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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

As Ga: Laser de Arsénico-Galio

As Ga Al: Laser de Arsénico-Gélio-Aluminio

ATO : Azul de Toluidina-O

cm?: Centimetro quadrado

CO:: Laser de Di6xido de Carbono

C.O.: Comprimento de Onda dos Lasers

D.P.: Densidade de Poténcia dos Lasers

DNA: Acido Desoxirribonucléico

H.E.: Hematoxilina e Eosina

He-Ne: Laser de Hélio e Nebnio

Hz (Hertz): Unidade de medida de frequéncia, expressa a frequéncia de ciclo por

segundo: um ciclo por segundo

Joule: Unidade de Medida de Energia

LLLT: Laser terapéutico de baixo nivel de energia

LASER: Amplificacdo da luz por emisséo estimulada de radiacéo

mcg/ml: microgramas por milimetro

M.E.C.: Matriz extra celular

mm?: Milimetro ao quadrado

mW: Miliwatts, magnitude que indica a quantidade de energia por unidade de tempo

Nd:YAG: Neodimio, itrio-Aluminio-Garnete

nm: Nandmetro, bilionésima parte do metro, utilizado para medir comprimento de
onda

PAF: Fator de ativacéo das plaquetas

PDGF: Fator de crescimento derivado das plaquetas

RNA: Acido Ribonucléico

Watts (W): Unidade de medida de poténcia. 1 Watt € igual a 1 joule por segundo
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1 INTRODUCAO

Quando por acidente ou com finalidade cirdrgica provocamos a
dilaceracdo dos tecidos, ocorre uma sequéncia previsivel e ordenada de eventos
biol6gicos (POLLACK, 1979; PEACOCK e WINKLE, 1987).

Classicamente, a inflamacéo € dividida em trés fases: a fase da
inflamacédo, fase de formacdo de tecido de granulacdo com depédsito de matriz
extracelular e a fase de remodelacdo (CLARCK, 1993).

O grande cenério para reparagdo combina trés eventos: eustasia
(porque os vasos foram rompidos), inflamac&o (ocorreu uma injaria) e a reparagcao
propriamente dita, iSso porque com a injuria as estruturas foram lesadas ou
destruidas, e com isso devera ocorrer a reposicdo de tecidos por regeneracdo ou
por cicatrizacdo (McKNNEY, 1989).

A caracteristica basica da inflamacdo de um modo geral é sempre a
mesma, preencher espaco e sela-lo com uma cicatriz. Para MANJNO e JORIS
(1996), a forma como ocorrera a cicatrizacdo vai depender da presenca de
bactérias, do grau de suprimento sangiineo, da natureza da ferida (aberta ou
fechada), da quantidade de tecido morto para ser eliminado, do tipo de tecido lesado
e de outros fatores.

A situacdo mais favoravel para uma cicatrizacdo € quando a ferida
estd fechada, suturada e ndo infectada, conhecida como ferida incisional, em
oposicéao a ferida excisional, da qual um pedaco de tecido € removido.

A cicatrizacdo por primeira intencdo € uma ferida fechada né&o
infectada, como uma ferida cirdrgica incisional, em que as margens estao préximas
e 0 processo de cicatrizacdo evolui diretamente a producdo de uma cicatriz.

A cicatrizagcdo por segunda intencdo numa ferida aberta né&o
infectada, aquela em que a ferida é, primeiramente preenchida por tecido de
granulagédo que se contrai e torna-se uma cicatriz.

A cicatrizacdo retardada depende do aspecto da ferida (aberta ou
fechada), da presenca de bactéria e de fatores locais e sistémicos que iriam
influenciar no tempo da cicatrizacéo.

Com o avango da tecnologia nas areas meédicas e odontoldgicas,
surgiu o primeiro Raio Laser na Califérnia (USA) criado por Theodore Maiman em

1960, tendo como meio ativador o rubi, operado em 694,3 nm, e com iSSO uma nova
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expectativa no tratamento de prevencfes terapéuticas e tratamentos cirdrgicos. A
partir dessa conquista, surgiram o0s primeiros relatos e publicacbes sobre as
aplicacdes do Raio Laser utilizado para fotocoagulacdo em cirurgia de retina
(ZARET et al., 1963; KAPANY et al., 1963).

A palavra LASER é um acrénimo com origem na lingua inglesa,
Light Amplification by Stimuleted Emission of Radiation (amplificacdo de Luz por
Emissdo Estimulada de Radiacdo). O Laser emite uma radiacdo eletromagnética
nao ionizante, tratando-se de um tipo de fonte luminosa bastante distinta das demais
fontes luminosas como uma luz fluorescente ou lampadas comuns. A radiagcéo
emitida pelo Laser € monocromatica, ou seja, radiacdo com um Unico comprimento
de onda. Por se tratar de um uUnico comprimento de onda sua direcionalidade e a
obtencdo de alta densidade de energia encontram-se concentradas em pequenos
pontos. A radiacao do Laser pode ainda ser polarizada com o auxilio de dispositivos
opticos. As caracteristicas especiais dessa luz fazem com que ela tenha
propriedades terapéuticas importantes (Laser Terapéutico ou de Baixa Poténcia),
tais como ser utilizado em cirurgia, com vantagens superiores ao uso do bisturi
convencional como por exemplo, fazendo com que ocorra hemostasia durante o
procedimento cirargico (Laser Cirurgico ou de Alta Poténcia). O Laser de Baixa e de
Alta poténcias possuem suas radiacbes opticas com as mesmas caracteristicas,
porém com finalidades especificas.

O azul de toluidina é um corante catibnico metacromético, da familia
do grupo das tiazinas que cora seletivamente grupos acidos de componentes
teciduais, tais como acidos fosféricos, sulfuricos e carboxilicos. Apresenta afinidade
pelo DNA dos nucleos celulares e pelo RNA presente no citoplasma, que fixam o
corante e coram-se profundamente (WEISSMAN et al., 1952; RICHART, 1963).

O azul de toluidina como agente terapéutico foi usado pela primeira
vez em 1949, no tratamento de desordens hemorragicas. RICHART (1963) foi o
primeiro autor a propor o teste do azul de toluidina para evidenciacao e delimitagao

de alteracdes displasicas e neopléasicas.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tecido Conjuntivo

Os tecidos séo constituidos de células e matriz extracelular. A matriz
também chamada de intersticio é quase que inexistente em alguns tecidos e
abundantes em outros. Contém estruturas e moléculas importantes do ponto de vista
estrutural e funcional. (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999).

O tecido conjuntivo apresenta grande quantidade de material
extracelular sintetizado pelos diversos tipos celulares que o compdem.
Microestruturalmente o tecido conjuntivo é composto por fibras, células e substancia
fundamental amorfa banhado por liquido intersticial.

