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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi analisar de forma biométrica e histomorfométrica os
efeitos da terapia a laser de baixa poténcia sob diferentes protocolos, no processo
de reparagdo de feridas cutdneas em ratos. Depois de realizadas feridas
padronizadas de 8 mm de didmetro no centro do plano sagital mediano no dorso de
quarenta ratos, os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos de dez:
G1, sem exposicao ao laser; G2, exposi¢do ao laser imediatamente apds o ato
cirurgico; G3, exposigcédo ao laser conforme G2 e 48 h depois da cirurgia; G4, idem
ao G3 e apds sete dias a cirurgia. As areas das feridas foram medidas
imediatamente apo6s cirurgia, 48 h, sete dias e no décimo dia (sacrificio). As
amostras foram fixadas e submetidas a preparacao histolégica de rotina, e os cortes,
corados com hematoxilina-eosina (HE) para avaliagcdo sob microscopia de luz.
Foram quantificados numero de células inflamatoérias, vasos sanglineos
neoformados e fibroblastos. Para a analise estatistica, os dados paramétricos foram
submetidos a analise de variancia e os ndo paramétricos ao teste de Kruskal-Wallis,
ao nivel de 5%. Os resultados mostraram que houve redugéo percentual das areas
das feridas estatisticamente significante entre os grupos irradiados e o grupo
controle, principalmente no intervalo entre 48 h e a cirurgia. Na contagem de células
inflamatérias, os trés grupos irradiados apresentaram numero significantemente
maior em relagdo ao grupo G1. Quantificados os fibroblastos apenas o grupo G3
apresentou um numero significantemente maior em relagcao aos grupos G1 e G2. Na
contagem de vasos sanglineos neoformados observou-se um numero
significantemente maior entre o grupo G3 e o grupo G1e entre o grupo G4 e os
grupos G1 e G2. Concluiu-se que o laser favoreceu o processo de cicatrizacdo das
feridas e que o processo de reparagao apresentou-se mais acentuado nos grupos

que receberam mais de uma aplicagao do laser.

Palavras-chave: Laser de baixa poténcia. Biomodulag&o. Cicatrizagédo de feridas.



ABSTRACT

The aim of this study was to analyze biometrical and histomorphometricaly the
effects of the low-level laser therapy under different protocols, on skin wound healing
in rats. Standardized 8 mm circular wound were made in the dorsal midline back of
forty rats and after the animals were randomly divided into four groups of ten: G1,
without laser; G2, laser irradiation immediately after surgery; G3, irradiation as G1
and 48 h after surgery; G4, irradiation as G3 and seven days after surgery. The
wounds areas were measured immediately after surgery, 48 h, seven days and in the
tenth day (sacrifice). The samples were fixed and submitted to the histological
routine, and slides stained with haematoxylin and eosin (HE) for evaluation under
light microscope. Inflammatory cells, blood vessels and fibroblasts were quantified.
For the statistical analysis, data were submitted to the variance analysis and to
Kruskal-Wallis’s test, at the level of 5%. The results showed that there was reduction
of the area statistically significant between the irradiated groups and the control,
mainly in the interval between 48 h and the surgery. The inflammatory cells number
of the three irradiated groups presented number bigger significant in compared to
group G1. Fibroblasts count the G3 it just presented a number bigger significant
compared to the groups G1 and G2. In the development of new blood vessels it was
observed statistically significant difference among group G3 and the group G1 and
among group G4 and groups G1 and G2. It was concluded that the laser favored the

wound healing with better results that received more than an application of the laser.

Key-words: Low-level laser. Biomodulation. Wound healing.
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1 INTRODUGAO

Através da busca de procedimentos que possam minimizar edema, dores e
ainda estimular a cicatrizacdo por meio de biomodulagédo celular, muitas sdo as
terapias que surgem em decorréncia dos grandes avang¢os nas areas meédicas e

odontologicas, sendo a utilizacdo do laser uma delas.

A palavra laser € um acrdbnimo com origem na lingua inglesa: Light
Amplification by Stimulated Emission of Radiation (Amplificacdo da Luz por Emisséo
Estimulada de Radiag&o). E uma radiacdo eletromagnética ndo ionizante, sendo um
tipo de fonte luminosa com caracteristicas bastante distintas daquelas de uma luz
fluorescente ou de uma lampada comum. A emisséo laser € monocromatica, ou seja,
emite radiagdo em um Unico comprimento de onda. E uma radiacdo com coeréncia
espacial e temporal na qual as ondas propagam-se com a mesma fase no espaco e
no tempo. Sua colimagdo permite a obtencdo de alta densidade de energia

concentrada em pequenos pontos (BRUGNERA JUNIOR; PINHEIRO, 1998).

Séo justamente as caracteristicas especiais desse tipo de luz que as fazem
ter propriedades terapéuticas importantes (laser de baixa intensidade ou terapéutico)

assim como ser utilizada em cirurgias (laser de alta intensidade).

A utilizagdo do laser operando em baixa intensidade é estudada desde os
anos sessenta e varios trabalhos atualmente vém sendo realizados para se verificar
e elucidar os efeitos da radiagéo laser de baixa poténcia sobre os tecidos. A partir da
década de oitenta, perspectivas da utilizacao dos laseres de baixa poténcia surgiram
em decorréncia dos primeiros estudos. Autores como Karu (1987; 1989; 2000)
estudaram por meio de varios experimentos in vitro, explicagdes para desvendar os

mecanismos de acéo do laser de baixa poténcia.
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Varios trabalhos demonstram que os efeitos terapéuticos dos laseres sobre
os diferentes tecidos biolégicos sdo muito amplos, induzindo efeitos trofico-
regenerativos, antiinflamatérios e analgésicos. Tais efeitos sdo demonstrados em
estudos tanto in vitro quanto in vivo, destacando-se os trabalhos que relatam
aumento na microcirculagéo local (CHOMETTE et al., 1987; LONGO et al., 1987;
RIBEIRO et al., 2004), efeitos analgésicos (CHOR et al., 2004; NES; POSSO, 2005)
proliferacdo de células epiteliais (LONGO et al., 1987) e fibroblastos (ALMEIDA-
LOPES, 1999; KREISLER et al., 2003; LOEVSCHALL et al., 1994; LUBART et
al.,1993; POURREAU-SCHNEIDER et al.,1989) assim como aumento na sintese de

colageno (BISHT et al., 1994; CHOMETTE et al.,1987; PUGLIESE et al., 2003).

A utilizagdo de laser de baixa poténcia como agente biomodulador em
variadas situacgdes clinicas é cada vez mais considerada positiva nos processos de
aceleragao da cicatrizagao de tecidos moles e na diminui¢ado dos sintomas dolorosos
advindos de procedimentos clinicos e cirurgicos (CONLAN; RAPLEY; COBB, 1996;

SIMUNQVIC, 2000).

Apesar dos numerosos estudos e trabalhos confirmando a atuacao do laser
de baixa poténcia como instrumento de potencial biomodulador, ainda n&do se tem,
contudo, parametros considerados ideais para sua aplicacédo. Embora se demonstre
através de pesquisas o poder de aceleragédo do processo de reparacgao tecidual, ndo
foi encontrado ainda um protocolo completo que seja suficiente para compreensao

destes efeitos.

O objetivo, portanto, deste trabalho, sera identificar biométrica e
histomorfometricamente os fendmenos presentes durante o reparo tecidual de
feridas realizadas em ratos e tratadas com laser de baixa poténcia, sob diferentes

protocolos de administracao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Achamos pertinente que sejam feitas algumas consideragdes a respeito da
fisica do laser, suas propriedades e interagdo com os tecidos biologicos, uma vez
que o laser, juntamente com suas caracteristicas fisicas e 6ticas, ainda representa

um campo relativamente novo dentro da Odontologia.

2.1 Biofisica do laser

Conforme os principios que regem sua construgdo, os laseres compdem-se
essencialmente de trés partes (GUTKNECHT; FRANZEN, 2004):
- Ressonador: trata-se de um tubo ou cavidade ética com um arranjo de espelhos
que amplificam os efeitos do laser. Um dos espelhos presentes na cavidade é de
reflexao total e o outro, de reflex&do parcial.
- Meio ativo: é qualquer substancia na qual sera possivel determinar o comprimento
de onda da luz emitida, podendo ser solido como nos laseres de Neodimio, Erbio e
nos laseres semicondutores de Arseneto de Galio e Aluminio (GaAsAl) e Arseneto
de Galio (GaAs). Entre os meios ativos gasosos estdo o Argdnio, Hélio-Nebnio (He-
Ne), Dioxido de Carbono (CO). Os laseres liquidos utilizam um corante organico
diluido em solvente liquido.
- Mecanismo de bombeamento ou excitagédo: baseia-se no principio da absorgéo, o
qual consiste em uma fonte de energia externa que excita os elétrons do meio ativo.
Os mecanismos de bombeamento podem ser descargas elétricas, o disparo de um

flash e até uma ativagao por outro laser.
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Ap6s um estimulo por alguma energia externa, os elétrons que se
encontram na natureza em estado de equilibrio passam para um estado de
excitagdo. Quando, portanto voltam ao seu estado de equilibrio, eles emitem um
foton, uma particula de energia. Estando entdo estes fétons dentro de um
ressonador, propagar-se-d0 em um eixo entre os dois espelhos, deixando a
cavidade e transpassando o espelho semitransparente, na forma de um feixe de luz

(Figura 1).

Cavidade Otica

—
“«— —» —>
«— — —
—» MEIO ATIVO =, LASER
> —> «—
«— — —
“«— «—
Espelho de reflexao total f Espelho de reflexao parcial

Fonte de energia

Figura 1 - Componentes e mecanismo de funcionamento da maioria dos laseres
(Adaptado de DAMANTE, 2003)

A luz laser possui propriedades distintas da luz comum (MELLO; MELLO,
2001):
- Monocromaticidade: emite radiagdes em um unico comprimento de onda, ou seja, a
mesma cor;
- Coeréncia: o feixe se propaga na mesma direcdo no tempo e no espago com a
mesma freqliiéncia;
- Colimacéo: o feixe luminoso, devido a alta densidade de energia concentrada em

pequenos pontos, é unidirecional, praticamente paralelo com divergéncia minima.
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Um sistema laser pode ainda operar em regime continuo ou pulsado.
Quando utiliza a emisséo continua, o operador podera monitorar o aparelho laser
através da sua poténcia. Os feixes laseres podem ser produzidos em pulsos ultra-
rapidos da ordem de nanossegundos, picossegundos ou de femtossegundos, sendo
estas propriedades que permitem a alta poténcia do sistema de laser pulsado
(GUTKNECHT; FRANZEN, 2004).

Segundo Pinheiro (1998), os efeitos do laser podem ser divididos em
térmicos e nao térmicos. Os laseres de alta poténcia ou cirurgicos apresentam a
propriedade de corte, vaporizagcado e hemostasia dos tecidos sendo, portanto, os que
apresentam efeitos térmicos. Os laseres de baixa poténcia, cuja terapia ndo se
baseia em desprendimento de calor, apresentam a energia dos fétons transformada

em efeitos fotoquimicos e fotobioldgicos nas células e nos tecidos.

2.1.1 Laser de baixa poténcia

A terapia com laser de baixa poténcia trabalha com tipo do espectro visivel
e infravermelho de luz. O laser de Hélio-Nednio, que nas décadas de 70 e 80, foi o
mais utilizado como terapéutico, opera na regido visivel. Emite ondas de luz
geralmente em torno de 630 nm e apresenta profundidade de penetragdo nos
tecidos de 6 a 10 mm, dependendo de sua poténcia. Nas ultimas décadas, os
laseres de diodo semicondutor de GaAs e GaAlAs que operam dentro do espectro
infravermelho, com comprimentos de ondas entre 780 nm e 904 nm, com poder de
penetracao entre 20 e 50 mm, vém se tornando mais populares (DAMANTE et al.,

2004).
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Segundo Karu (1989), os diferentes comprimentos de onda proporcionam
diferentes coeficientes de absor¢édo para um mesmo tecido. A autora observou que
as radiac¢des emitidas na regido do ultravioleta e na regido do infravermelho médio
apresentam um coeficiente alto de absor¢éo na pele, sendo a radiagcao absorvida na
superficie. Na regiao do infravermelho préximo, observa-se um baixo coeficiente de
absorcéo e maxima penetragdo nos tecidos. Propde um modelo de estimulagédo dos
sistemas bioldgicos, levantando a hipétese de que a luz visivel promove mudancgas
fotoquimicas nos receptores das mitocOndrias, alterando seu metabolismo e
promovendo envio de sinais para outras areas da célula, com isto gerando uma
fotorresposta.

O mecanismo de funcionamento e estrutura dos laseres de diodo s&o um
pouco diferentes da maioria dos outros laseres. Sao constituidos de dois pdélos, um
positivo e outro negativo, formando uma espécie de sanduiche, no qual a radiagcao
sera emitida pelas laterais. Sendo as laterais bem polidas, funcionam como espelhos
do ressonador contribuindo para que esses aparelhos sejam compactos (MELLO;
MELLO, 2001).

A fim de se obter uma resposta biolégica apropriada, é preciso ajustar a
dose 6tima da radiacao, comprimento de onda e numero de aplicagdes necessarias
para o efeito esperado. Devem ainda ser observados parametros como densidade
de poténcia e tipos de entrega de operacgéo do laser. A poténcia é medida em watts
(W), e a poténcia de saida de luz por unidade de area, em watts por centimetro
quadrado (W/cm?) e é chamada de densidade de poténcia. A dose, fluéncia ou
densidade de energia, geralmente expressa em joules por centimetro quadrado
(J/lcm?) é a quantidade de energia por unidade de area transferida ao tecido

(PINHEIRO, 1998).
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2.2 Efeitos do laser de baixa poténcia

Atualmente sdo muitas as pesquisas utilizando os laseres de baixa poténcia
relatadas na literatura. Encontra-se uma grande variagdo nos parametros de
aplicacédo empregados e, portanto esta revisdo de literatura considerara alguns entre
os muitos artigos publicados internacionalmente, que tratam dos efeitos ndo térmicos
da luz laser nos tecidos ou células.

A terapia a laser em baixa poténcia vem sendo estudada ha muitas
décadas, por meio de experimentos em animais, com a demonstragdo de seus
efeitos n&o térmicos, com trabalhos publicados por Mester, Mester e Mester (1985),
além de inumeros trabalhos in vitro. Muitas pesquisas foram encontradas na
literatura sobre efeitos ndo térmicos do laser, mas algumas informagdes obtidas sao
discordantes em fungdo da inexisténcia de um protocolo comum. Os autores
demonstraram que células em cultura, assim como tecidos, podem ser estimuladas
por certa dose de luz laser.

