
trabalho, foi de 6, 12 e 24 horas, em Pugliese et al. (2003) foi de 24, 48 e 72 horas e
5, 7 e 14 dias, e em Viegas (2005) de 12, 36, 72 horas e 7 dias apds o procedimento

cirurgico.

Viegas (2005) e Chagas Junior (2004), trabalharam com o mesmo
equipamento laser de baixa poténcia de emissdo de luz vermelha, o Theralase®, de
meio ativo InGaAIP, de comprimento de onda de 685 nm, com poténcia util de 35
mW, e densidades de energia de 4 Jicm? e 2 J/cm?, respectivamente, obtendo
resultados semelhantes do ponto de vista inflamatério em dorso de ratos, na
observacao de 12 horas apés procedimento cirurgico. Albertini et al. (2007) também
utilizaram o equipamento citado anteriormente, porém com uma dose de irradiagao
de 7,5 Jlcm? e poténcia de 30 mW, encontrando diminuicdo de edema e de infiltrado
celular em patas de rato, 4 horas apés da inducao inflamatdria. Sitios e inducdes
inflamatdrias diferentes, dorso de ratos e patas de ratos, respectivamente, diferentes
protocolos para o mesmo aparelho laser, indicam a dificuldade de controle de
variaveis ao se trabalhar com irradiacao laser de baixa poténcia. Deve-se observar
além disso, as consideragbes de Rochkind et al. (1989) onde afirmaram que a

irradiacao do laser de baixa poténcia exerce pronunciados efeitos sistémicos na pele
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e nos tecidos subjacentes, e que esses efeitos persistem muito tempo depois de

uma unica aplicagao.

Ao analisar os resultados (figura 11), nota-se que nos grupos experimentais
existiu uma tendéncia de curva normal de Gauss, apesar de nao terem sido
estatisticamente significantes. Comparando com o progressivo aumento celular dos
grupos controles (figura 11), sugere-se uma antecipagcao do processo inflamatério
agudo total, corroborando os achados da literatura vigente, que o laser acelera o
processo cicatricial. E ainda o menor erro padréo obtido nos grupos 12 horas, sugere
uma caracteristica de comportamento celular mais homogenia, aproximando-se dos
resultados de Chagas Junior (2004), onde obteve uma maior degranulagao
mastocitaria no grupo experimental 12 horas, com diferenga extremamente
significante (p<0,001) quando comparado ao grupo controle. Seria necessario o
aumento e pareamento da amostra para confirmagao desta tendéncia, bem como
outros periodos de observagdes. Neste caso, pode-se aproveitar os resultados de
Viegas (2005) para observacao de 36 horas, onde encontrou o infiltrado inflamatoério
do grupo irradiado semelhante ao do grupo controle, confirmando a antecipagéo da

fase inflamatéria celular.

Apesar de os resultados nao terem sido estatisticamente significantes, pdde-
se observar a diferenga do comportamento do infiltrado inflamatério nos grupos
experimental e controle (tabela 2, figura 11). A observacéo deste dado confrontando
com os resultados de Chagas Junior (2004) sugere que para um mesmo protocolo
de irradiagao, no mesmo modelo animal, ocorreram fendmenos biolégicos celulares
distintos. Analisando a tabela 3, percebe-se que mesmo a amostra ndo estando
pareada, as meédias de granuldcitos encontradas nos grupos irradiados foi menor do
que a encontrada nos grupos controle, mostrando o efeito do laser sobre estas
células. Comparando com os resultados de Chagas Junior (2004), obtidos com
mastocitos, pode-se inferir que para cada tipo celular a irradiacdo laser tem um
efeito, o que dificulta ainda mais o conhecimento do mecanismo de agdo desta
terapia, concordando com a afirmagao de Belkin e Schwartz (1989), onde relataram
que os efeitos do laser de baixa poténcia sdo dose-dependentes e que seu

entendimento esta longe de ser esclarecido.
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A teoria de Karu (1989), at¢é o momento, € a mais aceita pela literatura
vigente, na tentativa de explicar o mecanismo de agao da luz laser de baixa poténcia
em nivel celular. A fotorrecepgado ocorrendo nas mitocondrias pode intensificar o
metabolismo respiratério e as propriedades eletrofisiologicas da membrana,
mudando a fisiologia celular. Partindo desta premissa, infere-se que a luz laser
agindo nos granuldcitos altera seu processo de diapedese, ou muda a conformacéao
do exoesqueleto da membrana celular impedindo o mecanismo de adesao, ou
acarreta o0 mesmo que os mastécitos — degranulagéo, ou ainda atua diretamente na
matriz extracelular o que poderia explicar a menor presenca do infiltrado inflamatério
mesmo com maior disponibilidade de mediadores quimicos, os subprodutos da

degranulagdo mastocitaria.

A partir deste trabalho, poder-se-a aprofundar os estudos de inflamacéao
dentro da linha de pesquisa “Laser em Odontologia”, aplicando outras colorag¢des
para cada tipo celular ou mediador quimico envolvido, como técnicas do tipo

imunohistoquimica, biologia molecular (PCR, QTC-PCR, etc), etc.
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Com base nos resultados obtidos com a aplicagdo da luz laser de baixa
poténcia (InGaAIP, A 685 nm), no protocolo de irradiagéo utilizado, para este modelo

animal, sugere-se que:

a) A luz laser é capaz de diminuir o numero total de granuldcitos, apés uma

unica irradiagao.
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