As principais fibras que compdem o tecido conjuntivo sé&o
constituidas por proteinas que se polimerizam formando estruturas alongadas
representadas por trés tipos principais: fibras colagenas, reticulares e elasticas. Os
diferentes tipos de fibras encontram-se desigualmente distribuidos pelos varios tipos
de tecidos conjuntivos. As fibras predominantes sdo responsaveis por propriedades
do tecido, como acontece no tecido elastico, uma variedade do tecido conjuntivo
dotado de grande elasticidade. As fibras coladgenas e as reticulares sao constituidas
por proteinas da familia dos colagenos. Existem na realidade dois sistemas de
fibras: o sistema colageno e o sistema elastico. O colageno é a proteina mais
abundante no organismo, pois, sendo produzido por diversos tipos celulares, se
distingue pela composi¢cdo bioquimica, pelas caracteristicas morfolGgicas, pela
distribuicdo e funcéo fisiologica. (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999).

2.1.1 As células do tecido conjuntivo

Algumas células do tecido conjuntivo se originam localmente,
enguanto outras, como os leucécitos, vém de outros locais e sdo habitantes
temporarios desse tecido. As células do tecido conjuntivo sdo as seguintes:
Fibroblastos, Macréfagos, Plasmdécito, Células Adiposas e Leucdcitos.

Os fibroblastos sintetizam as fibras colagenas, reticulares e
elasticas, bem como as glicoproteinas e proteoglicanas da matriz extracelular. Ha

dois tipos de fibroblastos, separados por tipos intermediarios. A célula em intensa
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atividade sintética tem morfologia diferente do fibroblasto que ja sintetizou muito e
que se situa entre as fibras por ele fabricadas. Geralmente as células mais ativas
sédo denominadas de fibroblasto e as células inativas de fibrécitos

Havendo um estimulo adequado, como nos processos de reparo
tecidual, os fibrocitos podem voltar a sintetizar fibras, reassumindo a estrutura de
célula metabolicamente ativa. Na cicatrizacdo dos ferimentos aparece uma célula
chamada miofibroblasto, com caracteristicas intermediarias entre o fibroblasto e a
célula muscular lisa. Esta célula tem morfologia de fibroblasto, mas contém a maior
quantidade de actina (microfilamentos) e miosina. Os miofibroblastos participam do
fechamento dos ferimentos pela contracdo da cicatriz formada. No tecido conjuntivo
adulto, o fibroblasto ndo se divide com frequéncia, entrando em mitose apenas
quando ocorre uma solicitagdo, como por exemplo, nas lesGes deste tecido
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999).

2.2 Cicatrizacao

Classicamente a inflamacdo € dividida em trés fases: a fase da
inflamacéo, fase de formacdo de tecido de granulagdo com depdsito de matriz
extracelular e a fase de remodelagédo (CLARCK, 1993).

O grande cenario para reparacdo combina trés eventos: hemostasia
(porque os vasos foram rompidos), inflamac&o (ocorreu uma injaria) e a reparacao
propriamente dita. Com a injuria as estruturas foram lesadas ou destruidas, devendo
ocorrer a reposicdo de tecidos por regeneracdo ou por cicatrizacdo (McKNNEY e
CUNNINGHAN, 1989).

A caracteristica basica da inflamacdo de um modo geral é sempre a
mesma. Para MAJNO e JORIS (1996), a forma como ocorrerd a cicatrizacao vai
depender da presenca de bactérias, do grau de suprimento sanguineo, da natureza
da ferida (aberta ou fechada), da quantidade de tecido morto para ser eliminado e do
tipo de tecido lesado.

A situacdo mais favoravel para uma cicatrizacdo € quando a ferida
estd fechada, suturada e né&o infectada, conhecida como ferida incisional, em

oposicéao a ferida excisional, da qual um pedaco de tecido € removido.
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2.2.1 Cicatrizagédo por Primeira Intencéo

Uma cicatrizacdo por primeira intencdo é quando uma ferida esta
fechada néo infectada, como uma ferida cirdrgica incisional, cujas margens estéo

proximas e o processo de cicatrizacdo evolui diretamente a producdo de uma

cicatriz.

2.2.2 A Cicatrizacao por Segunda Intencéo

Uma cicatrizacdo por segunda intencdo em uma ferida aberta, nédo
infectada, a lesdo € primeiramente preenchida por tecido de granulacédo levando a

uma contracao e se torna uma cicatriz.

2.2.3 Cicatrizacao Retardada

Causa:
- Formacéao deficiente de cicatriz
- Deiscéncia do ferimento e hérnias incisionais
- Formacéao excessiva de cicatriz
- Queldide (coberto por epitélio)
- Contracao excessiva
- Cicatriz de queimadura de 3° grau
Fatores que influenciam a cicatrizacao:
1. Locais
. Tipo, dimenséo e localizagéo do ferimento
. Vascularizacéo
. Infec¢éo (retarda a cicatrizacéo)
. Mobilizacao
2. Sistémicos
. ldade
. Nutricdo-jejum (menor sintese de colageno)
- Vitamina C (maior sintese de colageno)
- Zinco (estimula a cicatrizagéo)

. Disturbios hematoldgicos
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. Diabetes e aterosclerose

. Hormdnios — corticoides e cortisona (sintético): anti-inflamatoério
que dificulta a cicatrizacdo. (A acdo dos glicocorticoides € essencial para inibir a
regeneracdo de tecido conjuntivo. O uso atrasa o0 tecido de granulacdo e a
proliferacéo fibroblastica).

Diabetes (maior dificuldade de cicatrizacao).
Maior concentracdo de glicose no sangue dificulta a chegada dos
fatores de coagulacéo, ao local, dificultando o exercicio de suas funcdes.
Microangiopatia diabética: arteriolas comprometidas
Escaras decubito: demoram a cicatrizar. Fragilidade gerada pela
compressao que leva:
. menor aporte sanguineo arterial

. menor retorno venoso

Efeitos da cicatrizacao retardada
1. Benéficos
. Continuidade anatémica
2. Maléficos
. Perda de parénquima funcionante
. Interferéncia mecanica direta
- Sinéquias de queimados (perda de movimento)
- Febre reumatica: (lesdes nas valvulas que cicatrizam), reduzem
volume promovendo perda da capacidade passagem de sangue

. Interferéncia mecéanica indireta

2.2.3.1 Fase exsudativa

O rompimento de pequenos vasos sanguineos provocam no
ferimento extravasamento de sangue e também de fluidos teciduais que coagulam
na superficie da ferida, trazendo com ele ndo somente os elementos celulares como
também varias proteinas, das quais o fibrinogénio é muito importante. Na superficie
da lesé@o, uma rede de fibrina é formada juntamente com os fluidos teciduais. Tal fato

€ acompanhado de vasodilatacédo, seguido da saida de liquido do interior dos vasos,
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levando substancias e nutrientes que mais tarde serdo necessarios para 0 processo
de cicatrizacdo (VILJANTO,1984).