Segundo Strang, Moseley e Carmichael (1988), muitos trabalhos publicados
na literatura n&o apresentam rigor cientifico, com metodologias nao reproduziveis,
estando desta forma abertos para criticas cientificas. As regras para utilizacao dos
laseres de baixa poténcia na cicatrizacéo de feridas e tratamento da dor ndo estéo
ainda estabelecidas.

Basford (1989) relata que grande parte dos trabalhos utilizam-se de
experimentos em animais e estudos clinicos em humanos. Descreve que os
trabalhos iniciais com LLLT tém sofrido com metodologias erradas, descricbes
incompletas e controles ndo existentes. Concluiu que muitas sdo as evidéncias de

que o laser de baixa poténcia biomodula fun¢des celulares, porém que existe a
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necessidade de pesquisas com maior eficiéncia para que a utilizacdo desta
modalidade de tratamento seja considerada efetiva devido as informagdes
instigantes existentes.

Walsh (1997) escreveu um artigo sobre suas pesquisas com laser operando
em baixa poténcia sendo utilizado em odontologia. Relata que estudos clinicos tém
demonstrado que o laser de baixa poténcia é efetivo em muitas indicacdes:
estimulagdo de cicatrizacdo de feridas, efeito nas células Osseas, no sistema
vascular, patologias musculoesqueléticas, analgesia, regeneracédo neural, efeitos
nas células epiteliais e estimulacdo de fibroblastos. Considera que utilizando doses
de 2 Jicm? os efeitos sdo biomoduladores enquanto que altas doses, como por
exemplo, 16 J/cm? s&o supressivas em alguns casos.

Schindl et al. (2003) realizaram reviséo de literatura sobre os efeitos do
laser de baixa poténcia em experimentos in vivo e in vitro, nos processos de
cicatrizagcao de feridas. Observaram que embora havendo um enorme numero de
trabalhos e pesquisas ainda assim demonstram falta de precisdo na dosimetria
utilizada. Concluiram que apesar deste fato, os estudos consideram a fototerapia a
laser de baixa poténcia valiosa como coadjuvante nos processos de cicatrizagao.

Woodruff et al. (2004) ao executarem meta-andlise da literatura sobre os
efeitos da terapia do laser de baixa intensidade na cicatrizacdo de feridas
constataram sua eficacia. A analise revelou efeitos significantemente positivos em
indices especificos observados em cicatrizagdo, por exemplo: aumento da sintese
de colageno, aumento da forca de resisténcia da cicatrizacdo quando submetida a
ensaios de tensdo, reducao do tempo de cicatrizacéo, reducao do perimetro e area
da ferida. Os resultados variaram de acordo com alguns parametros, tais como:

modo de tratamento (com contato ou sem contato da ponta emissora), densidade de
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poténcia, dose, comprimento de onda, numero e freqiéncia de exposi¢cédo ao laser,
duracao do tratamento.

Genot e Klastersky (2005) escreveram um artigo sobre prevencéo e terapia
de mucosites provocadas por quimioterapia e radioterapia em pacientes que
apresentam tumores de cabecga e pescoc¢o, utilizando o laser de baixa poténcia
como terapia. Realizaram uma reviséo de literatura na qual observaram que o laser
de He-Ne é o mais freqlientemente pesquisado; que a terapia com o laser de baixa
poténcia, foi efetiva e eficaz em pacientes que receberam quimioterapia ou
radioterapia promovendo a diminuicdo da dor decorrente de lesbes bucais e
acelerando a cicatrizagdo. Concluem, porém que ainda nao existe um protocolo de
aplicagcéo do laser, que sado evidentes os potenciais beneficios de sua utilizagdo na
diminuicdo de manifestagcbes morbidas, clinicas e que os riscos de toxicidade do
laser inexistem, quando aplicados convenientemente, confirmando e encorajando a

aplicagéo da técnica.

2.2.1 Estudos in vivo

Mester, Mester e Mester (1985) realizaram andlise histologica dos efeitos do
laser de rubi com 694,3 nm na cicatrizacéo de feridas no dorso de camundongos. Foi
aplicado o laser com dose de 1,1 J/cm? duas vezes por semana, por quatro
sessdes. Observou-se aumento da atividade celular nas bordas e base da ferida,
aumento na divisdo celular com formagdo mais rapida de tecido de granulagéo e
clinicamente constatou-se fechamento mais acelerado nas feridas do grupo
irradiado. Houve contragcdo em torno de 50% nos didmetros das feridas irradiadas

depois de decorridos sete dias.
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Chomette et al. (1987) estudaram em 14 pacientes que apresentavam
periodontopatia, o processo de reparacéo do tecido gengival submetido a aplicagao
Unica de laser de baixa intensidade 632 nm, 6 m\W de poténcia por dois a trés
minutos de exposi¢cao. Foram realizadas bidpsias no primeiro, oitavo, 14° e 21° dia
apos a aplicagéo do laser. Salientaram que o laser promoveu repara¢ao mais rapida
(14 dias) do que a observada no grupo controle (21 dias) caracterizada por um
aumento de novos vasos sanguineos e de fibras colagenas, além do aumento da
atividade enzimatica dos fibroblastos. Informaram ainda que a presenca de
inflamacao intensa no local retardou o processo de reparagéo, promovendo abertura
da ferida com consequente formacgédo de queldide cicatricial e que nestas areas o
laser também teve efeitos positivos.

Longo et al. (1987) descreveram uma acentuada proliferagéo fibroblastica e
regeneracéao epitelial em sitios feridos experimentalmente em ratos utilizando o laser
de AsGaAl, 904 nm, 3 J/cm?. No dorso de 32 ratos foram provocadas feridas de 1
cm?. Os animais foram divididos em quatro grupos e as feridas tratadas uma vez ao
dia por cinco dias consecutivos. Os grupos foram: G1 - controle; G2 - feridas
cobertas com gaze ensopada com phytostimulines, extrato vegetal conhecido por
suas propriedades de regeneracdo tecidual (Fitostimoline®, Damor
Pharmaceuticals); G3 - Diodo laser GaAsAl, 10 mW/cm? por cinco minutos; G4 -
Diodo laser GaAsAl, 5 mW/cm? por dez minutos. Apds uma semana os animais
foram sacrificados e foi realizada analise histologica. Os estudos concluiram que o
grupo G3 foi o que apresentou maior regeneracgao epitelial, proliferagcéo fibroblastica
na por¢cdo mais profunda da ferida e auséncia de infiltrado granulocitario

inflamatorio.
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Anneroth et al. (1988) estudaram o processo de reparacdo de feridas
abertas provocadas na regido dorsal de 14 ratos e submetidas a exposicao unica de
oito minutos de laser de AsGa, 904 nm. Utilizaram 500 hz de freqiéncia de pulso e
poténcia de 0,5 mW, com a ponta da fibra ética distanciando 0,5 cm da superficie
das feridas. Realizaram observagbes clinicas diarias para verificar sinais de
sangramento, infeccdo, formagdo e perda da crosta e formacao epitelial.
Observaram formacao de crosta em 13 animais cuja perda ocorreu entre seis e 12
dias. Nao se notou nenhum sinal de infecgdo entre todas as feridas realizadas, e
macroscoépica e histologicamente, ndo houve diferenca entre as feridas tratadas ou
nao com o laser.

Braverman et al. (1989) utilizaram o laser de He-Ne (632,8 nm) e GaAlAs
(904 nm), em experimento com 72 coelhos. Apds serem realizadas duas feridas de
1,5 cm? na regido dorsal, separadas entre si por uma distancia de 4 cm, os animais
foram divididos em quatro grupos: G1 - controle, sem tratamento; G2 - 1,65 J/cm?
HeNe; G3 - 8,25 Jicm® GaAlAs ; G4 - 1,65 Jicm® HeNe e 8,25 J/icm® GaAlAs, e
submetidos as irradiagdes por 11 minutos diariamente por 21 dias. As feridas foram
fotografadas para tomada de seus perimetros por meio de software nos dias um,
trés, sete, 11, 15 e 21, quando os animais foram sacrificados. Foram colhidas duas
amostras de cada espécime. Em uma das feridas foi analisada a forca de tensao
entre os tecidos por tensidmetro e na outra amostra foi utilizado Tricrémio de Mallory
para analise histolégica do colageno. A analise dos perimetros das feridas mostrou
que nao houve diferencas significantes entre os quatro grupos. Todas as amostras
dos grupos tratados com laser mostraram aumento de resisténcia tecidual quando

submetidas ao ensaio de tensdo se comparadas as do grupo controle. Quanto a
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analise histolégica, o grupo G2 apresentou aumento de colageno comparado aos
grupos G1 e G4, sem, no entanto alcancar diferenca estatistica.

Garcia (1992), em sua tese de livre docéncia, estudou por meio de
observagdes clinicas, biométricas e histopatoldgicas, o comportamento de feridas
cutaneas provocadas em 36 ratos, divididos em trés grupos de 12 animais. Apds a
remogao de dois fragmentos circulares de pele, ficou estabelecido que a ferida
cirurgica do lado direito do plano sagital mediano fosse a experimental (tratada com
laser) e a da esquerda a controle (sem tratamento). Foi utilizado o laser de AsGa,
904 nm, poténcia média de saida entre 0,5 a 3,5 mW e com dose de 3 Jicm?. A
feridas experimentais receberam os seguintes tratamentos: Grupo 1, poténcia de
1,25 mW por 19 segundos; Grupo 2, poténcia de 2 mW por 12 segundos e Grupo 3,
poténcia de 2,75 mW por nove segundos. Nos intervalos de tempo de trés, sete e 14
dias, as feridas controles e experimentais tiveram seus didmetros medidos por
paquimetro para analise biométrica. Apés o sacrificio no 14° dia foram colhidas
amostras para analise histologica das feridas. Concluiu-se que as feridas tratadas
com laser demonstraram reparagdo mais rapida, biometricamente apresentaram
maior contracao e histologicamente elevada taxa de crescimento epitelial, tendo o
Grupo 2, apresentado resultados mais significativos.

Honmura et al. (1992) avaliaram a capacidade terapéutica antiinflamatoéria
da aplicacdo do laser diodo GaAlAs, 780 nm, 10 mW, em experimento com ratos,
nos quais foram implantados, em seus dorsos, um fragmento de carragenina, um
polissacarideo extraido de musgo irlandés, que promoveu acéo irritante local. Os
animais foram divididos em dois grupos: G1, que recebeu irradiagio de 31,8 J/cm?,
por trés minutos diariamente, por oito dias; G2 que recebeu indometacina cristalina,

um potente antiinflamatorio, dose de 4 mg/Kg por via oral. No oitavo dia, os animais
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foram sacrificados e logo ap6s, removidas pecas da regido inflamada para analise
histolégica. Foi observado que o grupo que recebeu a terapéutica com laser teve
uma reducgao de 20-30% de inflamagao em relagao ao outro grupo.

Senda et al. (1992) realizaram um experimento usando o laser de He-Ne,
632,8 nm, 5 Hz de freqliéncia em feridas padronizadas na mucosa oral de ratos. Os
animais foram divididos em trés grupos: controle, que n&o recebeu tratamento; grupo
|, as feridas foram irradiadas por trés minutos e grupo Il que teve as feridas
irradiadas por dez minutos. As feridas de ambos os grupos irradiados receberam a
irradiacao no primeiro e terceiro dias. As areas das feridas foram medidas nos dias
um, trés e sete. Os resultados mostraram que o grupo Il apresentou uma maior
reducao percentual das feridas em todos os dias avaliados.

Bisht et al. (1994) fizeram um experimento com 38 ratos nos quais foram
produzidas na regido dorsal, duas feridas, uma esquerda e outra direita, com 8 mm
de didmetro. Foi utilizado o laser de He-Ne, 632,8 nm, saida de 5 mW. As feridas
esquerdas foram irradiadas diariamente, por 17 dias, energia de 4 J/cm? e tempo de
cinco minutos e as da direita, sem tratamento, serviram de controle. As feridas foram
submetidas ao exame biométrico utilizando o paquimetro. Analise histologica foi feita
apos a realizacdo de biopsias nos dias trés, cinco, sete, nove, 12, 15 e 17. Os
resultados biométricos mostraram que os tamanhos das feridas irradiadas foram
menores que os das feridas controle. Houve formacéao de tecido cicatricial mais forte
nas feridas que receberam tratamento, quando se avaliou o colageno. O estudo
mostrou que houve um tempo significantemente menor para a cicatrizagdo das
feridas expostas ao laser, se comparado com as do grupo controle, sendo eficiente o

efeito biomodulador do laser utilizado.
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Hall et al. (1994) realizaram experimento com 38 ratos, nos dorsos dos
quais foram produzidas duas feridas bilaterais de 6 mm de didmetro. Os animais
foram divididos em Grupos A e B, com 19 ratos cada. O Grupo A teve as feridas do
lado direito (A1), irradiadas com laser de baixa poténcia de GaAlAs, 904 nm, 1 mW
de poténcia, dose de 0,2 J/cm? durante 60 s ao dia, por 20 dias. As feridas do lado
esquerdo (A2), ndo receberam tratamento, serviram de controle para eventuais
efeitos sistémicos produzidos pelo laser. As feridas do grupo B foram subdivididas
como no Grupo A, porém a irradiagdo utilizada foi placebo, seguindo o mesmo
protocolo de aplicagdo. Todas as feridas foram fotografadas e medidas diariamente.
Dois animais de cada grupo foram sacrificados a partir do terceiro dia, sendo que os
outros sacrificios ocorreram sempre dois dias ap6s o Uultimo sacrificio,
conseqlientemente o ultimo rato de cada grupo foi sacrificado no 21° dia e recebeu
20 aplicagbes do laser. Nenhuma diferenca clinica e histologica foi observada entre
os quatro grupos nos periodos determinados. Concluiram com este estudo que a
irradiacao do laser de baixa poténcia nao influenciou o processo de cicatrizagdo de
feridas.

Garcia, Okamoto e Kina (1996) estudaram por meio de analise histologica, o
processo de reparacao de feridas cutaneas provocadas na regido dorsal de 15 ratos.
Os animais foram divididos em trés grupos e realizadas duas feridas cirurgicas,
sendo uma a direita do plano sagital (tratadas com laser) e a outra a esquerda (sem
tratamento). Foi utilizado o laser de AsGa, com comprimento de onda de 904 nm,
com poténcia de 2 mW, 108 segundos de exposi¢cdo em cada ferida e dose de 3
Jicm?. Na andlise comparativa dos eventos biologicos apos os periodos de trés, sete
e 14 dias, os autores observaram que as feridas do grupo experimental mostraram

reparacéo mais evoluida que as do grupo controle. Houve elevada taxa de migracao
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epitelial, acentuada proliferagédo fibroblastica e vascular, evolugdo mais rapida do
quadro agudo para o crdénico nos animais tratados. Concluiram que nos periodos de
trés e sete dias, os eventos biologicos foram mais evidentes e que n&o houve
nenhum sinal de efeitos indesejaveis provenientes de aplicacao do raio laser sobre a
reparacgéo das feridas.