Sdo os mediadores que podem ser vasoativos, causando
vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular; e quimiotaticos para células
inflamatorias, atraindo-as para o local da lesdo tecidual. Os mediadores quimicos
podem ter duas origens: resposta inflamatoria de origem intravascular (plasmatica),
sendo ativada logo apés a lesdo do vaso; e os mediadores de origem plasmatica
gue incluem o sistema das cininas, o sistema complemento e o sistema fibrinolitico e
de coagulacao.

Segundo FONTANA (1996), podera haver liberacdo de varios
mediadores quimicos tais como: fator de ativacdo das plaquetas (PAF), fator de
crescimento derivado das plaquetas (PDGF), adrenalina, tromboxano, serotonina e
fatores complementares. Havera aumento das células inflamatérias aonde os
leucécitos polimorfonucleares chegam dentro de seis horas ap0s a injuria, além das
desintegracfes das células injuriadas e de restos de tecidos.

POLLACK (1979) mostra que em poucas horas a superficie da ferida
tornar-se-4 seca devido a coagulacdo sangiliinea e a evaporacdo da umidade. Esta

termina apos a remocao de todo material necrético da ferida (VILJANTO, 1964).

2.2.3.2 Fase proliferativa

Na fase proliferativa as células do tecido conjuntivo, assim como 0s
fibroblastos e seus progenitores mesenquimais, se dividem e invadem a cavidade da
ferida (VILJANTO, 1964; RUDOLPH et al.; 1977; LIPPER et al.; 1980). Dilatacdo e
aumento da permeabilidade de pequenos vasos sangliineos podem ser vistos ao
lado do tecido injuriado (RYAN e MAJNO, 1977; ROBBINS et al., 1984). O numero
de capilares aumenta e sdo mais numerosos entre 32 horas até o 8° dia apos a
execucdo da ferida (VILJANTO 1964; ROSS 1968; GABBIANI e MONTANDON,
1977; ROBBINS et al., 1984). A quantidade de vasos linfaticos também aumenta
simultaneamente e o tecido de granulacdo preenche a ferida gradualmente. Esta
fase se desenvolve 24 horas apdés a injaria e no maximo até o 14° dia (FONTANA,
1996).
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2.2.3.3 Fase de maturacao

A producdo de um novo tecido conjuntivo € de grande importancia. A
vascularizacdo e a celularizacdo do tecido injuriado diminuem enquanto a
quantidade de fibras colagenas € aumentada. Uma intensa proliferacao fibroblastica
e subsequente deposicédo de colageno intercelular resultam em uma maturacédo das
fibras de colagenos e, assim, a formacdo de uma cicatriz de tecido conjuntiva é
iniciada (VILJANTO, 1964; ROBBINS et al., 1984).

Imediatamente apds a injuria de um tecido, cria-se uma ferida, o
sangue migra e penetra no ferimento, e conseqiientemente uma rede de fibrina &
formada. Inicialmente esta é capaz de unir fracamente os bordos da ferida, e mais
tarde desenvolver importante papel na epitelizacdo e migracéo fibroblastica. Poucas
horas apds a realizagdo da ferida, o arranjo normal e ordenado das células epiteliais
€ rompido, ocorrendo mudancas na morfologia e funcéo das células epiteliais. Elas
ndo mais realizam a sua funcdo de formacdo de queratina e passam a processar
diferentes funcdes de multiplicacdo e migracéo celular. As células epiteliais se
orientam em sua migracao pela rede de fibrina que funciona como uma protegéao
sobre a qual as células migram sobre o ferimento (BULLOUGH e LAWRENCE,
1964). No caso das feridas estarem muito desidratadas as células epiteliais migram
para a parte mais profunda da derme, para obter uma maior sustentagéo bioldgica.

A forma de epitelizacdo das feridas vai depender da largura e
profundidade das mesmas. No caso das feridas profundas e largas, a epitelizacéo se
desenvolvera a partir da periferia, nas margens da ferida. Nas feridas superficiais e
rasas a epitelizacdo ocorre a partir dos apéndices epidermais (foliculos pilosos e
glandulas sudoriparas). Dessa forma, o processo de migracao das células epiteliais,
continua até entrarem em contato com outras massas de células epiteliais do lado
oposto, formando rapidamente desmossomos, onde, comecam a ter a sua forma e
funcdo normal, passando a secretar queratina, enquanto o tecido conjuntivo continua
0 processo de maturacao e de contracao.

Toda a ferida cirdrgica sofre uma contracdo no seu tamanho de
forma centripeta, guiada pelos seus bordos (MONTANDON et al., 1977; GABBIANI
et al., 1972), embora sua forma possa influenciar o tamanho da contracédo, as feridas
redondas ndo se contraem tdo rapidamente quanto as retangulares, estelares ou
retilineas (POLLACK, 1979).
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Com o aparecimento dos miofibroblastos que é uma forma
especializada de fibroblasto com capacidade contratil, vai fornecer uma contracéo na
ferida (GABBIANI e RYAN, 1971; POLLACK, 1977). As bases dos miofibroblastos
sdo bandas bem desenvolvidas de microfilamentos contrateis compostos por actinia
e proteinas actinias associadas, presentes no citoplasma celular. Os miofibroblastos
enquanto possuirem a funcéo secretora de fibrinogénios da elastina e do colageno
que sao responsaveis pela contracdo da ferida. (GABBIANI e RYAN 1974,
GABBIANI, 1977; LIPPER et al., 1980).

Dessa forma, os miofibroblastos tém numerosas juncdes com o0s
miofibroblastos vizinhos, ou com a lamina basal subjacente que |he permite
transmitir contracées ao outros miofibroblastos, a fim de que todo o tecido conjuntivo
seja afetado quando as células se contrairem (LIPPER et. al., 1980; ALBERTS et
al., 1983).

Caracteriza-se a completa reparacao do tecido injuriado quando os
finos microfilamentos de actina e miosina gradualmente desaparecem do citoplasma
dos miofibroblatos e nenhuma juncéo é observada entre os fibroblastos (GABBIANI,
1979; RUNGGRE-BRANDLER e GABBIANI,1983).

Ao longo dos anos pesquisadores buscam em constantes estudos
esclarecer os diferentes aspectos dos tecidos de granulacdo de epitelizacdo e na
neoformacéo tecidual, e também os possiveis efeitos de medicamentos sistémicos
ou topicos capazes de interferir no processo de reparacdo do tecido injuriado.

STOCKHAUSEN e FELBIER (1972) relataram que no processo de
reparo poderia acontecer casos de infeccdo e casos de perdas de proteinas, estas
importantes para producdo de novos tecidos. Por outro lado, NEUNHOEFEER
(1947) lembra que o tratamento de feridas requer a formagéo de tecidos ricos em
glicina e para isto deve-se aplicar topicamente este aminoéacido.

Ha varios trabalhos que procuram abordar a aceleracdo da
reparacdo por segunda intencdo a aplicacdo topica de medicamentos sobre as
feridas, como glicina ou com produtos que associam antibiéticos e aminoacidos, e
drogas antibacterianas, Nebacetin e Gengilone, ou até o uso de irrigacdo com
propolis a 10% (STOCKHAUSEN e FELBIER, 1972; CARVALHO e OKAMOTO,
1977; MAGRO-FILHO, 1988; CARVALHO e OLIVEIRA, 1990).
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2.3 Laser

A palavra “Laser” é um acrébnimo com origem na lingua inglesa,
Light Amplification by Stimuleted Emission of Radiation (Amplificacdo de Luz por
Emissédo Estimulada de Radiacdo). Com o avanc¢o da tecnologia nas areas médicas
e odontoldgicas, surgiu o primeiro emissor Laser na Califérnia (USA) criado por
Theodore Maiman (1960), tendo como meio ativador o rubi, operado em 694,3 nm, e
COm iSSO surge uma nova expectativa nas prevencdes de tratamentos terapéuticos e
cirrgicos. A partir desta conquista, surgiram o0s primeiros relatos e publicacbes
sobre as aplicacdes do Laser utilizado para fotocoagulacdo em cirurgia de retina
(ZARET et al., 1963; KAPANY et al., 1963).

O Laser emite uma radiacdo eletromagnética ndo ionizante, pois
trata-se de um tipo de fonte luminosa bastante distinta das demais fontes luminosas,
como uma luz fluorescente ou lampadas comuns. A radiacdo emitida pelo Laser é
monocromatica, ou seja, radiacdo com um unico comprimento de onda. Por se tratar
de um anico comprimento de onda, sua direcionalidade e a obtengcdo de alta
densidade de energia concentra-se em pequenos pontos. A radiagdo do Laser pode
ainda ser polarizada com o auxilio de dispositivos Opticos. A caracteristica especial
dessa luz faz com que ela tenha propriedades terapéuticas importantes (Laser
Terapéutico ou de Baixa Poténcia), assim como ser utilizado em cirurgia com
vantagens superiores ao uso do bisturi convencional. Por exemplo, fazendo com que
ocorra hemostasia durante o procedimento cirargico (Laser Cirargico ou de Alta
Poténcia). O Laser de Baixa e de Alta poténcia possuem suas radiacfes Opticas com
as mesmas caracteristicas, porém com finalidades especificas.

Quando oferece as células de um determinado tecido uma baixa
intensidade de energia, esta sera utilizada para estimular suas membranas ou
mitocdndrias. Dessa forma, estar-se-a induzindo a biomodulacéo celular, buscando
um estado de normalizagdo da regido afetada, o que se denomina Terapia com
Laser. Seu uso € indicado para quadros patoldgicos, para melhor qualidade e maior
rapidez no processo reparacional, quadros de edema ou nos quadros de dores
cronicas e agudas.

Quando é oferecida uma densidade alta de energia a ponto dessa

energia se transformar em dano térmico e ultrapassar o limiar de resisténcia dessa
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célula, estar-se-a utilizando o laser com finalidade cirdrgica. A interacao entre laser e
tecido se da pelo comprimento de onda utilizado.

Segundo RIVERA (1985), com base nos avancos tecnoldgicos o0s
pesquisadores comecgaram a desenvolver lasers com diferentes meio de ativagéo,

poténcia, frequiéncia e comprimento de ondas variaveis.

2.3.1 Aspectos teoricos dos lasers

2.3.1.1 Conceito de Foto Ativador

Segundo MESTER (1969), um Laser operado em baixa poténcia foi
considerado um bioestimulador, por isso utilizou-se esse sindbnimo para definir esse
tipo de Laser. Ndo se conhecia bem seu mecanismo de acdo nessa época, mas
observou-se excelente resultado nos tratamentos de Ulceras abertas. MESTER
(1969) utilizou esta terminologia porque a terapia com Laser acelerava o processo

de cicatrizagéo.

2.3.1.2 Densidade de Poténcia (DP)

Define-se como sendo a saida Optica do Laser medida em watts. E
por meio dessa DP, que se define quando se trata do uso do Laser Cirargico, se o
procedimento sera para cortar, coagular ou evaporar o tecido. Quando se trata de

ativacdo com luz, no caso de Laser de Baixa Poténcia a DP devera ser ajustada.

2.3.1.3 Comprimento de Onda (CO)

A profundidade de penetracdo do Laser nos tecidos é definida pelo
comprimento de onda que € extremamente importante (BOURGELAISE,1983;
FULLER, 1983). Para o mesmo tecido, diferentes comprimentos de onda

apresentam diferentes coeficientes de absorcao.
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2.3.2 Tipos de aparelhos de laser quanto ao meio ativador

Laser a gas
Os mais utilizados sao: Diéxido de Carbono (COy)
Argonio

Hélio-Neonio (He:Ne)

Laser de estado sélido
O primeiro Laser que é o: Rubi
Nd-YAG (neodinio associado ao itrio-

aluminio-garnet)

Laser de estado liquido
Laser quimico — ambos com pouca utilizacdo nas areas médicas e

odontoldgicas.

Laser de diodo ou semicondutores
Os mais utilizados sao: Arsénio e Galio (AsGa)
Arsénio-Galio-Aluminio (AsGaAl), como

elementos condutores.

2.3.3 Laser quanto a finalidade

1. Laser Cruento, Laser de Alta Poténcia ou Laser Cirargico.

Laser de Arg6nio: possui feixe de luz visivel de cor verde azulada,
com comprimento de onda entre 500 e 550 nanémetros e € absorvido pelos tecidos
pigmentados.

Laser de Nd-YAG (neodinio-Itrio, Alumina e Garnete) que emitem
feixe de luz infravermelho e comprimento de onda de 1.060 nanémetros.

Laser de Dioxido de Carbono (CO2): emite feixe de luz infravermelho
com poténcia de pico entre 10 a 100Watts, com comprimento de onda de

aproximadamente 10.600 nandmetros.



25

2 Laser Terapéutico (Laser de Baixa Poténcia)

O Laser de baixa poténcia € também denominado de
“bioestimulacdo dérmica”. Laser de meédia poténcia, ou mid-laser ou de
bioestimulacdo em profundidade. Os Lasers de baixa e média poténcia possuem
efeitos a niveis celulares idénticos, porém o de média poténcia abrange um volume
tecidual maior podendo a partir da superficie da pele alcancar de 3 a 5 cm de
profundidade (RIVERA, 1985).