Freitas et al. (2001) avaliaram a capacidade antiinflamatoria do laser diodo
infravermelho de 830 nm, 40 mW, 4,8 J/cm?, no pds-operatdrio de cirurgias para
remocao de terceiros molares retidos, por meio da analise cinética da variagao dos
niveis da proteina C-reativa (PCR), um marcador que se mostra aumentado em
decorréncia de inflamacéo. Foi utilizada uma irradiagdo com distancia focal de 0,5
cm por um tempo total de dois minutos em corrente continua, em pontos pré-
estabelecidos. A populacédo alvo foi de 24 pacientes divididos aleatoriamente em
dois grupos: grupo teste, submetido a laserterapia nas 24 e 48 horas do pés-
operatério e grupo controle, submetido a uma falsa irradiacdo. Foram colhidas
amostras de sangue para a dosagem de PCR e apds anadlise concluiu-se que
estatisticamente, este estudo ndo conseguiu comprovar o efeito antiinflamatério do
laser apdés remocgao cirurgica de dentes retidos, embora os resultados tenham
mostrado reducgao nos niveis de PCR nos pacientes irradiados pelo laser levando a
atenuacao de inflamacgao, havendo, portanto a necessidade de uma amostra maior a
fim de se confirmar o efeito antiinflamatorio.

Rezende (2001), em sua dissertacao de mestrado, concluiu que o laser de
GaAlAs, 830 nm, acelera a resposta bioldgica do processo de reparacao de feridas
cutaneas em ratos, apés realizar um experimento com 64 animais divididos em
quatro grupos e submetidos a 3 J/cm?, com 30 mW durante sete segundos; 1,3

Jicm?, com 60 mW durante 25 segundos; 3 J/cm?, com 60 mW durante 56 segundos
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e o grupo controle, sem tratamento. O grupo irradiado com menor dose apresentou
resultados mais expressivos e significativos dos pontos de vista biométrico e
histolégico.

Ribeiro et al. (2002) observaram que a polarizagéo utilizada pela terapia a
laser de baixa poténcia € uma regra importante na aceleragdo da cicatrizagéo nos
processos inflamatorios. Verificaram que a utilizacdo do laser Nd:YLF, 1,047 nm
permite uma maior preservagdo de polarizacdo do que o laser He—Ne, 632,8 nm
quando aplicado em queimaduras cutaneas. Um grupo de 12 ratos foi utilizado no
experimento, sendo trés queimaduras (1, 2 e 3) de 6 mm de didmetro provocadas no
dorso dos animais. As lesdes 1 e 2 receberam irradiagdo de 1 Jicm? por dois
minutos, sendo que a lesdo 1 recebeu a orientagdo da luz alinhada com a coluna
vertebral e a lesdo 2 recebeu orientagdo perpendicular. A lesdo 3, considerada
controle, ndo foi irradiada. As feridas foram tratadas nos dias trés, sete, dez, 14 e 17
pés-cirurgia. Apos cada irradiagéo, as feridas foram fotografadas, e os diametros das
lesbes foram medidos através de paquimetro para a analise biométrica. Os
resultados mostraram que o alinhamento paralelo utilizado nas lesées 1 promoveu
um rapido decréscimo no tamanho das feridas e acelerou a cicatrizagcado ap6s o 17°
dia quando comparados as lesdes 2 e controle.

Pugliese et al. (2003) observaram que o laser de baixa poténcia contribuiu
para uma maior expressao de fibras colagenas e elasticas durante o processo
cicatricial de ferimentos cutaneos padronizados no dorso de 72 ratos. Os espécimes
foram divididos em trés grupos de 24 animais cada. O grupo 1 considerado controle,
nao recebeu tratamento; nos grupos 2 e 3 utilizou-se laser do tipo GaAlAs, 670 nm, 9
mW de poténcia e com densidades de energia de 4 Jicm? e 8 Jicm?

respectivamente e aplicacdo puntual. Em cada grupo, quatro animais foram



31

sacrificados com 24, 48 e 72 horas e aos cinco, sete e 14 dias. Procedeu-se a
andlise semiquantitativa de colageno por meio das laminas coradas por
hematoxilina-eosina, sirius vermelho e orceina, observando-se que nos grupos
submetidos ao laser houve além do aumento de colageno, também maior reducéo
do edema e infiltrado inflamatério.

Chor et al. (2004) relataram um caso de estomatite severa causada por
terapia imunossupressora utilizada em paciente com leucemia mieldide crénica. As
manifesta¢cdes bucais incluiam xerostomia, queilite, uUlceras com formagédo de
pseudomembranas, além de dores, disfagia e diminuicdo nutricional, resultando
negativamente na qualidade de vida da paciente. A mesma foi submetida ao
tratamento com laser de baixa poténcia, 660 nm, poténcia de 50 mW. Foram
aplicadas doses de 2 J/cm? em dez pontos de cinco regides distintas: labios, mucosa
jugal, lingua (dorso e ventre), mucosa orofaringea e nos angulos da boca. A minima
distancia entre a ponta emissora e a regiao irradiada foi de aproximadamente 1 cm.
Foram realizadas trés aplicagcbes, com intervalos de 48 horas. A paciente, apds duas
sessbes, mostrou significante reducdo no edema de mucosa e labio, havendo
melhora inclusive na dicgdo. Os autores concluiram que a utilizagdo do LLLT é eficaz
como terapia no tratamento de lesbes bucais provenientes da utilizagcdo de
terapéutica sistémica imunossupressora.

Segundo Damante et al. (2004), a documentacéo cientifica sobre LLLT é
ainda incompleta, havendo a necessidade de se estabelecer um protocolo efetivo
para a aplicagdo em biomodulagédo. Os autores avaliaram clinicamente os efeitos do
laser diodo GaAlAs, 670 nm, na cicatrizagcao de gengivoplastias em 11 pacientes. As
cirurgias foram realizadas nas regides anterior superior e/ou inferior. O lado direito,

considerado teste foi irradiado na forma puntual, com 4 J/cm? por ponto, em trés
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locais diferentes. A aplicacdo do laser foi feita a cada 48 h, durante uma semana,
totalizando quatro sessdes. O lado esquerdo, considerado controle n&o foi irradiado.
Através de fotografias nos periodos pds-operatorios de sete, 15, 21, 30 e 60 dias, foi
feita a avaliagao clinica. A diferengca encontrada entre os lados estudados n&o foi
significante.

Demir et al. (2004) investigaram e compararam os efeitos do ultrassom e do
laser de baixa intensidade na cicatrizacdo de feridas lineares de 6 cm de
comprimento e 2 cm de profundidade provocadas no dorso de 120 ratos. Apds as
incisdbes serem realizadas, as mesmas foram suturadas. Foram utilizados: o
aparelho ultrassom Sonoplus 463, intensidade de 0,5 W/cm?, por cinco minutos
durante dez dias; e o laser GaAs, 904 nm, 6 mW de poténcia, dose de 1 J/cm?, por
dez minutos e durante dez dias. Os espécimes foram divididos em quatro grupos:
Grupo |, tratamento com ultrassom; Grupo IlI, procedimento semelhante ao
tratamento de ultra-som era aplicado sem corrente (método imitado); Grupo I,
tratamento com laser e Grupo IV, procedimento semelhante ao tratamento de laser
era aplicado sem corrente (método imitado). Dez ratos de cada grupo foram
sacrificados nos dias quatro, dez e 25, sendo realizada a remogao de pecas para
avaliagcado histologica. As amostras do 25° dia foram avaliadas por meio de
tensidmetro. A duragao da fase inflamatéria foi diminuida em ambos os tratamentos
quando comparada as seus respectivos grupos controles; porém o grupo que
recebeu o laser apresentou uma resposta mais efetiva. Quanto a analise histoldgica
em ambos os tratamentos observaram-se aumento de fibroblastos e colageno e
novamente o grupo que recebeu tratamento com laser apresentou uma resposta
mais eficaz. A forca para rompimento da ferida foi significantemente maior com

ambos os tratamentos, que n&o diferiram entre si. Os autores concluiram que os dois
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tratamentos podem ser benéficos quando utilizados em Uulceras de decubito e
ulceras cronicas, entretanto o tratamento com laser mostrou-se mais efetivo do que
o tratamento com ultrassom.

Hopkins et al. (2004) utilizaram o laser diodo, 820 nm, com o intuito de se
comprovar os efeitos benéficos na cicatrizacdo de tecidos e alivio de dor. Duas
lesdes circulares padronizadas de 1,27 cm? uma ao lado da outra, foram
provocadas por meio de discos abrasivos nos antebragcos de 22 individuos, com
mesma idade e sexo. Os individuos foram divididos em dois grupos de onze cada. O
grupo A, recebeu na ferida direita, doses de 8 Jicm? por dois minutos, durante dez
dias, enquanto que a ferida esquerda nao foi irradiada, servindo como controle. O
grupo B foi submetido ao mesmo protocolo de aplicagdo do grupo A, porém com
uma falsa irradiagdo. Todas as lesdes foram fotografadas durante os dez dias e no
vigésimo dia, sob as mesmas condi¢cdes (distancia, luz, posicdo), para posterior
medi¢éo de perimetro por meio de software. Diariamente os individuos respondiam a
um questionario a fim de permitir avaliar o nivel de dor. Os autores concluiram ao fim
do experimento que a terapéutica com laser acelerou a contracdo das feridas.
Mesmo as feridas-controle dos individuos que receberam o tratamento com o laser,
apresentaram contragdo maior que as dos individuos que receberam falsa
irradiagdo, mostrando, portanto, o efeito sistémico da LLLT. Quanto a eficacia do
laser no alivio de dor, acredita-se que este estudo poderia ser um primeiro passo
para formulagcdes mais significativas, havendo a necessidade de maiores
investigacgdes.

Mendez et al. (2004) compararam histologicamente o efeito dos laseres de
GaAlAs, 830 nm e InGaAIP, 685 nm em experimento com sessenta ratos, nos quais

foram produzidas feridas padronizadas em seus dorsos. Os animais foram divididos
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em sete grupos: Gl=controle, ndo recebeu irradiacdo; Gll=685 nm e 20 J/cm?
GllI=830 nm e 20 J/cm? GIV=685 nm e 830 nm com 20 J/cm? GV=685 nm e 50
Jicm?; GVI=830 nm e 50 J/cm?; GVII=685 nm e 830 nm com 50 J/cm?. Os animais
receberam irradiacéo durante sete dias, com intervalo de 48 horas. Dois animais do
grupo controle e trés de cada grupo irradiado foram sacrificados nos dias trés, cinco
e sete apos a cirurgia. Ao fim do experimento todos os grupos irradiados mostraram
aumento de colageno quando comparados ao grupo controle, porém o grupo IV
apresentou melhores resultados.

Nascimento et al. (2004) estudaram o efeito de diferentes comprimentos de
onda e intensidades utilizadas em laserterapia por sete dias consecutivos na
cicatrizacao de feridas cutaneas sob o aspecto histologico. Foram usados laseres
diodo com comprimento de onda de 670 nm e 685 nm. Trinta ratos adultos foram
utilizados no experimento, submetidos a realizagdo de uma ferida padronizada de 8
mm de diametro no dorso. Os animais foram divididos em dois grupos de quinze:
G1=670 nm e G2=675 nm. Cada grupo foi subdividido em trés subgrupos, com cinco
animais cada. Para cada cinco animais, trés tiveram suas feridas irradiadas com
doses de 10 Jicm?® e variagdes de intensidade de dois, 15 e 25 mW. Os outros dois
animais de cada subgrupo nao foram submetidos a laserterapia. Apés o sacrificio
dos animais, oito dias apdés a cirurgia, foram colhidas amostras para analise
histologica. Foram avaliados edema, hiperemia, infiltrado inflamatério, presenca e
distribuicdo de fibroblastos como parametros qualitativos. Os resultados mostraram
que as feridas cirurgicas que nao foram irradiadas seguiram o padréo de cicatrizagéo
esperado. Entretanto, quando se utilizou o laser, o reparo foi mais acelerado.

Concluiu-se que o tratamento com o laser de baixa poténcia produz biomodulacao
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positiva e € mais efetivo quando combina alta intensidade com menor comprimento
de onda ou baixa intensidade com maior comprimento de onda.

Ribeiro et al. (2004) produziram trés queimaduras circulares de 6 mm de
didmetro no dorso de vinte ratos. Foi utilizado o laser de He-Ne, 632,8 nm,
densidade de poténcia de 10 mW e dose de 1 J/cm?. Cada queimadura recebeu um
tratamento diferenciado: a lesdo L(//) foi irradiada utilizando a emissao paralela com
a coluna vertebral do rato; a lesédo L(1) foi irradiada usando o mesmo laser e dose,
mas com a luz alinhada perpendicularmente a ferida; a lesdo C n&o foi irradiada
sendo, portanto a lesdo controle. Quatro animais por grupo foram irradiados e
sacrificados nos dias trés, sete, dez, 14 e 17 ap6s a criagéo da ferida. Areas da pele
contendo as feridas foram coletadas para analise histolégica. Observou-se por meio
de avaliacdo semiquantitativa que a irradiagédo laser produziu efeitos competentes
para proliferacdo e migragdo de células epiteliais nos grupos L(//) e L(1), exibindo
uma completa e renovada camada epitelial, enquanto que o grupo controle nio
apresentou reepitelizacdo no mesmo periodo. O aumento significante na espessura
da camada epitelial, quantidade de vasos sanguineos e maior organizagéo de fibras
colagenas observadas mais evidentemente nas lesdes que receberam a emisséo da
irradiacdo paralela indicaram que a reparacédo da ferida foi dependente da
orientacao da luz, particularmente na formacéo de tecido conjuntivo.