Dentre os Lasers de Bioestimulag&o encontram-se:

a. Laser de Helio e Nebnio (He-Ne) de emissao continua, potencia

entre 1 a 50 mW, sendo que na area médica e odontoldgica a
potencia média utilizada é de 10 mW. Com comprimento de onda
de 632,8 nm, que o torna visivel e com luz de cor vermelha e ndo
possui dissipacéo calorica.

b. Laser Diodico ou Semicondutores, constituem a forma mais
revolucionaria, sao pequenos e eficientes podendo atingir
superioridade de 50% em relacdo ao Laser terapéutico a gas ou
sélidos e possuem uma capacidade de penetracdo nos tecidos
de 3a5cmcontra lal,5doHe-Ne. Tém caracteristicas de ndo
provocar efeito térmico. Por estas razées sdo denominados de
Mid-Laser ou Laser de Bioestimulagdo de Média Poténcia,
trabalham com duracdo de pulso de 200 nanbmetros e
comprimento de onda de 904nm, além de elevada densidade
fotdmica, que lhe permite maior concentracéo por superficie (mm?

e cm?), o que lhe confere maior eficiéncia em cada pulso.

2.4 Droga Fotossensibilizadora (Azul de toluidina)

Em pesquisa na literatura no que se refere ao uso da droga o Azul
de Toluidina-O como agente terapéutico, observamos sua utilizacdo basicamente
em duas frentes de pesquisa. Estomatologia no auxilio de diagndstico Terapia
fotodinamica letal, ou seja, sua aplicacdo na viabilidade bacteriana.

RICHART (1963), descreve a primeira utilizacdo do Azul de
Toluidina-O 1% para demarcar alteracdes neoplasicas em 200 pacientes e obteve

95% de eficacia. NIEBEL et al. (1964) utilizaram a mesma técnica em 11 pacientes
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com lesbes suspeitas de malignidade sendo a coloracao positiva em todos 0s casos.
No histopatologico revelou seis displasias epiteliais, trés carcinomas “in situ” e dois
carcinomas invasivos.

MASHBERG (1980) foi um dos grandes pesquisadores da técnica
com o uso do Azul de Toluidina-O na evidenciacao de lesdes bucais assintomaticas.
Fez um estudo com 178 pacientes, que apresentavam 235 lesbes bucais para
avaliar a eficacia do azul de toluidina na deteccao de carcinomas bucais incipientes
obtendo resultados positivos. SILVERMAN et al. (1984) estudaram 132 pacientes
com lesBes bucais cancerizaveis ou clinicamente suspeita de malignidade
comparando a coloracédo do azul de toluidina-O a 1% com os resultados da biopsia,
obtiveram 70% de sucesso.

BRUNERA e PINHEIRO (1998), afirmam que a seletividade tumoral
em reter grandes quantidades de hematoporfirinas (substancia originada do
sangue), € maior que a dos tecidos normais adjacentes e foi reconhecida em 1942.
Quando a droga foi injetada em tumores e estes submetidos a acdo da luz,
apresentaram a formacdo de grandes areas de necrose tumoral. Foi representado
como 0s primeiros estudos a respeito de porfirina em terapia fotodinamica. Ja se
sabia que as hematoporfirinas eram altamente toxicas para os seres humanos desde
a década de 50. Sabe-se atualmente que as hematoporfirinas resultam em
composto denominados de derivados de hematoporfirias, porfirina acética e porfirina
sulfarica que possuem maior afinidade por células tumorais. Foram utilizadas em
tumores recidivante de mama na década de 60.

A terapia fotodindmica nos dias de hoje ja se estendeu seu uso para
outras areas, na inativacdo de adenovirus, As viroses, algumas sdo suscetiveis a
terapia fotodinamica, podemos incluir, herpes simples tipo | e Il, citomegalovirus,
virus de sarampo, virus simius e HIV-1. E muito importante saber que a
fotoinativacdo viral ocorre por meio de oxidacdo de componentes lipidicos e
proteinas da parede viral.

As lampadas convencionais incandescentes como as de tungsténio,
xendnio e mercurio, com a evolucdo da terapia fotodinamica, foram substituidas por
fontes de luz mais potentes, especificamente a luz do laser que pelo fato de que
podem levar uma grande densidade de energia (fluéncia) aos tecidos (j/cm) através
de fibras 6pticas e com comprimento de onda especifico. Lembrando sempre que o
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conhecimento da tecnologia do laser é necessério para o entendimento da dinamica
TPD com fotossensibilizacéo letal.

ROCHA (1996) em um estudo com 70 pacientes apresentando 75
lesdes bucais cancerizaveis com mais de 14 dias demonstrou eficacia do método de
coloracdo com ATO a 1% em todas as lesbes com obtencdo do diagnéstico das
biopsias do histopatolégico em 74,67%.

ROCHA (1999) na estomatologia o Azul de Toluidina-O 1%, vem
sendo usado ha mais de trés décadas para evidenciacdo clinica de neoplasias
malignas epiteliais. E um corante monocromatico da familia das tiasinas que
apresenta grande afinidade pelo DNA dos nucleos celulares e pelo RNA
citoplasmaticos. O Azul de Toluidina-O 1% exerce um papel importante na
orientacdo das areas mais significativas para realizacbes de biopsias em lesbes
cancerizaveis e/ou ulceradas da mucosa bucal. A penetracao e retencdo do ATO,
nas células displasicas e anaplasicas é explicada principalmente em virtude de sua
afinidade pelo DNA nuclear que € significativamente maior nessas células do que
nas normais.

Segundo CHANG et al. (1999) em estudos com solugéao
fotossensibilizadora o Azul de Toluidina-O 1%, foi observado que a solucdo se
impregna nos tecidos e fluoresce sob o efeito da luz e que na presenca destes
agentes fotossensibilizadores os tecidos ficam mais vulneraveis a absorcéo pelos
fotorreceptores teciduais. Estes resultados abrem novas perspectivas do emprego
de laser de bioestimulacdo e reforcam a possibilidade de terapia fotodinamica se
empregada para se obter fotobioestimulacdo de injurias teciduais.

ESPINOSA (1999) fez um estudo com 60 animais que foram
divididos em 5 grupos de 12 animais cada, para observar o comportamento de
feridas cutaneas com laser ou com solucdo fotossensibilizadora, os animais
receberam o seguinte tratamento: No grupo |, também denominado de grupo
controle, as feridas ndo receberam nenhum tratamento; no Grupo Il, as feridas foram
submetidas ao tratamento com laser de 635 nandmetros de comprimento de onda;
no Grupo lll, as feridas foram submetidas ao tratamento com laser de 904
nandmetros de comprimento de onda; no Grupo 1V, as feridas foram submetidas ao
tratamento com solugcdo de Azul de Metileno seguido de tratamento com laser de
635 nandmetros e, no Grupo V, as feridas foram submetidas ao tratamento com

solucéo de Azul de Metileno seguido de tratamento com laser de 904 nanémetros.
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Quanto aos resultados encontrados, o autor conclui que: 1) as
feridas tratadas com laser (Grupo Il e Ill) e as tratadas com solucdo
fotossensibilizadora e laser (Grupo IV e V) evidenciaram o0 processo de reparacdo
mais diferenciado, quando comparadas com as feridas do Grupo controle (Grupo I).
2) As feridas do Grupo Il mostraram o processo de reparacdo bem mais evoluidos
que as feridas do Grupo Ill, nos periodos de 7 e 14 dias. 3) Comparando-se as
feridas do Grupo IV e V demonstraram um processo de reparo bem mais
diferenciados que as feridas tratadas somente com laser (Grupo Il e 1ll). 4) As
feridas do Grupo IV foram as que demonstraram ao pesquisador maior diferenciacao
e evolucdo, quando comparadas aos outros grupos, em todos os periodos de
observacdo. 5) Os eventos biolégicos observados por ESPINOSA (1999), nas
feridas tratadas (Grupo I, 11, IV e V) mostraram-se evidentes a partir do periodo de
3 dias, permanecendo mais favoraveis nos periodos de 7 e 14 dias, quando

comparadas com as feridas do Grupo | (controle).



3 PROPOSICAO

Constitui propésito do presente trabalho analisar, do ponto de vista
histol6gico, o processo de reparo em feridas cutaneas retardadas, provocadas na
regido dorsal de ratos, submetidas ao tratamento com laser de baixa intensidade

associado ou ndo a aplicacéo da droga fotossensibilizadora.



4 MATERIAL E METODO

4.1 Material

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Ciéncias Odontoldgicas da UNIMAR.

Os materiais utilizados foram:

Ratos (96 animais) para o desenvolvimento do trabalho

Gaiolas

Racao granulada (Anderson e Clayton S/A e agua “ad libitun”)
Anestésico geral Telazol (Fot Dodger Animal Health, Campinhas-
SP, Brasil)

Seringa de Insulina

Punch (cilindrico com 8mm de diametro)

Lampada a alcool

Aparelho para medir temperatura (Marca Raitek)

Cera utilidade

Alfinetes

Parafina

Hematoxilina/eosina

Tricomico de Masson

Maquina Fotografica

Microscopio a Luz

LASER — diodo de Arsénio, Gélio e aluminio 685namométro de
comprimento de onda, visivel e infra-vermelho, emissdo continua
ou interrompido, didmetro de spot de 2mm? com poténcia de
saida de 50mW (Laser Beam IR 500, Rio de Janeiro, Brasil)

Azul de Toluidina-O (Vico-Farma, Sao Paulo, Brasil)

Conta gotas

Formalina 10%
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4.2 Método

Para o desenvolvimento do presente estudo foram utilizados 96
ratos (Rattus norvegicus, albinus, Wistar) machos com peso corporal variando entre
160 e 220 gramas. Todos estes animais procederam do biotério da Faculdade de
Ciéncias Odontoldgicas de Marilia — UNIMAR, mostravam-se sadios e em condi¢des
sistémicas satisfatorias para serem submetidos aos procedimentos operatorios.

Os animais mantidos em gaiolas individuais, foram tratados com
alimentacdo balanceada comercial (Racdo ativada “Produtor” - Anderson Clayton
S/A) e 4gua “ad libitum” antes e durante todo o periodo experimental.

Apds a anestesia geral por injecdo intramuscular de TELAZOL (Fort
Dodger Animal Health, Campinas, SP, Brasil) na dosagem de 0,2 ml/100 gramas de
peso corporal do animal, todos os espécimes foram submetidos a depilagcdo da
regido dorsal. Para a realizacdo das feridas, utilizamos um “PUNCH”, de
aproximadamente 8mm de didmetro que permitiu a remoc¢ado de uma area circular de
pele, tendo como localizacdo a por¢do meédia do plano sagital mediano.

Os 96 animais foram divididos em 4 grupos de 24 animais e
receberam o seguinte tratamento:

- nos animais do Grupo |, também chamados de “Grupo Controle” as
feridas foram realizadas sem o aquecimento do “PUNCH” e ndo foram submetidas a
nenhum tipo de tratamento, tanto local quanto sistémico.

- nos animais do Grupo I, as feridas foram realizadas com o
“PUNCH” aquecido em aproximadamente 80°C e ndo receberam nenhum tipo de
tratamento local e ou sistémico;

- nos animais do Grupo lll, as feridas foram realizadas nas mesmas
condi¢cbes do Grupo Il sendo as mesmas submetidas ao tratamento com Laser em
baixa intensidade;

- nos animais do Grupo 1V, as feridas foram realizadas nas mesmas
condicbes do Grupo Il, sendo tratadas com aplicacdo tdépica de droga
fotossensibilizadora, foi aguardado aproximadamente cinco minutos para aplicacéo
do Laser de baixa intensidade.

A droga fotossensibilizadora utilizada foi o Azul de Toluidina O (Vico-

Farma, SP., Brasil), na propor¢cdo de 100 micrograma/ml, sendo a mesma aplicada
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por intermédio de um conta-gotas, em toda a extensédo da borda e na porcao central
da ferida.

O Laser utilizado no presente trabalho apresenta as seguintes
caracteristicas: Laser (Laser Beam IR 500, Rio de Janeiro, Brasil), diodo de 685
nandmetros de comprimento de ondas, visivel e infravermelho, emisséo continua,
diametro do spot 2mm?, com poténcia de saida de 50mw.

As feridas dos Grupos Il e IV foram tratadas com Laser aplicado de
forma contato/pontual, perpendicularmente a ferida em oito localiza¢des distintas e
em toda a margem da ferida, e em 1 ponto, na porcéo central da ferida em forma de
"varredura”, totalizando 90 segundos de exposi¢cdo, conforme descrito por GARCIA
(1992). A radiacéo foi utilizada da seguinte forma: 50mW de modo continuo e de
forma contato/pontual, energia de 4,5 joules e fluéncia de 2,5 J/cm? por ponto, tempo
de exposicao de 10s. por ponto.

Decorridos 3, 7 e 14 dias do ato cirargico e tratamento das feridas,
0s animais foram sacrificados em nameros de 8 animais de cada grupo, através de
inalagdo excessiva de éter sulfurico. A seguir, por intermédio de tesoura, as pecas
envolvendo toda a extensao e parte do tecido sadio, adjacente as bordas da ferida,
foram removidas, tomando-se o cuidado de remover todo o conjuntivo que envolve a
reacao inflamatoéria ao redor e em profundidade de toda ferida.