Silva et al. (2004) estudaram a utilizagdo de drogas fotossensibilizantes
associadas a terapia a laser de baixa intensidade na cicatrizagdo de feridas
cutaneas circulares de 8 mm de didmetro provocadas no dorso de ratos. Foi avaliado
o efeito do laser de baixa intensidade InGaAlIP diodo, 685 nm, 35 mW de densidade
de poténcia, dose de 2,5 J/cm? tanto sozinho quanto combinado com dois agentes

topicos utilizados em terapia fotodinamica, cloro-aluminio ftalocianina-PS e um gel
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base (23% w/w de Poloxamer 407 com Polietilenoglicol 400, pH=7.4), uma vez ao
dia, por sete dias consecutivos. Sessenta ratos foram divididos em seis grupos:
controle (CG) sem tratamento; gel base (GB); fotossensibilizados (PS); laser (LG);
laser + fotossensibilizante (LPS); laser + fotossensibilizante + gel base (LPSG). Apo6s
o oitavo dia os animais foram sacrificados e amostras dos tecidos da area das
feridas foram removidas e processadas para analise histolégica. Foi avaliada a
organizacdo da derme e epiderme, assim como a deposi¢cdo do colageno. Os
resultados indicaram claramente os efeitos da associacdo da luz com os
fotossensibilizantes na cicatrizagdo de tecidos. Os animais dos grupos LG, PS, LPS
e LPSG apresentaram densidade de colageno maior e reepitelizagcdo aumentada
quando comparados com os dos grupos CG e GB. A remodelagdo do tecido
conjuntivo foi mais evidente nos grupos LPS e LPSG.

Quadri et al. (2005) realizaram um estudo utilizando 17 pacientes com
doenca periodontal moderada, que receberam tratamento por meio de raspagem
radicular e instrucbes sobre higiene bucal. Foram colhidos amostras de fluido
crevicular subgengival e biofilme dental antes do inicio do tratamento. Uma semana
depois do tratamento, as areas gengivais correspondentes aos dentes 13, 14, 15, 16
e 17 submetidas ao tratamento periodontal foram irradiadas por laser diodo InGaAIP,
635 nm e GaAlAs, 830 nm, uma vez por semana durante seis semanas. As areas
gengivais correspondentes aos dentes 23, 24, 25, 26 e 27 consideradas controle
receberam irradiacdo placebo. As areas gengivais vestibulares nas regides de
papilas, de cada dente receberam irradiacdo de 635 nm, dose de 4,5 Jicm? durante
90 segundos. As regides apicais de cada dente receberam laser de 830 nm, dose de
8,75 Jlcm? por 25 segundos nas regides vestibular e lingual. Uma semana apos a

ultima irradiagdo, amostras do fluido crevicular e biofilme foram colhidos para analise
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laboratorial de atividade de elastase, interleucina 113 e metaloproteinase, indicadores
de anticorpos, e identificagdo de microbiota subgengival. As variaveis clinicas como
profundidade de bolsa e indices do biofilme foram reduzidos no lado que recebeu
laser. O decréscimo de volume do fluido crevicular também foi maior no lado
irradiado. Concluiram que o tratamento adicional com os laseres de baixa poténcia
reduziu a inflamacao gengival, porém a analise dos indicadores de anticorpos e
microbiologica ndo demonstrou diferencas significantes entre o lado que recebeu

laser e o lado que recebeu placebo.

2.2.2 Estudos in vitro

Pourreau-Schneider et al. (1989) estudaram fibroblastos humanos em
estagios iniciais de culturas celulares de amostras obtidas por meio de biopsias do
tecido gengival na regido retromolar, apdés extracdo do terceiro molar de paciente
jovem. Submeteram ao tratamento com laser de He-Ne, 632,8 nm de comprimento
de onda, 10 mW de poténcia, aplicado por dez minutos com dose de 1,2 J/cm?. As
amostras foram divididas em quatro grupos: controle, que n&o sofreu nenhum
tratamento a laser e trés grupos experimentais, sendo que estes sofreram uma, duas
ou trés exposic¢des ao raio laser. O efeito de biomodulagdo do tratamento laser no
crescimento dos fibroblastos apés um unico tratamento foi transitério; porém quando
estas células receberam duas exposi¢gdes houve estimulagdo adicional no
crescimento dos fibroblastos, que se mostraram maiores apés trés exposicdes. No
final do experimento, que durou 14 dias, as células tratadas com laser mostraram
significativa multiplicagédo, aproximadamente duas vezes mais numerosas do que as

que receberam uma so6 aplicagao.
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Van Breugel e Bar (1992) estudaram culturas de fibroblastos humanos, sob
irradiacao de He-Ne, 632,8 nm, utilizando doses de energia variadas e tempos de
exposicdo distintos. Por trés dias consecutivos as células foram irradiadas por um
periodo entre 30 segundos e dez minutos, com poténcia variando de 0,55 a 5,98
mW. O numero de células e a produgédo de colageno tipo | foram observados para
cada irradiacdo descrita pelo experimento. Poténcias abaixo de 2,91 mW
aumentaram a proliferacdo celular e as mais altas ndo produziram efeito
biomodulador. Os efeitos biomoduladores foram pronunciados quando utilizaram
tempos entre 30 segundos e dois minutos. A produgcdo de colageno tipo I,
determinado pelo teste ELISA, deu-se de maneira inversa se comparada com a
proliferacao celular. Concluiu-se que a densidade de poténcia e o tempo de
exposicdo a luz determinam os efeitos da irradiagéo.

Almeida-Lopes (1999) em sua dissertacdo de mestrado analisou in vitro o
efeito de laseres de baixa poténcia na proliferacdo de fibroblastos de gengiva
humana simulando uma condi¢cdo de normalidade (meio de cultivo contendo 10% de
soro fetal bovino), outra de estresse celular, com déficit nutricional parcial (meio de
cultivo contendo 5% de soro fetal bovino) e uma terceira com déficit nutricional total
(meio de cultivo sem soro fetal bovino). Um primeiro experimento as placas de Petri
foram divididas em nove grupos: trés controles (sem irradiagcéo), trés irradiados com
diodo laser operando em 670 nm e poténcia de 10 mW (L1) e trés com diodo laser
operando em 780 nm e poténcia de 50 mW (L2). Em outro experimento as placas
foram divididas em nove grupos: trés controles (sem irradiacao), trés irradiados com
diodo laser operando em 692 nm e poténcia de 30 mW (L3) e trés com diodo laser
operando em 786 nm e poténcia de 30 mW (L4). Foram feitas quatro irradiagbes, a

cada 12 horas, com a mesma fluéncia para L1, L2, L3 e L4 que foi de 2 Jicm? A
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autora concluiu que, a dose administrada acelerou o crescimento de fibroblastos que
estavam em déficit nutricional parcial em todos os grupos estudados. Para
irradiacdes de células em cultivo com parametros idénticos, a proliferacao celular foi
evidenciada tanto para o comprimento de onda no visivel (670 nm e 692 nm) como
no infravermelho proximo (780 nm e 786 nm), porém sendo mais efetiva para o
primeiro caso.

Kreisler et al. (2003), utilizando cultura de fibroblastos obtidos de ligamento
periodontal de terceiros molares humanos extraidos, avaliaram o potencial de
estimulacdo do laser de baixa poténcia, GaAlAs, 803 nm e 10 mW/cm?. Foram
aplicadas doses de 1,96 Jicm?, 3,92 J/cm? e 7,84 J/cm? para tempos de irradiacdo
de 75, 150 e 300 segundos respectivamente, por trés vezes em intervalo de 24
horas. Um grupo controle, que n&o recebeu irradiacdo, foi utilizado para
comparacdo. O indice de proliferagdo celular dos grupos irradiados e controle foi
medido por meio de observagdo da atividade de reducdo-oxidagdo nas culturas
celulares, expressadas por unidades relativas de fluorescéncia (RFU) ap6s 24, 48 e
72 horas a irradiagéo. O efeito da aplicagao do laser nas culturas celulares irradiadas
foi claramente discernivel, consideravelmente superior a cultura controle. Para todos
os regimes de irradiagdo, a atividade celular foi maior que a do grupo controle,
porém a diferenca foi significante ap6s 72 horas a irradiagao.

Schindl et al. (2003) avaliaram a influéncia do laser de baixa poténcia na
estimulagdo de células endoteliais. Foram isoladas células endoteliais da veia
umbilical humana e apdés cultura, irradiadas durante seis dias com laser diodo de 670
nm de comprimento de onda. Em um primeiro experimento foi utilizada intensidade
constante de 20 mW/cm? para doses de dois, quatro e 8 J/cm?. Um outro

experimento foi conduzido comparando intensidades de dez, 20 e 65 mW/cm? com
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dose de 8 Jicm? Constatou-se que doses de 8 Jicm? e intensidades de 20 e 65
mW/cm? induziram a uma maior proliferagdo celular. Diferencas significantes na
proliferacdo celular foram observadas quando comparados quaisquer os grupos
irradiados com o grupo controle.

Karu e Kolyakov (2005) estudaram in vitro as respostas bioldgicas de
células HelLa apds serem irradiadas com laser de baixa poténcia com comprimentos
de onda compreendidos entre 580 a 860 nm, com o intuito de determinarem o exato
espectro de acao necessario para estimularem os fotoceptores envolvidos no
mecanismo celular de fotobiomodulagéo, por meio da analise da sintese de DNA e
RNA. Para a luz visivel foram encontrados picos de absorcao entre 613,5 e 623,5
nm e 667,5 e 683,7 nm. Para infravermelho n&o visivel os picos de absorcao estao

compreendidos entre 750,7 e 772,3 nm e 812,5 e 846,0 nm.
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3 PROPOSIGAO

Diante do exposto, foi prop6sito do presente trabalho analisar biométrica e
histomorfometricamente os efeitos da terapia a laser de baixa poténcia sob

diferentes protocolos, no processo de reparacgao de feridas cutaneas em ratos.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Animais

Para o desenvolvimento deste estudo, foram empregados quarenta ratos
(Rattus norvegicus, albinus, Wistar) machos, com peso variando entre 160 e 220 g,
com dois meses de idade. Esses animais procederam do Biotério do Centro de
Biologia da Reprodugédo da Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais.
Este estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos na Experimentagéo
Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagcdo Animal (COBEA), e
aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentagdo Animal / UFJF, sob o
protocolo 032/2005 (ANEXO A).

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, tratados com racgéo

granulada comercial e agua ad libitum antes e durante todo o experimento.

4.2 Grupos

Os animais foram divididos ao acaso em quatro grupos de dez animais cada
conforme descricao abaixo:
Grupo 1 (G1): considerado controle, ndo foi submetido a nenhum

tratamento.

Grupo 2 (G2): as lesdes foram submetidas a aplicacdo do laser,

imediatamente ap6s o ato cirurgico.
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Grupo 3 (G3): as lesbes foram submetidas a aplicacao do laser conforme

G2 e 48 h ap6s o ato cirurgico.

Grupo 4 (G4): as lesbes foram submetidas a aplicacao do laser conforme

G3 e sete dias apds o ato cirurgico.

Para as aplicagbes do laser apdés 48 h e sete dias, os animais foram

novamente anestesiados.

A Figura 2 ilustra a divisdo dos grupos experimentais.

40 ratos
(10 ratos) (10 ratos) (10 ratos) (10 ratos)
G1 - sem tratamento G2 - Iaser imediato G3 - laserimediato + 48 h G4 - laser |mediato +48h

+ sete dias

Figura 2 - Divisao dos grupos experimentais



44

4.3 Aparelho laser

Foi utilizado um aparelho laser de diodo de baixa poténcia (Twin Laser -
Empresa MM Optics - Sdo Carlos — SP), conforme Figuras 3 e 4, com as seguintes

caracteristicas:

- Laser de emisséo infravermelho (IR) continua;
- Semicondutores: Arsénio e Galio;

- Comprimento de onda: 780 nm;

- Poténcia de Pico: 70 mW;

- Forma de aplicacao: fibra optica;

- Area da ponta emissora: 4 mm?.

Figura 3 - Fonte e painel de controle do sistema laser utilizado
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Figura 4 - Ponta ativa do laser

4.4 Procedimentos cirurgicos

Apds anestesia dos animais com cloridrato de xilasina (ROMPUM® - Bayer
S.A. Séo Paulo, Brasil) e cloridrato de cetamina (VETANARCOL® - Konig S.A.
Avellaneda, Argentina), na proporcao de 2:1 e 0,1 ml da mistura para cada 100 g de
peso animal, via intramuscular, foi realizada antissepsia da regido dorsal e
tricotomia. Com auxilio de um punch de 8 mm de diametro (Figura 5), foi realizada a
remogdo de um fragmento circular de pele, no centro do plano sagital mediano
(Figuras 6 e 7). As feridas incluiram as camadas da epiderme e da derme até atingir

a fascia muscular do animal.



Figura 5 - Instrumental utilizado para realizagao da leséo

Figura 6 - Remocéo do fragmento circular de pele do dorso de rato
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Figura 7 - Les&o provocada no dorso de rato com auxilio de punch de 8mm

4.5 Aplicacao do laser

As lesdes foram submetidas a aplicacéo do laser com contato entre a ponta
ativa e a ferida (Figura 8), em oito localizacbes diferentes, da periferia da lesdo e
num ponto central em forma de varredura o que permitiu que toda a ferida recebesse
tratamento uniforme, de acordo com Garcia (1992), conforme Figura 9. O tempo de
exposigcao por ponto de aplicacéo foi de trés segundos, totalizando 27 segundos de
exposicdo por ferida. Foi utilizada a dose de energia por ponto de 3,8 Jicm? e

poténcia de 15 mW (OLIVEIRA; SOTTO-MAIOR; FERNANDES, 2005).
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Figura 8 - Aplicagado puntual do laser

< >
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gt

Figura 9 - Representacdo esquematica da aplicagao puntual do laser na ferida

4.6 Analise biométrica

Todas as feridas cirurgicas foram avaliadas clinicamente e documentadas
por meio de fotografias digitais padronizadas, utilizando camera fotografica digital
(DSC-W1 Cyber-shot 5.1 SONY) acoplada em estativa (suporte para fixagcdo da
camera fotografica que permite o posicionamento na distancia do foco a uma altura
pré-fixada), conforme Figura 10, executadas imediatamente ap6s a realizagao do

procedimento cirurgico, 48 h, sete dias e no décimo dia (sacrificio). A area das
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feridas foi avaliada utilizando o programa Imaged (Figura 11), programa de dominio

publico.

Figura 10 - Estativa utilizada para padronizagdo das tomadas fotograficas

Vi R e Poces AR Pans Wikm e -
Ooc@~m=iadesial ais | 2leal |
Xed B3 ¥200 1, valuna 220350

Binicee| { @ (3 * Growern | Gipomaenn 1 mager i ssrnnrees] @ 1« DROD 0w

Figura 11 - Tela do programa ImageJ mostrando delimitagdo da area da ferida
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As areas das feridas foram medidas em quatro diferentes tempos: zero hora
(T1), 48 horas (T2), sete dias (T3) e dez dias (T4). As medidas foram realizadas trés
vezes em momentos distintos e para a analise estatistica utilizada a média. A analise
do coeficiente de variagédo das trés medidas repetidas foi realizada para avaliagéo da
calibragcédo intra-examinador. Todas as medidas foram realizadas por um Uunico
examinador que desconheceu o grupo ao qual pertenciam os espécimes.

A evolugéo das areas das feridas foi analisada de duas formas. A primeira
analise da reducgéo percentual do tamanho das feridas foi obtida através do calculo
da diferenca entre o tamanho das feridas em cada um dos tempos (T2,T3 e T4),
sempre em relagdo ao tempo inicial T1 (REZENDE, 2001) conforme a férmula a

sequir:

Reducao percentual da area da ferida (%) = (Area final — Area inicial) x 100

Area inicial

A segunda analise comparou a redugao percentual dos tamanhos das

feridas com relagéo ao instante imediatamente anterior (T2-T1, T3-T2 e T4-T3).

Os dados obtidos nas médias percentuais das areas das feridas foram
submetidos a estatistica descritiva e inferencial (andlise de varidancia — ANOVA) e
utilizado o teste Dunnett, para comparag¢des multiplas.

O nivel de significancia (p) adotado foi o valor de 5% para todos os testes.

4.7 Obtengdo das amostras

Decorridos dez dias, a contar do ato cirurgico, os animais foram sacrificados

por dose excessiva de anestésico.
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As pecas foram colhidas cuidadosamente, com uso de tesoura, de maneira
a incluir parte da pele adjacente as bordas da ferida e de todo o tecido cicatricial na

sua profundidade.

Todas as pecas obtidas foram fixadas em formalina 10% por 24 horas no
minimo. A seguir, os espécimes foram hemisseccionados no sentido cranio-caudal e
incluidos em parafina para realizagdo na porcao central de cortes transversais
seriados com cinco micrometros de espessura. Os cortes receberam a coloragéo

pela técnica da hematoxilina-eosina (HE) para avaliagdo sob microscopia de luz.

A etapa de inclusdo e corte dos blocos, montagem das laminas e coloragéo
foi realizada no Laboratério de Patologia da Faculdade de Odontologia da

Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais.

4.8 Analise histomorfologica e histomorfométrica

A anadlise histomorfolégica e histomorfométrica foi realizada por um unico

examinador que desconheceu o grupo ao qual pertenciam os espécimes.

Foi realizada a leitura das Iaminas no Centro de Biologia de Reproduc¢éo da
Universidade Federal de Juiz de Fora, para se avaliar individualmente as
caracteristicas histomorfolégicas observadas no tecido epitelial e tecido conjuntivo,

com aumento de 10x.

As imagens histolégicas dos cortes corados com HE foram digitalizadas e
avaliadas por sistema computadorizado de captura de imagens Axion Vision (Zeiss,
Berhlim, Germany). Foi realizada captura de imagens com cémera digital, obtida

pelas objetivas de 5x, 10x e 40x do microscopio modelo AXIOSTAR PLUS (Zeiss,
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Berhlim, Germany). As imagens em 40x foram arquivadas e submetidas a analise
histomorfométrica para contagem de vasos sanglineos neoformados, fibroblastos e

células inflamatérias.

Para cada animal foram confeccionadas duas laminas, sendo uma de cada
bloco, com trés sec¢des semi-seriadas de 5 ym, totalizando seis areas de estudo
para cada espécime. Para a quantificacdo das estruturas presentes no tecido
conjuntivo, foram determinados campos de contagem na porgéo central da leséo, a
distdncia de 600 um de profundidade em relagcdo a superficie do epitélio e
padronizado para todas as amostras (Figura 12) em aumento de 40x. Cada campo
apresentou uma regido digitalizada de 1300 pixels (menor parte de uma imagem
digitalizada) no sentido horizontal (paralelo a superficie do epitélio) por 1030 pixels
no vertical correspondente a uma area de 215 ym de largura por 171 ym de altura
(KATHER, 2004). Através do programa Axion Vision (Zeiss, Berhlim, Germany) foi

realizada a contagem dos vasos sangiineos neoformados, fibroblastos e células

inflamatorias.

Figura 12 - Aspecto histoldgico do tecido epitelial e conjuntivo em HE demonstrando a area
selecionada — a) aumento original de 50x; b) aumento original de 400x mostrando tecido
conjuntivo
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A formacgdo de novos vasos sangiineos a partir de brotamentos de uma
arvore vascular preexistente e que participa em diversos processos fisiologicos e
patologicos, cuja importancia estaria em servir como fonte de nutrientes e oxigénio,
além de meio de conducao de células fibroblasticas, contribuindo para o processo

cicatricial (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1995).

Os fibroblastos, células do tecido conjuntivo responsaveis na sintese de
componentes da matriz extracelular, que é uma rede complexa de macromoléculas
secretadas (colageno, elastina, glicoproteinas e proteoglicanas), tém um papel
central no controle dos processos celulares basicos, como proliferagao,
diferenciacéo, migracao e interagbes celulares. Apresentam citoplasma ramificado e
rodeado de um nucleo eliptico claro, grande e de forma ovdide contendo um ou dois

nucléolos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1995).

Os macroéfagos, células de grandes dimensbes do tecido conjuntivo,
fagocitam elementos estranhos ao corpo e que os diferenciam quanto a sua
morfologia, que é variavel conforme o estado funcional e a localizagdo. Os
macréfagos fixos sao fusiformes ou estrelados, tém nucleos ovéides com cromatina
condensada. No tecido conjuntivo frouxo sdo tdo numerosos quanto os fibroblastos,
com os quais podem ser confundidos. Os macréfagos moéveis apresentam forma
irregular devido a presenca de pseuddpodos, nucleo com cromatina condensada e
em forma de rim. Os plasmoécitos, pouco numerosos no conjuntivo normal, presentes
nas areas onde existe inflamacgéo crbnica, s&o células ovdides, com citoplasma
basofilo e nucleo esférico com cromatina em grumos compactos, que n&o se localiza
no centro da célula, mas em posicao excéntrica. Os linfécitos, células pequenas

apresentando nucleo esférico, com cromatina muito condensada, citoplasma baséfilo
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e escasso, reduzindo-se a uma camada delgada em torno do nucleo, séo freqlientes

nas areas de inflamacéao cronica (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1995).

Por meio do contador manual foi contado célula por célula, de forma que ao
ser clicado o botdo do mouse sobre cada estrutura celular, ao final da contagem o
programa fornecia o numero correspondente ao total celular da area selecionada

(Figura 13).
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Figura 13 - Tela do programa Axion Vision mostrando a quantificagdo dos componentes da
imagem digitalizada, onde cada ponto azul, vermelho ou amarelo corresponde a uma
estrutura celular

As estruturas celulares foram contadas por um Unico examinador calibrado.
Para a andlise estatistica foi utilizada a média dos valores obtidos nas contagens
das seis ladminas por animal. Os dados obtidos na quantificagdo dos vasos

sanglineos neoformados, fibroblastos e células inflamatorias foram submetidos ao
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teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis indicado para trabalhos de contagem com
pouca variagao e numero de amostras pequeno por grupo (n=7). Foi utilizado o teste
Mann-Whitney U ndo paramétrico equivalente ao teste f, pois neste caso ndo existe
o teste pos hoc, ou seja, a comparacgéo entre os grupos dois a dois. O grupo controle
foi selecionado como base. O nivel de significaAncia (p) adotado foi o valor de 5%

para todos os testes.

O esquema da metodologia envolvida esta representado no fluxograma

conforme Figura 14.

40 ratos

Anestesia + tricotomia + cirurgia

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
N=10 N=10 N=10 N=10
Controle Laser imediato Laser imediato Laser imediato +
(Sem e 48 h apoés 48 h + sete dias
tratamento) cirurgia apos cirurgia

l l l l

Fotografias da ferida imediatamente ap6s cirurgia, 48 h, sete dias e no 10°dia

A 4

Sacrificio dos animais no décimo
dia e remocao de amostras

A 4
Andlise histolégica e biométrica

A\ 4
Analise estatistica

Figura 14 - Fluxograma com os principais passos desenvolvidos
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5 RESULTADOS

5.1 Descrigao clinica das feridas

Foram realizadas observagées clinicas no dia da cirurgia (zero hora), apos

48 horas, no sétimo e décimo dias para verificar sinais de sangramento, infecgéo,

formacao e perda de crosta e formacao epitelial (GARCIA, 1992).

Zero Hora —T1

Foi observada em todas as feridas cirurgicas, imediatamente apds suas
realizagcdes que houve integridade do tecido de seus bordos em todas as suas
extensdes (Figuras 15a, 16a, 17a e 18a) e presenca de coagulo ocupando o espago
entre as margens da lesao.

Em decorréncia da espessura da pele dos animais, da quantidade de tecido
conjuntivo e relativa mobilidade do tecido seccionado, observamos que algumas
feridas apresentaram-se maiores em relacdo ao tamanho proposto, mesmo
tomando-se os cuidados quanto a padronizagdo do tamanho das feridas

provocadas.

48 HORAS -T2

Apés 48 horas a realizagéo das feridas, as lesées do grupo controle (G1)

estavam recobertas por uma crosta de espessura fina, envolvendo toda a extensao
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do bordo e de sua porgéo central, muitas vezes com halo eritematoso (Figura 15b).
N&o observamos descolamento da crosta em nenhuma ferida do grupo controle.
Todas as feridas dos grupos irradiados apresentaram bordos e as porgdes
centrais bem mais secos se comparadas com as do grupo controle. Em alguns
animais, foi observado um inicio de descolamento das crostas na area dos bordos.
N&o foram observados sinais de vermelhiddo nos bordos das feridas destes grupos

(Figuras 16b, 17b e 18b).

Sete dias —-T3

Foram observadas nas feridas do grupo controle (G1) crostas secas, com
descolamento a partir da porgéo epitelizada. Em algumas feridas ainda foi possivel
identificar presenca de areas avermelhadas ao redor dos bordos (Figura 15c).

Nas feridas do grupo G2, G3 e G4 observou-se que algumas perderam suas
crostas e que o tecido ao redor dos bordos apresentava-se delgado e seco. As
crostas de algumas feridas eram bem delgadas e com grande descolamento

evidenciando epitelizacéo (Figura 16¢, 17c e 18c).

Dez dias — T4

Nas feridas do grupo controle observamos reparacéo parcial das mesmas,
mostrando-se, porém algumas lesbes bem fechadas e notamos uma linha
esbranquicada com bordos fracamente elevados e evidenciando cicatrizes das

feridas (Figura 15d).
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As feridas dos grupos irradiados apresentavam-se semelhantes quando
comparadas entre si neste estagio do experimento, mostrando suas &areas
completamente reparadas em quase todas as feridas, evidentes com bordos
esbranquigados (Figuras 16d, 17d e 18d).

Durante o experimento, ndo foi observado nas feridas de nenhum dos
grupos sinais clinicos de infecgdo ou areas de necrose.

As fotografias de feridas provocadas no dorso de ratos sdo mostradas a

seqguir:

a b

c d

Figura 15 - Grupo controle G1 — a) ferida aberta apds sua execucéo; b) crosta de espessura
fina 48 h apos cirurgia; c) crosta seca com evidéncias de descolamento aos sete dias apos
cirurgia; d) reparagéo parcial com bordos esbranqui¢cados aos dez dias apds cirurgia
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a b
c d

Figura 16 - Grupo G2 — a) ferida aberta ap6s sua execugédo; b) crostas mais secas que as
das feridas-controle 48 h apés cirurgia; c) auséncia de crosta com epitelizagdo nos bordos
aos sete dias apos cirurgia; d) elevada contrac@o da ferida aos dez dias apés cirurgia
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a b
c d

Figura 17 - Grupo G3 — a) ferida aberta ap6s sua execugéo; b) crostas mais secas que as
das feridas-controle 48 h apés cirurgia; c) elevada contragéo da ferida com bordos delgados
€ secos aos sete dias apods cirurgia; d) nitida contracdo da ferida aos dez dias ap6s cirurgia
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Figura 18 - Grupo G4 — a) ferida aberta ap6s sua execucgéo; b) crostas mais secas que as
das feridas-controle 48 h apo6s cirurgia; c) elevada contragdo da ferida com bordos delgados
e secos aos sete dias ap6s cirurgia; d) presenga de cicatriz evidente com bordos bastante

esbranquicados aos dez dias ap0s cirurgia
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5.2 Avaliagao biométrica das areas das feridas

Os valores das areas das feridas no instante pos cirurgico, 48 horas, sete e
dez dias (Apéndices A, B, C e D) foram transformados em porcentagem de reducgéo
de area da ferida conforme férmula anteriormente descrita. Devido ao 6bito de um
animal foram utilizadas nove amostras para todos os grupos.

As medidas foram realizadas trés vezes em momentos distintos e para a
analise estatistica, utilizada a média. A analise do coeficiente de variagdo das trés
medidas repetidas foi realizada para avaliacdo da calibragéo intra-examinador. Os
coeficientes de variagao obtidos situaram-se na faixa de 0,07% e 2,83%. Os maiores
coeficientes de variagdo sdo observados nas leituras das menores areas feridas, ou
seja, as pequenas imprecisdes sao relativamente mais representativas.

Na Tabela 1 sdo observados as médias e desvios padrdo para o percentual
de reducao do tamanho das lesdes, em relacao aos tamanhos iniciais, em fungéo do

tempo e o resultado da ANOVA.