As pecas obtidas foram fixadas em formol a 10% por um periodo
minimo de 24 horas. A seguir, as biopsias sofreram 0s processos laboratoriais para
posterior inclusdo em parafina, sendo orientadas de forma a permitir cortes
transversais, semi-seriados com 06 micrometros de espessura. Os cortes foram
corados pela técnica da hematoxilina e eosina e pela técnica do tricrbmico de
Masson para analise histologica.



5 RESULTADOS

a) Periodo 3 dias

Grupo | — (Controle). Junto as bordas da ferida cirdrgica nota-se a
presenca de camada de crosta e auséncia de proliferacdo epitelial (Fig. 1). Na area
subjacente a crosta, podem ser observados raros fibroblastos ao lado de alguns
macroéfagos e linfocitos (Fig. 2). Mais em dire¢cdo ao centro da ferida, observa-se
também, espessa camada de crosta e presenca de polimorfonucleares neutrofilos
(Fig. 3). Nas areas mais profundas, nota-se alguns macrofagos e linfocitos. Em
alguns espécimes observa-se auséncia total de fibras colagenas (Fig.4). Em outros

evidencia-se pequenos feixes de fibras colagenas (Fig. 5).
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Figura 1 — Grupo | (ctrole): 3 dias. Bordas da ferida cirl]r_giéa mostrando a crosta e
auséncia de proliferacéo epitelial . HE. Aumento original 63Xx.
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Figura 2 — Grupo | (controle) 3 dias. Area subjacentes a crosta evidenciando raros
fibroblastos ao lado de alguns macréfagos e linfocitos. HE. Aumento original 160x.
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Figura 3 — Grupo | (controle) 3 dias. Area situada no centro da ferida mostrando
espessa camada de crosta e polimorfonucleares neutréfilos. HE. Aumento original
160x.
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Figura 4 — Grupo | (controle) 3 dias. Mostrando auséncia de fibras colagenas
Tricrdmico de Masson. Aumento original 63x.

Figura 5 — Grupo | (controle) 3 dias. Espécime com pequenos feixes de fibras
colagenas isoladas. Tricrdmico de Masson. HE. Aumento original 160x.
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Grupo Il — (Queimadura). Nas proximidades das bordas da ferida
cirirgica, nota-se espessa camada de crosta, sendo que a area mais profunda
encontra-se ocupada por coagulo sanguineo (Fig. 6). Mais em dire¢do ao centro da
ferida evidencia-se abaixo da crosta, espessa faixa ocupada por numerosos
polimorfonucleares neutréfilos alguns em degeneracdo (Fig 7). Em todos os
espécimes observa-se junto as bordas da ferida, auséncia de neoformacéo de fibras
colagenas (Fig. 8). Mais em direcdo ao centro da ferida, as caracteristicas séo

semelhantes (Fig. 9).

Figura 6 — Grupo Il (queimadura). 3 dias. Bordas da ferida com espessa camada de
crosta e coagulo sanguineo. HE. Aumento original 63x.



Figura 7 — Grupo Il (queimadura) 3 dias. Centro da ferida mostrando abaixo da crosta,
numerosos polimorfonucleares neutrofilos. HE. Aumento original 160x.

Figura 8 — Grupo Il (queimadura). 3dias. Junto as bordas da ferida mostrando
auséncia de fibras colagenas. Tricromico de Masson. HE. Aumento original 160x.
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Figura 9 — Grupo Il (queimadura). 3 dias. Area do centro da ferida mostrando auséncia
de fibras colagenas. Tricrbmico de Masson. Aumento original 160x.
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Grupo Il — (Queimadura + Laser). Junto as bordas da ferida
observa-se a auséncia de proliferacdo epiteliais em todos os espécimes e espessa
camada de crostas (Fig. 10). Nas areas mais proximas a crosta, nota-se a presenca
de alguns linfécitos e macrofagos. Na regido mais profunda, podem ser evidenciados
alguns fibroblastos e capilares neoformados ao lado de linfocitos e macréfagos (Fig.
11). Mais em direc&o ao centro da ferida, observa-se abaixo da crosta, espessa faixa
ocupada por polimorfonucleares neutroéfilos, muitos dos quais em degeneracao (Fig.
12). Logo abaixo pode ser evidenciada a presenca de linfocitos e macréfagos, bem
como alguns capilares neoformados. Em todos os espécimes, observa-se a

auséncia de fibras colagenas (Fig. 13).

Figura 10 — Grupo Ill (queimadura+laser). 3dias. Evidenciando espessa camada de
crosta e auséncia de proliferacéo, epitelial. HE. Aumento original 63x.



Figura 11 — Grupo lll (queimadura+laser). 3 dias. Area situada mais distante da crosta
mostrando alguns fibroblastos, linfécitos e macréfagos ao lado de capilares
neoformados. HE. Aumento original 160x.
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Figura 12 — Grupo Il (queimadura+laser). 3 dias. Centro da ferida mostrando abaixo
da crosta espessa faixa ocupada por polimorfonucleares neutréfilos muitos dos quais

em degeneragdo. HE. Aumento original 160x.
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colagenas.Tricromico de Masson. Aumento original 160x.
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Grupo IV — (Queimadura + Droga + Laser). O epitélio recobre
parcialmente a ferida cirdrgica junto as bordas da ferida (Fig. 14). Na area situada
abaixo da crosta, observa-se alguns fibroblastos e capilares neoformados (Fig. 15).
Mais para o centro da ferida cirdrgica, nota-se maior numero de fibroblastos ao lado
de macrofagos, linfocitos e capilares neoformados (Fig. 16). Podem ser
evidenciados também finos feixes de fibras colagenos abaixo da crosta (Fig./ 17)

Figura 14 - Grupo IV (queimadura+drogatlaser). 3 dias. Epitélio recobrindo
parcialmente a ferida cirargica junto as bordas da ferida. HE. Aumento original 160x.



Figura 15 — Grupo IV (queimadura+droga+laser). 3 dias. Area situada abaixo da crosta
com alguns fibroblastos e capilares neoformados. HE. Aumento original 160x.

Flgura 16 — Grupo IV (quelmadura+droga+laser) 3 dias. Centro da ferida cirurgica
mostrando maior niumero de fibroblastos, macrofagos e linfocitos ao lado de capilares
neoformados. HE. Aumento original 160x.
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Figura 17 — Grupo IV (queimadura+droga+laser). 3 dias. Evidenciando finos feixes de
fibras colagenas abaixo da droga. Tricrbmico de Massaon. Aumento original 160x.
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b) Periodo 7 dias

Grupo | — (Controle). Junto as bordas da ferida, observa-se
moderada proliferagcéo epitelial que recobre parcialmente a ferida cirurgica (Fig. 18).
O tecido conjuntivo subjacente apresenta elevado numero de fibroblastos ao lado de
capilares neoformados, macréfagos e linfocitos. Nota-se também uma camada de
crosta nas areas nao cobertas pelo epitélio neoformado. Nas regides mais afastadas
das bordas da ferida, nota-se estreita faixa ocupada por neutréfilos degenerados
(Fig. '9). O tecido conjuntivo abaixo da crosta mostra moderado numero de
fibroblasto e capilares neoformados. Nota-se ainda, pequena quantidade de fibras

colagenas isoladas (Fig. 20).