Tabela 1 — Estatistica descritiva dos valores de redugao percentual de area da ferida e
resultado do teste estatistico ANOVA (n=9)

Periodo | Grupo| Média | Desvio | Minimo | Maximo p
Padréo

T2-T1 1 27,54 12,06 3,31 43,19
2 50,86 3,51 46,34 | 55,71 |<0,001*
3 52,57 6,78 37,39 | 61,10
4 56,73 6,64 46,45 | 65,15

T3-T1 1 63,18 11,53 38,96 | 76,10
2 77,93 6,28 65,79 | 87,53 |[<0,001*
3 82,68 8,87 61,64 | 90,22
4 88,66 2,15 84,98 | 91,50

T4-T1 1 82,86 2,29 78,51 | 86,84
2 92,13 2,21 87,99 | 94,22 |<0,001*
3 94,55 3,24 86,81 | 98,53
4 98,57 5,67 97,40 | 99,13

* p<0,05

n= numero de amostras
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A fim de melhor analisar as diferengas acumuladas em relacao aos fatores

tempo inicial e grupos, foram feitas comparagdes multiplas para as médias utilizando

o método Dunnett, conforme demonstrado na Tabela 2 e Figura 19.
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Tabela 2 - Resultado do teste de comparagao multipla de Dunnett para valores de reducao
percentual de area da ferida entre os grupos (n=9)

Periodo Diferenca entre médias| Significancia
(I-J) P
() GRUPO|(J) GRUPO
T2-T1 1 2 -23,32 0,002*
3 -25,03 0,001*
4 -29,19 <0,001*
2 3 -1,70 0,980
4 -5,86 0,183
3 4 -4,15 0,716
T3-T1 1 2 -14,75 0,031*
3 -19,50 0,006*
4 -25,48 0,001*
2 3 -4,75 0,718
4 -10,73 0,004*
3 4 -5,97 0,348
T4-T1 1 2 -9,26 <0,001*
3 -11,68 <0,001*
4 -15,71 <0,001*
2 3 -2,42 0,380
4 -6,44 <0,001*
3 4 -4,03 0,033*
* p<0,05

| = Grupo referéncia
J = Grupo comparado
n= nimero de amostras

Conforme observado na Tabela 2, todas as lesdes tiveram redugdo em suas
areas quando comparadas com o instante inicial (T1).

Os grupos G2, G3 e G4 que receberam tratamento em T1, apresentaram
reducdo estatisticamente significante nas areas das lesbes em relacao as areas do
grupo G1 no periodo T2-T1.

Conforme esperado n&o ha diferencas significativas na evolugdo das
cicatrizacdes das lesdes entre os grupos G2, G3 e G4 no periodo T2-T1, uma vez
que todos receberam aplicag&o do laser em T1.

No intervalo de tempo T3-T1 observamos que os grupos G2, G3 e G4

apresentaram resultados acumulados estatisticamente significativos em relagado ao
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grupo controle G1, sendo que o grupo G4 mostra evolugdo acumulada
estatisticamente significativa em relagao ao grupo G2.

Ao compararmos o intervalo de tempo T4-T1, ou seja, ao final do
experimento, a evolugdo acumulada das redugdes das areas das lesdes dos grupos
que receberam a aplicagdo do laser, em relagdo ao grupo controle foi
estatisticamente significante. Mais uma vez também foi estatisticamente significante
o resultado acumulado do grupo G4 em relagéo ao grupo G2 e ao grupo G3.

No grafico representativo (Figura 19) é demonstrada a reducao percentual
das areas das lesbes iniciais em relacédo ao periodo do experimento, onde ficam
evidentes as reducdes das areas, principalmente nas primeiras 48 horas apds a

cirurgia (T2-T1).

120 -

%

T T2-T1 T3-T1 T4-T1
Tempo

‘ ——Grupo 1 —#—Grupo 2 —&—Grupo3 —@—Grupo 4‘

Figura 19 - Grafico representativo da curva de redugéo percentual média da area da ferida
em relagdo aos tamanhos iniciais, em fungéo do tempo
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A Tabela 3 a seguir contém as médias percentuais das reducdes das areas
das feridas e os desvios padréo para os trés periodos T2-T1, T3-T2 e T4-T3, no qual
observamos diferenca estatisticamente significante entre os grupos nos trés

intervalos de tempo.

Tabela 3 — Estatistica descritiva dos valores de reducao percentual de area da ferida e
resultado do teste estatistico ANOVA (n=9)

Grupo| Média | Desvio | Minimo | Maximo p
Padrao
T2-T1 1 27,54 12,06 3,31 | 43,19
2 50,86 3,51 46,34 | 55,71 |<0,001*
3 52,57 6,78 | 37,39 | 61,10
4 56,73 6,64 | 46,45 | 65,15
T3-T2 1 49,38 11,68 30,40 | 64,17
2 54,76 14,19 25,63 | 74,87 |<0,001*
3 64,72 12,36 38,74 | 79,04
4 73,41 5,41 67,53 | 82,84
T4-T3 1 50,32 13,45 32,13 | 67,28
2 62,31 13,02 38,563 | 75,85 |<0,001*
3 68,25 10,55 56,15 | 84,96
4 87,40 4,48 77,22 | 92,58
* p<0,05

n= numero de amostras

Para melhor estudar as diferencas em relagéo aos fatores tempo e grupos,
foram feitas comparagbes multiplas para as médias utilizando o método Dunnett

conforme demonstrado na Tabela 4.
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Tabela 4 — Resultado do teste de comparag&o multipla de Dunnet para valores de reducao
percentual de area da ferida entre os grupos (n=9)

Diferengas entre | Significancia
medias p
(I-J)
Periodo |(1) GRUPO|J) GRUPO

T2-T1 1 2 -23,32 0,002*
3 -25,03 0,001*
4 -29,19 <0,001*

2 3 -1,70 0,980

4 -5,86 0,183

3 4 -4,15 0,716

T3-T2 1 2 -5,37 0,935

3 -15,33 0,084

4 -24,03 0,001*

2 3 -9,96 0,535
4 -18,65 0,023*

3 4 -8,69 0,350

T4-T3 1 2 -11,99 0,337
3 -17,93 0,037*
4 -37,08 <0,001*

2 3 -5,94 0,860
4 -25,09 0,002*
3 4 -19,15 0,002*

* p<0,05

| = Grupo referéncia
J = Grupo comparado
n = numero de amostras

A andlise entre os tempos T2-T1 para todos os grupos, ja descritas na
Tabela 2 permanece inalterada.
No intervalo de tempo T3-T2, o grupo G4 continuou apresentando reducéo

das areas das les6es em relagéo ao grupo G1 e ao G2.

No intervalo de tempo T4-T3, a reducéo das areas das lesdes do grupo G4
em relagéo a dos outros grupos foi significante. Neste periodo o grupo G3 apresenta

uma redugao das areas também significantes em relagao as areas do grupo G1.
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5.3 Avaliagao histomorfolégica

Devido a dificuldades durante o processo de preparacgao histolégica, alguns
espécimes nao puderam ser analisados e foram utilizadas sete amostras por grupo.

Em todos os grupos a regido correspondente a ferida apresentava-se
recoberta por epitélio pavimentoso estratificado ortoqueratinizado, de menor
espessura que o epitélio adjacente. Na derme, desprovida de anexos cutaneos, a
regido era preenchida por tecido de granulagdo. Este era composto por fibras
colagenas mais delicadas que as observadas no conjuntivo sadio, fibroblastos
jovens, vasos sanglineos neoformados e células inflamatérias.

Observou-se que nas feridas que receberam o tratamento com o laser
houve maior proliferacao fibroblastica, menor edema, formagéo mais acentuada de
novos vasos sangiineos mostrando um tecido conjuntivo mais organizado, rico em
fiboras coldgenas orientadas paralelamente a superficie da ferida, quando
comparadas as do grupo controle.

O grupo G1 apresentava junto a borda da ferida proliferacao epitelial visivel.
Houve evidéncias de edema em alguns espécimes, areas de hemorragia. Em
regides mais profundas notou-se a presenca de alguns neutréfilos e um numero
consideravel de fibroblastos. Foram evidenciados também alguns macréfagos e
células mononucleadas (Figura 20a-b).

O grupo G2 demonstrava tecido cicatricial revestido por epitélio integro,
queratinizado, mais delgado em sua regido central. Subjacente a esta area
observou-se nitida proliferacdo vascular. Foi observada pouca quantidade ou

auséncia de fenOmenos exsudativos plasmaticos. Foram evidenciados macrofagos



69

em maior quantidade e tecido de granulagdo. Notou-se grande numero de
fibroblastos, principalmente nas areas periféricas (Figura 21a-b).

O grupo G3 quando comparado aos grupos controle e G2 apresentou em
varios espécimes um menor edema, orientagdo de fibroblastos paralela no sentido
da epiderme, processo de formacado vascular mais evidente e uma maior presenca
de células inflamatoérias determinando, portanto uma fase proliferativa e reparativa
mais acentuada. Na maioria das amostras o epitélio recobria totalmente a ferida
(Figura 22a-b).

O grupo G4 indicou uma maior aceleragcdo de cicatrizagdo em todos os
espécimes analisados em relagdo aos outros grupos, principalmente em relagdo ao
G1 e G2. Foi observado um maior processo de formagdo vascular, infiltrado
inflamatério demonstrando tecido de granulacdo e proliferacdo de fibroblastos
semelhantes aos do grupo G3. Notou-se organizacdo paralela dos fibroblastos no

sentido da epiderme (Figura 23a-b).



70

Figura 20 - Grupo G1 - a) aspecto histologico da amostra demonstrando tecido epitelial e
conjuntivo com aumento original de 100x; b) aspecto histolégico caracterizando edema,
vasos (<), células inflamatérias (»), fibroblastos (<), com aumento original de 400x
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Figura 21 - Grupo G2 - a) aspecto histologico da amostra demonstrando tecido epitelial e
conjuntivo com aumento original de 100x; b) aspecto histolégico caracterizando vasos (<),
células inflamatérias () e fibroblastos (<), com aumento original de 400x
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Figura 22 - Grupo G3 - a) aspecto histologico da amostra demonstrando tecido epitelial e
conjuntivo com aumento original de 100x destacando o epitélio diferenciado com suas
camadas; b) aspecto histolégico caracterizando menor edema, vasos sanguineos (<),
células inflamatérias (<) e fibroblastos (<), com aumento original de 400x
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Figura 23 - Grupo G4 - a) aspecto histologico da amostra demonstrando tecido epitelial e
conjuntivo com aumento original de 100x onde se observa orientacdo celular no tecido
conjuntivo e presenca de fibras colagenas; b) aspecto histolégico caracterizando menor
edema, vasos sanguineos (<), células inflamatorias (<) e fibroblastos (<), com aumento
original de 400x
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Devido a dificuldades durante o processo de preparacgao histolégica, alguns

espécimes nao puderam ser avaliados e foram utilizadas sete amostras por grupo.

Para comparagéo da contagem das estruturas celulares (Apéndice E) entre

os grupos foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e os resultados sao

observados na tabela abaixo, assim como os dados da estatistica descritiva.

Tabela 5 — Resultado do teste de Kruskal-Wallis para a comparagao das variaveis vasos
sanglineos, fibroblastos e células inflamatorias entre os grupos (n=7)

Grupo [Minimo Maximo Média Desvio p
padrao
Vasos 1 1 3 1,86 0,69 |0,006*
sanglineos 2 2 3 2,43 0,53
3 2 5 3,00 1,00
4 2 6 4,14 1,34
Fibroblastos 1 32 43 38,86 4,05 |0,033*
2 35 49 41,86 5,49
3 40 50 46,86 3,23
4 33 50 42,43 6,21
Células 1 4 7 5,57 0,97 |<0,001*
Inflamatorias 2 6 10 8,00 1,73
3 11 14 12,57 1,27
4 6 12 9,43 2,44
* p<0,05

Entretanto, ndo foi possivel determinar onde esta a diferenca entre os

grupos. A comparagédo dos grupos dois a dois realizada utilizando o teste Mann-

Whitney, € observada a seguir na Tabela 6.



Tabela 6 — Resultados do teste Mann-Whitney para a comparagéo das variaveis vasos
sanglineos, fibroblastos e células inflamatérias entre os grupos

Diferenga | Mann- p
entre | Whitney
grupos U

Vasos 1-2 13,50 | 0,165
sanglineos 1-3 8,00 | 0,038
1-4 3,50 | 0,004*
2-3 16,00 | 0,318
2-4 6,50 | 0,017*
3-4 12,00 | 0,128
Fibroblastos 1-2 16,00 | 0,318
1-3 3,50 | 0,004*
1-4 14,50 | 0,209
2-3 8,50 | 0,038*
2-4 21,00 | 0,710
3-4 12,50 | 0,128
Células 1-2 550 | 0,011*
inflamatérias 1-3 0,00 0,001*
1-4 3,00 | 0,004*
2-3 0,00 | 0,001*
2-4 15,00 | 0,259
3-4 6,00 | 0,017

* p<0,05
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6 DISCUSSAO

6.1 Aspectos gerais do laser da baixa poténcia

O estudo do mecanismo de reparagcdo de tecidos tem sido através dos
tempos, nas areas biomédicas, objeto de muitas pesquisas, na busca de
esclarecimentos dos mecanismos que poderiam interagir no processo de
cicatrizagao de tecidos lesados.

No que concerne ao protocolo de irradiagéo, ha varios trabalhos na literatura
que procuram abordar a aceleracao da cicatrizagdo associando dose, frequéncia e
numero de irradiagdes.

Foram utilizadas neste trabalho doses de 3,8 J/cm? e poténcia de 15 mW,
parametros considerados baixos pela literatura e j@ empregados por outros autores,
porém sem apresentar metodologia que determinasse o mecanismo pelo qual o
laser favoreceu a epitelizacdo mais rapida de lesbes provocadas no dorso de ratos
(OLIVEIRA; SOTTO-MAIOR; FERNANDES, 2005).

Autores que empregaram em suas pesquisas doses muito mais altas que as
preconizadas pela literatura ou protocolos existentes mostraram que houve inibigdo
da biomodulagéo celular (PUGLIESE et al., 2003; VAN BREUGEL; BAR, 1992).

Trabalhos em que foram utilizadas as doses muito baixas nao
demonstraram acgéo efetiva da irradiagdo do laser de baixa poténcia (HALL et al.,
1994).

Foram observados trabalhos que estudaram a freqléncia e namero de
irradiacbes (MENDEZ et al.,, 2004; NASCIMENTO et al.,, 2004; POURREAU-
SCHNEIDER et al., 1989; SCHINDL et al., 2003; VAN BREUGEL; BAR, 1992) e

sugerido em outras pesquisas que apenas uma irradiagdo n&o seria suficiente para
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alcancar algum efeito celular (ANNEROTH et al., 1988; CONLAN; RAPLEY; COBB,
1996).

Evidéncias da possibilidade de surgirem efeitos sistémicos pela exposicao a
luz também foram relatadas na literatura. Observou-se que ndo ha a necessidade de
irradiagao direta da lesdo ou tecido alvo para conseguir-se acao terapéutica do laser
de baixa intensidade (BRAVERMAN et al., 1989; HOPKINS et al., 2004).

Apesar de a literatura apresentar numerosos estudos e trabalhos
confirmando a utilizagdo do laser de baixa poténcia na terapéutica de biomodulagéo,
observa-se ainda nao existirem parametros considerados ideais para sua aplicagao,
havendo, portanto a necessidade de maiores investigagdes cientificas (CONLAN;
RAPLEY; COBB, 1996; GENOT; KLASTERSKY, 2005; KREISLER et al., 2003;
SCHINDL et al., 2001; STRANG; MOSELEY; CARMICHAEL, 1988; WALSH, 1997;

WOODRUFF et al., 2004).

6.2 Analise clinica, biométrica e histomorfométrica

Avaliando os resultados obtidos neste estudo, observou-se sob o ponto de
vista clinico, biométrico e histomorfométrico, que as feridas dos grupos irradiados,
comparadas as feridas do grupo controle, demonstraram processo de reparag¢ao
mais adiantado.

Na analise clinica das feridas dos grupos irradiados G2, G3 e G4, o
processo de reparagdo apresenta mais evoluido que o das feridas controles do
grupo G1, fato este que corrobora com os resultados de Bisht et al. (1994); Garcia
(1992); Garcia, Okamoto e Kina (1996); Mester, Mester e Mester (1985) e Ribeiro et

al. (2002). Alguns autores, como Braverman et al. (1989), ndo encontraram
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diferencas significativas entre grupos irradiados com laser de baixa poténcia e
grupos que nao receberam tratamento, talvez pelo fato de terem utilizado o
antibiotico tetraciclina na agua fornecida aos animais durante seus experimentos.

Observou-se que para todos o0s grupos, clinicamente existiu um decréscimo
no tamanho da ferida em decorréncia do processo de cicatrizagdo ao longo do
tempo, o que também foi observado por outros autores (ANNEROTH et al., 1988;
BISHT et al., 1994; HOPKINS et al., 2004; LONGO et al., 1987; RIBEIRO et al,,
2002; SENDA et al., 1992).

Foi observada apdés 48 horas a presenca de crosta em todas as feridas
embora as do grupo controle mostraram-se mais finas, fato este também observado
por Garcia (1992), que utilizou laser de AsGa, 904 nm, poténcia de 10 W. Entretanto,
as feridas dos grupos G2, G3 e G4 mostraram neste mesmo periodo os bordos e a
porcédo central bem mais seco e em alguns animais até mesmo um inicio de
descolamento dos bordos e crosta mais escurecida.

Aos sete dias foi observado descolamento a partir dos bordos das feridas do
grupo controle, fato corroborado nas experiéncias de Anneroth et al. (1988), que
descreveram que a perda da crosta ocorreu entre seis e 12 dias e de Garcia (1992),
Garcia, Okamoto e Kina (1996) e Hall et al. (1994). As feridas dos grupos G2
mostraram bordos delgados e secos, porém as dos grupos G3 e G4 comparadas
com as do grupo controle e G2 demonstraram diferenga clinica significante e perda
de suas crostas na maioria das feridas.

Nossos resultados estdo de acordo com Anneroth et al. (1988), Garcia
(1992), Hall et al. (1994) e Pugliese et al. (2003), quando também ressaltaram que

tanto as feridas que foram irradiadas quanto as do grupo controle, né&o
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demonstraram sinais evidentes de infeccdo e de sangramento, durante todo o
periodo experimental de dez dias de pds-operatorio.

Do ponto de vista da analise biométrica quanto a redugao percentual das
areas das feridas, observou-se que todas as feridas, tanto as irradiadas quanto as
que nao receberam tratamento sofreram decréscimo nas suas areas. Este fato esta
de acordo com Braverman et al. (1989), Garcia (1992), Longo et al. (1987), Rezende
(2001) e Senda et al. (1992). Alguns autores observaram em seus experimentos que
houve reducéo das areas das feridas-controle e das irradiadas, mas pelo fato das
mesmas terem sido realizadas no mesmo individuo, sugerem que o laser possa ter
agido sistemicamente influenciando os resultados (HOPKINS et al., 2004; RIBEIRO
et al., 2002). Entretanto observou-se que existem trabalhos que ndo demonstram
diferencas de reducao entre as feridas submetidas ou ndo a LLLT (ANNEROTH et
al., 1988; HALL et al., 1994).

Ao final do experimento que durou dez dias, as feridas controles
apresentaram reparacao bem evoluida, fato este também observado por Anneroth et
al. (1988). As feridas dos grupos G2 e G3 mostraram-se semelhantes quando
comparadas entre si e as do grupo G4 apresentaram em sua maioria completa
reparagéo, conforme observado em Bisht et al. (1994), que demonstraram em seus
resultados epitelizacdo completa aos nove dias. Ja nos trabalhos de Ribeiro et al.
(2004), ao final de dez dias os autores relatam reepitelizagdo acentuada tanto nos
grupos irradiados quanto no grupo sem tratamento.

Na analise da redugéo percentual do tamanho das feridas obtida através do
célculo da diferenca entre o tamanho das feridas em cada um dos tempos (T2, T3 e
T4), sempre em relagdo ao tempo inicial T1, nossos resultados demonstraram que

no tempo T2-T1, conforme esperado nédo ha diferencas significativas na evolugéo da
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cicatrizacao das lesbes entre os grupos G2, G3 e G4, uma vez que todos receberam
aplicagéo do laser em T1 e o desvio padrdo dos grupos irradiados foi menor que o
controle. Talvez seja possivel afirmar que a evolugdo da cicatrizagcdo observada
nestes grupos foi mais homogénea, mais previsivel e menos sujeita as
particularidades de cada individuo. No tempo T3-T1, o desvio padrao dos individuos
do grupo G2 aumentou, o qual foi interrompido o tratamento, o mesmo acontecendo
com G3. Enquanto o grupo G4 apresentou desvio padrdo menor, conforme
observado por Garcia (1992), Rezende (2001) e Ribeiro et al. (2002), talvez
demonstrando que a continuagédo do tratamento ainda seria de fato recomendada.
No tempo T4-T1, por ocasido da ultima avaliacao da redugdo acumulada das areas
feridas, observou-se que decorridos dez dias, mesmo 0s grupos que nao receberam
trés aplicagdes de laser ndo apresentaram desvios padrédo elevados na evolugéo
das feridas, ou seja, as particularidades dos elementos dos grupos ndo s&o mais tao
evidentes, entretanto diferencas estatisticamente significantes foram observadas
entre as feridas do grupo controle e do grupo G4, fato este também ocorrido no
trabalho de Ribeiro et al. (2002), que observaram reducdo da area das lesdes
irradiadas no dorso de ratos no terceiro, sétimo, décimo, 14° e 17° dias pds cirurgia.
Na segunda analise que comparou a redugéo percentual dos tamanhos das
feridas nos instantes T em relagdo aos instantes T-1, ou seja, foi comparada a
reducdo de T2 em relagdo a T1, T3 comparado com T2 e T4 com T3, os resultados
demonstrados em nosso trabalho confirmam que a andlise entre os tempos T2-T1
para todos os grupos permanece inalterada, ou seja, os grupos irradiados obtiveram
beneficios em relacdo ao grupo controle, conforme relatado anteriormente. No
intervalo de tempo T3-T2, o grupo G4 continuou apresentando reducao

estatisticamente significante das areas das lesdes em relagdo ao grupo controle,
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porém foi observado que o grupo G3 em que eram esperados resultados
semelhantes aos do G4, nao ficou dentro de um patamar significativo, apesar de
apresentar reducdo. O grupo G2 ndo apresentou uma reducgdo significativa das
areas das les6es em relacao ao grupo G1 em funcao de néo ter sido submetido ao
laser na segunda visita, sugerindo que a interrupgao do tratamento apds a primeira
aplicagdo do laser possa ser prematura. Esperava-se que os grupos G3 e G4
apresentassem evolugcao semelhante em relagdo ao G2 neste periodo, o que nao foi
observado. Somente o0 G4 mostrou reducao de area estatisticamente significante. No
intervalo de tempo T4-T3 o grupo G3 deixou de se beneficiar devido a interrupgao da
aplicagédo do laser, o que nos parece licito afirmar que trés aplicacdes sejam mais
eficazes que apenas duas e que uma aplicacdo nao seria o suficiente para a
obtencdo de resultados estatisticamente significativos, conforme observado em
trabalhos citados na revisdo de literatura (ANNEROTH et al., 1988; CONLAN;

RAPLEY; COBB, 1996).

Baseado nos trabalhos de Pourreau-Schneider (1989), acredita-se que a
maior contracdo das feridas dos grupos irradiados observada pela diminuicdo de
suas areas seja devido a acéo do laser a nivel celular. Conforme seus resultados e
conclusées, a formagcdo e funcdo dos fibroblastos s&o alteradas pelo laser
promovendo modificagdes intracitoplasmaticas. Este autor observou diferenciacao
celular do fibroblasto normal em miofibroblastos, que apresentam além da

competéncia de formacao de fibras, a de contragédo da ferida.

Nas analises histomorfolégica e histomorfométrica das amostras
correspondentes ao décimo dia apds cirurgia, sob microscopia de luz, observou-se
proliferacao fibroblastica, formacao de vasos sanglineos e tecido de granulacao,

representado pela presenca de células inflamatérias, em todos os grupos, embora
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em nosso trabalho observamos que para todas as variaveis nos grupos irradiados ha

significancia estatistica comprovando a ag¢ao do laser.

Quando se comparam os grupos irradiados com o grupo controle observa-
se que os grupos G3 e G4, que foram submetidos a duas e trés aplicagdes do laser
respectivamente, apresentaram um numero estatisticamente superior de vasos
sanguineos, fato este concorde com os resultados de varios autores (BISHT et al.,
1994; CHOMETTE et al., 1987; GARCIA; OKAMOTO; KINA, 1996; MENDEZ et al.,
2004; POURREAU-SCHNEIDER et al., 1989; RIBEIRO et al., 2004). O grupo G2
nao apresentou significancia em relagdo ao G1, resultado semelhante aos obtidos
nos trabalho de autores pesquisados (ANNEROTH et al., 1988; CONLAN; RAPLEY;
COBB, 1996; VAN BREUGEL; BAR, 1992). Estes autores concluiram que apenas
uma aplicacdo nao seria suficiente para a obtencédo de resultados satisfatérios. A
importancia do aumento da vascularizagédo nos processos de cicatrizagdo esta no
fato de servir como fonte de nutrientes e oxigénio, além de meio de conducado de
células fibroblasticas contribuindo para o processo cicatricial (MESTER; MESTER,;

MESTER, 1985).

As pesquisas mostram resultados significantes em relacao a proliferacao de
fibroblastos,quando se utiliza o laser de baixa poténcia acelerando a cicatrizagcédo de
feridas cutaneas (NASCIMENTO et al., 2004). Pesquisas in vitro realizadas por
Almeida-Lopes (1999), Kreisler et al. (2003) e Lubart et al. (1993), demonstraram a
eficacia do laser de baixa poténcia na proliferagéo de fibroblastos. De acordo com os
trabalhos de Van Breugel e Bar (1992), que utilizaram tempos de irradiacéo entre
trinta segundos e dois minutos, o numero de fibroblastos apresentou-se maior no
grupo irradiado em relacédo ao controle quando compararam poténcia e tempo de

aplicagdo. Em nosso trabalho, todos os grupos irradiados apresentaram proliferagéo
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de fibroblastos superior ao grupo controle, resultados semelhantes encontrados nos
trabalhos de Demir et al. (2004), que observaram um maior numero de fibroblastos
no décimo dia de seus experimentos, utilizando doses de 1 J/cm? por dez dias
consecutivos. Ja nos trabalhos de Garcia, Okamoto e Kina (1996), os autores
relataram aumento de fibroblastos nos grupos irradiados e observados no sétimo dia
pos-cirtrgico utilizando dose de 3 J/cm? semelhante & dose empregada nesta
pesquisa. Em nossos resultados, apenas o grupo G3 demonstrou diferenca
estatisticamente significativa em relagcdo ao grupo controle e ao G2. Considerando
que os fibroblastos sintetizam colageno, elastina, proteoglicanas e glicoproteinas
estruturais, sendo a célula mais comum no tecido conjuntivo e a principal
responsavel pela formacao de fibras e de material intercelular amorfo (JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 1995) os resultados obtidos da analise biométrica dos grupos irradiados
sdo fortalecidos com os resultados histolégicos descritos. Segundo resultados
observados nos trabalhos de Pourreau-Schneider et al. (1989), o efeito de
bioestimulagdo do laser no crescimento de fibroblastos ap6s uma unica irradiagéo,
foi considerado satisfatério comparado com o grupo que ndo recebeu tratamento,
porém quando foram feitas duas ou trés aplicagdes houve uma maior proliferagao,

resultados estes de acordo com nossas avaliagdes.

A utilizacdo do laser pode levar a uma aceleragdo no processo de
cicatrizacdo de lesbes, devido a redugdo na duragdo da inflamagdo aguda,
derivando em uma entrada mais rapida no estagio proliferativo de reparo, quando o
tecido de granulagéo é produzido. O aumento da inflamagéo discorda da literatura,
apesar de nas outras analises ter sido observado o melhor reparo. Isso pode ter
ocorrido pelo fato das células inflamatorias, tanto crénicas como agudas terem sido

contadas de maneira conjunta. A mais rapida cronificagdo da inflamagdo em nosso
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estudo nao foi observada porque utilizou apenas um periodo de sacrificio. Mudancgas
na metodologia, reduzindo-se os periodos de observacado e sacrificando-se os
animais para obtencéo de cortes histoldégicos no inicio do reparo, especialmente nas
primeiras 48 h poderiam indicar com maior precisdo a evolugdo da inflamacao e

suas modificagbes com o uso do laser.

O aumento da microcirculagao local origina um maior surgimento de vasos
sanguineos na regiao irradiada, com consequente aumento de elementos de defesa,
assim como efeito sobre o trofismo local provocando um aumento na capacidade
fagocitaria pelo aumento de macrofagos na area afetada (KARU et al., 1989). Na
analise das células inflamatérias encontramos diferengcas estatisticamente
significantes nos trés grupos irradiados em relacdo ao grupo controle. Trabalhos
como de Demir et al. (2004), ndo encontraram resultados significativos talvez pelo
fato de os autores utilizarem doses de 1 J/cm?. Outros autores ndo observaram
efeitos bioloégicos significantes do laser talvez por realizarem seus experimentos em
um mesmo animal, ou seja, executaram as feridas controles e as experimentais em
um mesmo espécime, demonstrando o efeito sistémico do laser (HALL et al., 1994;

HOPKINS et al., 2004).

Observou-se que nas feridas que receberam o tratamento com o laser
houve maior proliferacao fibroblastica, menor edema, formagdo mais acentuada de
novos vasos sanglineos mostrando um tecido conjuntivo mais organizado em
relagdo ao grupo controle, rico em fibras colagenas orientadas paralelamente a
superficie da ferida, resultados corroborados por varios autores (GARCIA, 1992;
GARCIA; OKAMOTO; KINA, 1996; MENDEZ et al.,, 2004; NASCIMENTO et al.,
2004). Ficou evidente que os grupos que receberam duas e/ou trés aplicagdes do

laser mostraram resultados significantes em relagdo ao grupo que recebeu apenas
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uma aplicagdo (ANNEROTH et al., 1988; CONLAN; RAPLEY; COBB, 1996;
POURREAU-SCHNEIDER et al., 1989). A presenca de fibroblastos e angiogénese
acentuada podem aumentar a qualidade do tecido de granulagédo cicatricial,
condicao fundamental para migracao epitelial e contragéo da ferida (RIBEIRO et al.,

2004).
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7 CONCLUSOES

Mediante a metodologia empregada e a analise dos nossos resultados,

conclui-se que:

a) As feridas tratadas com laser de baixa poténcia no invisivel
demonstraram processo de reparagdo diferenciado, com maior
diminuicédo percentual de suas areas;

b) O numero de aplicagdes do laser influenciou diretamente o
progresso de reparac¢ao, sendo o protocolo de trés aplicagdes, o

mais efetivo.
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ANEXO A - Comité de Etica: protocolo 032/2005-CEA

UNIVERS[I?ADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
PRO-REITORIA DE PESQUISA
Comité de Etica na Experimentaciio Animal

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 032/2005-CEA sobre “EFEITOS DO LASER DE
BAIXA  INTENSIDADE SOB  DIFERENTES  PROTOCOLOS DE
ADMINISTRACAO, NO REPARO DE FERIDAS CUTANEAS EM RATOS" sob a
responsabilidade de Dra. Sonia Sotto-Maior Fortes Garcia Rodrigues, esti de acordo
com os Principios Eticos na Experimentagio Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro
de Experimentagio Animal (COBEA), e foi aprovado pela COMISSAO de ETICA NA
EXPERIMENTACAO ANIMAL (CEEA) da PRO-REITORIA DE PESQUISA/UFIF,
em reunifio realizada em 05/09/2003.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 032/2005-CEA sobre “EFEITOS DO LASER DE
BAIXA INTENSIDADE SOB DIFERENTES PROTOCOLOS DE
ADMINISTRACAO, NO REPARO DE FERIDAS CUTANEAS EM RATOS” - Dra.
Sonia Sotto-Maior Fortes Garcia Rodrigues is in agreement with the Ethical
Principles in Animal Research adopted by Brazilian College of Animal
Experimentation (COBEA) and was approved by the PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFJF - ETHICAL COMMITTEE FOR ANIMAL RESEARCH
(CEEA) in 05/09/2005,

Juiz de Fora, 05 de setembro de 2005

e lee Ve sifc

Presidente/CEEA Secretario/CEEA
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APENDICE A - Medidas das areas das feridas do grupo G1

Area Area
Ferida Média Ferida Média
Grupo Rato Periodo (mmz) (mmz) Rato Periodo (mmz) (mmz)
48,996 50,952
| 49,573 49,274 | 50,477 50,734
49,252 50,772
33,316 37,497
Il 33,883 33,408 Il 38,244 37,701
1 33,024 6 37,363
17,543 14,942
11l 17,572 17,647 1l 14,894 14,722
17,825 14,330
8,901 9,642
v 8,549 8,760 v 9,251 9,402
8,831 9,312
55,672 45,975
| 56,942 56,322 | 47,665 46,954
56,352 47,223
33,951 32,986
1l 33,409 33,707 Il 33,146 33,131
33,762 33,261
2 19,826 7 13,490
11l 19,348 19,583 1 13,997 13,802
19,576 13,920
7,426 8,026
v 7,381 7,415 v 8,273 8,075
7,436 7,927
65,022 0,000
| 65,221 65,271 | o% 0,000
65,570 0
43,580 {étf
Il 42,727 43,421 @
43,955
G1 3 30,122 8
1 30,703 30,222
29,840
9,754
v 9,786 9,888
10,123
59,760
| 59,247 59,298 | 51,770 51,792
58,888 51,465
33,239 41,284
Il 33,893 33,685 Il 41,146 41,294
33,922 41,451
4 13,875 9 22,125
1l 14,057 14,171 11 21,798 22,012
14,580 22,112
9,844 8,885
v 9,459 9,617 v 8,831 8,977
9,549 9,216
52,638 48,868
| 53,469 53,156 | 48,515 48,624
53,360 48,489
42,990 46,645
1] 42,034 42,466 Il 46,453 47,015
42,374 47,947
S 15,577 10 29,471
1 15,125 15,216 11 29,462 29,679
14,946 30,103
9,129 10,325
v 9,299 9,233 v 10,354 10,448
9,270 10,665




APENDICE B - Medidas das areas das feridas do grupo G2

Area Area
Ferida Média Ferida Média
Grupo Rato Periodo (mmz) (mmz) Rato Periodo (mmz) (mmz)
55,544 53,010
| 55,752 55,843 | 53,344 53,347
56,233 53,687
28,506 28,573
Il 28,801 28,613 Il 28,583 28,626
1 28,532 6 28,721
10,780 11,409
1l 11,040 10,840 11 11,467 11,447
10,700 11,467
3,546 3,081
v 3,598 3,564 v 3,024 3,081
3,546 3,139
53,677 55,633
| 53, 53,613 56,708 55,901
53/% 55,361
Y 27,313
Il 26,300 27,024
27,458
2 7 10,928
1l 11,255 11,001
10,819
3,591
1\ 3,502 3,592
3,684
51,753
| 40,996 40,794 52,151 52,302
40,874 53,001
18,127 23,773
Il 17,899 18,066 Il 24,559 24,059
18,171 23,844
G2 3 6,836 8 18,325
1] 6,949 6,835 1] 17,383 17,894
6,721 17,973
2,710 4,303
1\ 2,674 2,671 1\ 4271 4,321
2,629 4,390
58,785 50,262
| 58,779 58,897 | 49,865 50,097
59,125 50,163
30,719 25,960
Il 31,963 31,311 Il 25425 25,657
31,251 25,585
4 15,632 9 11,079
1 15,654 15,503 1] 11,123 11,075
15,221 11,024
3,899 5,999
v 4011 3,977 v 6,051 6,015
4,021 5,996
47,675 54,793
| 47,088 47,476 | 54,944 54,902
47,665 54,970
21,256 27,563
Il 21,343 21,248 Il 26,890 27,242
21,144 27,272
S 12,178 10 6,827
1 12,618 12,448 1 6,814 6,846
12,547 6,897
5,204 4,181
1\ 5236 5,245 1\ 4,326 4,208
5,294 4,117




APENDICE C - Medidas das areas das feridas do grupo G3

Area Area
Ferida Média Ferida Média
Grupo Rato Periodo  (mm?) (mm?) Rato Periodo (mm?) (mm?)
52,568 48,332
| 52,305 52,609 | 48,617 48,457
52,953 48,422
33,505 23,199
1] 32,700 32,939 Il 23,289 23,146
1 32,610 6 22,949
20,451 4,787
1] 19,903 20,180 ] 4,868 4,851
20,185 4,900
7,022 2,087
\Y) 6,814 6,937 \Y 2,097 2,063
6,974 2,004
55,088 50,240
| 55,181 55,078 | i%%i 49,783
54,963 7
24,854 4
I 25325 24,806 IIO% 094 25
2 24,238 7 \\)§§ 25,2%%@
6,949 > 4,60\
1] 6,907 6,954 1l 4,661
7,006 3
3,107 1645
\Y 3,033 3,049 @ 1,671 1,673
3,008 1,703
48,784 57,679
| 48,829 48,792 | 57,285 57,386
48,762 57,195
23,892 26,528
1] 23,728 23,817 I 25,979 26,211
23,831 26,127
G3 3 9,838 8 8,369
1] 9,629 9,749 1] 8,484 8,451
9,780 8,501
2,944 3,450
\Y) 3,072 3,002 \Y) 3,540 3,519
2,992 3,566
52,279 53,767
| 52,132 52,217 | 54,017 53,937
52,241 54,027
22,712 20,865
1] 22,221 22,474 Il 21,365 20,984
22,487 20,721
4 9,860 9 5,233
1] 9,597 9,691 1] 5,377 5274
9,616 5,211
1,821 0,808
\Y) 1,808 1,833 \Y 0,798 0,793
1,869 0,773
49,615 50,955
| 51,003 50,098 | 50,394 50,632
49,676 50,548
25,495 21,817
1] 26,274 25,905 Il 22,080 21,947
25,944 21,942
5 10,181 10 5,987
1] 10,107 10,098 1] 5961 5,898
10,008 5,746
2,434 2,097
\Y 2,325 2,376 \Y 2,052 2,071
2,370 2,065




APENDICE D - Medidas das areas das feridas do grupo G4

Area Area
Ferida Média Ferida Média
Grupo Rato Periodo (mmz) (mmz) Rato Periodo (mmz) (mmz)
49,291 49,743
I 48,858 49,126 | 48,852 49,189
49,230 48,973
19,679 22,350
1] 19,643 19,710 1] 23,017 22,746
1 19,807 6 22,872
4,284 7,436
1] 4120 4,174 " 7,516 7,387
4,117 7,208
0,481 0,827
\Y) 0,468 0,476 \Y 0,818 0,827
0,478 0,837
53,799 54,979
52,218 53,261 | 55,319 55,143
53,764 55,130
24,084 21,493
1] 24,331 24,467 Il 21,782 21,631
24,985 21,618
2 6,666 7 6,705
1l 6,721 6,673 11 6,971 6,788
6,631 6,689
1,020 0,738
v 1,055 1,050 v 0,760 0,759
1,074 0,779
56,477
I 57,262 57,014
57,304
29,664
1] 29,580 29,501
29,260
G4 3 6,769 8
1l 6,573 6,710
6,788
0,510
v 0,484 0,498 1,292 1,285
0,500 1,311
60,350 49,823
60,931 60,347 | 50,868 50,542
59,760 50,936
25,354 26,967
1] 26,037 25,577 Il 26,938 27,066
25,341 27,294
4 7,798 9 4,512
I 7,500 7,603 11 4,775 4,644
7,510 4,646
0,738 0,487
v 0,750 0,733 \Y 0,478 0,477
0,712 0,465
51,221 53,777
I 51,458 51,318 | 53,835 54,043
51,276 54,518
18,191 19,143
1] 18,521 18,171 Il 19,072 18,836
17,803 18,293
5 5,833 10 4,656
1l 5836 5,852 11 4,871 4,739
5,887 4,691
1,356 0,657
v 1,328 1,333 v 0,670 0,654

1,315 0,635




APENDICE E - Contagem das estruturas celulares

97

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
\Y F Cl ) F Cl )Y F Cl \Y F Cl
2 45 7 4 47 5 2 49 17 3 42 11
1 45 7 3 45 7 4 48 11 3 43 13
1 2 36 11 1 3 47 9 1 6 50 22 1 2 46 14
2 35 6 2 45 9 4 46 15 4 47 11
2 50 8 2 47 8 2 47 8 2 45 11
1 43 7 3 46 6 2 45 14 2 45 11
4 40 6 1 45 7 3 44 9 3 48 12
3 45 4 EX | 3 41 8 4 47 11 2 49 11
2 2 41 3 2 3 50 11 2 3 48 11 2 3 46 12
3 30 10 4 43 11 2 47 9 3 47 12
2 16 7 1 46 7 5 47 10 2 48 11
3 18 7 2 44 6 3 50 15 2 45 10
2 36 3 3 28 8 6 41 14 1 55 11
3 36 5 4 47 10 EX 5 50 9 3 51 15
3 3 36 4 3 3 50 11 3 5 49 12 3 3 50 12
1 33 7 3 43 11 4 46 15 8 47 12
3 35 5 1 46 7 4 51 15 4 49 11
2 37 4 2 44 6 7 37 10 7 50 10
3 45 5 2 51 6 3 48 13 4 45 6
3 42 4 3 49 6 3 49 12 4 37 7
4 3 38 8 4 3 47 9 4 2 51 10 4 4 41 7
4 40 6 1 50 6 3 45 15 5 31 12
3 42 4 2 49 6 2 46 15 4 41 8
5 40 5 2 46 5 2 47 11 5 43 9
3 39 4 3 38 11 3 50 13 7 43 6
3 37 3 EX | 2 35 7 5 47 10 7 45 7
5 2 37 5 5 3 40 10 5 2 53 11 5 8 28 8
1 36 2 3 40 12 4 48 13 7 32 6
2 36 4 3 42 10 3 47 11 5 41 9
2 35 6 3 42 7 3 45 10 5 35 9
1 42 5 3 44 11 2 51 16 3 26 5
2 40 6 4 46 11 3 52 12 5 27 5
1 42 7 3 45 10 3 50 11 7 28 5
6 1 43 5 6 1 45 14 6 3 50 14 6 4 40 8
1 41 7 2 48 9 2 46 14 6 40 8
1 43 6 1 47 8 2 48 12 6 36 7
1 36 9 4 35 5 7 39 16 0 0 0
2 40 11 1 40 9 2 42 17 0 0 0
EX 2 36 10 2 35 10 11 35 13 EX 0 0 0
7 1 35 8 7 3 38 14 7 5 38 12 7 0 0 0
2 33 7 3 35 11 2 43 12 0 0 0
2 33 8 2 37 13 2 45 10 0 0 0
0 0 0 4 35 11 0 0 0 6 49 9
0 0 0 3 37 11 0 0 0 5 47 10
EX 0 0 0 3 38 7 EX 0 0 0 7 45 16
8 0 0 0 8 5 37 10 8 0 0 0 8 3 46 10
0 0 0 2 36 8 0 0 0 5 45 8
0 0 0 1 37 9 0 0 0 5 48 9
1 42 8 0 0 0 3 51 14 0 0 0
1 40 6 0 0 0 3 52 12 0 0 0
2 43 4 EX [ O 0 0 3 51 15 EX 0 0 0
9 2 41 8 9 0 0 0 9 3 50 13 9 0 0 0
2 45 8 0 0 0 2 47 14 0 0 0
2 46 7 0 0 0 2 50 16 0 0 0
1 37 11 2 37 6 0 0 0 0 0 0
1 34 4 1 34 5 0 0 0 0 0 0
EX 1 33 5 2 36 6 EX 0 0 0 EX 0 0 0
10 0 0 0 10 1 37 7 10 0 0 0 10 0 0 0
0 0 0 1 35 5 0 0 0 0 0 0
0 0 0 3 35 6 0 0 0 0 0 0

V = vasos sanglineos; F = fibroblastos; Cl = células inflamatorias; EX = animal excluido
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