Figura 18 — Grupo | (Controle). 7 dias. Bordas da ferida cirargica mostrando moderada
proliferacdo epitelial. HE. Aumento original 63x.
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Figura 19 — Grupo | (Controle). 7 dias. Regido préxima ao centro da ferida cirirgica
mostrando estreita faixa junto a crosta com neutrofilos degenerados. HE. Aumento
original 63x.

Figura 20 — Grupo | (Controle). 7 dias. Ferida cirtrgica abaixo da crosta com pequena
guantidade de fibras colagenas isoladas. Tricromico de Masson. Aumento original 63x.
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Grupo Il — (Queimadura). Em todos os espécimes observa-se a
auséncia de proliferacdo epitelial. Nota-se espessa camada de crosta em toda a
extensdo da ferida cirurgica mostrando na sua porcéo inferior, polimorfonucleares
neutréfilos em degeneracgéo (Fig. 21). Nas areas mais internas, observa-se restos de
coagulos sanglineos exibindo moderado numero de macréfagos e linfocitos. Nas
regibes mais afastadas das bordas da ferida, as caracteristicas morfol6gicas séo
comparaveis aquelas observadas nas proximidades das bordas da ferida (Fig. 22).
Em alguns casos, no entanto, observa-se junto a por¢cdo central da ferida, grande
guantidade de polimorfonucleares neutréfilos, alguns dos quais em degeneragao
(Fig. 23). Por outro lado, em toda extensado da ferida cirargica nota-se a auséncia de

fibras colagenas (Fig. 24).

sua porgdo interna polimorfonucleares em degeneracdo. HE. Aumento original 63x.



Figura 22 — Grupo Il (Queimadura). 7 dias. Area central da ferida cirargica mostrando
junto a crosta, polimorfonucleares neutréfilos. HE. Aumento original 160x.

Figura 23 — Grupo Il (Queimadura). 7 dias. Porcdo central da ferida cirdrgica com
grande quantidade de polimorfonucleares neutrdéfilos. HE. Aumento original 160x.
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Figura 24 — Grupo Il (Queimadura). 7 dias. Ferida cirdrgica mostrando auséncia de
fibras coldgenas. Tricrémico de Masson. Aumento original 160x.
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Grupo lll — (Queimadura + Laser). Em todos os espécimes nota-se
discreta proliferacao do epitélio abaixo de espessa camada de crosta (Fig. 25). O
tecido conjuntivo subjacente pouco organizado, apresenta moderado numero de
fibroblastos ao lado de macrofagos e linfocitos (Fig. 26). Nas areas mais centrais da
ferida, nota-se menor numero de fibroblastos e quantidade mais pronunciada de
macréfagos e linfécitos. A ferida cirdrgica mostra em toda extensdo, pequena

guantidade de fibras colagenas pouco organizadas (Fig. 27 e 28).

Figura 25 — Grupo Il (queimadura+laser). 7 dias. Mostrando discreta proliferacdo do
epitélio junto as bordas da ferida cirargica. HE. Aumento original 63x.



Figura 26 — Grupo Il (queimadura+laser). 7 dias. Evidenciando tecido conjuntivo
pouco organizado moderado numero de fibroblastos, macréfagos e linfécitos. HE.
Aumento original 160x.
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Figura 27 — Grupo Il (queimadura+laser). 7 dias. Ferida cirdrgica mostrando pequena
guantidade de fibras colagens pouco organizadas. Tricrdbmico de Masson. Aumento
original 63Xx.
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Figura 28 — Grupo Il (queimadura+laser). 7 dias. Ferida cirdrgica mostrando fibras
colagenas pouco organizadas. Tricrdmico de Masson. Aumento original 160x.
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Grupo IV — (Queimadura +Droga + Laser). Em todos os espécimes
observa-se moderada proliferacdo do epitélio abaixo de espessa camada de crosta
(Fig. 29). O tecido conjuntivo subjacente apresenta moderado numero de fibroblasto
e capilares ao lado de discreta quantidade de macréfagos e linfécitos (Fig. 30). Nas
areas situadas mais distantes da borda da ferida, observa-se maior niumero de
macréfago e linfécitos (Fig. 31). A ferida cirargica mostra ao longo de toda extensao,

alguns feixes de fibras colagens com pouca organizacéo (Fig. 32).

Figura 29 — Grupo IV (queimadura+droga+laser). 7 dias. Moderada proliferacdo do
epitélio junto as bordas da ferida cirargica. HE. Aumento original 63x.



Figura 30 — Grupo IV (queimadura+droga+laser). 7 dias. Tecido conjuntivo subjacente
com moderado numero de fibroblastos ao lado de alguns macrofagos e linfocitos. HE.
Aumento original 160x.

Figura 31 — Grupo IV (queimadura+droga+laser). 7 dias. Area situada no centro da
ferida com numerosos macrofagos e linfocitos. HE. Aumento original 160x.
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Figura 32 — Grupo IV (queimado). 7 dias. Ferida cirargica evidenciando alguns feixes
de fibras colagenas sem organizacao. Tricrémico de Masson. Aumento original 160x.

55



56

c) Periodo 14 dias

Grupo | — (Controle). O epitélio recobre a ferida cirargica em sua
totalidade, mostrando em alguns pontos pouca diferenciagdo (Fig 33). O tecido
conjuntivo subjacente, em alguns casos, mostra moderado ndmero de fibroblastos e

7z

vasos sanguineos. Em outros o tecido é mais desenvolvido exibindo poucos
fibroblastos que estdo orientados paralelamente a superficie do epitélio. Nota-se
ainda discreto nimero de vasos sanguineos. Por outro lado, em todos os espécimes
observa-se grande quantidade de feixes de fibras colagenas que se encontram

orientadas paralelamente a superficie do epitélio (Fig. 34).

Figura 33 — Grupo | (Controle). 14 dias. Epitélio recobrindo a ferida cirargica. HE.
Aumento original 63x.



Figura 34 — Grupo | (Controle). 14 dias. Ferida cirdrgica evidenciando grande
guantidade de feixes de fibras colagenas. Tricromico de Masson. Aumento original
63x.
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Grupo Il — (Queimadura). Em todos os espécimes o epitélio recobre
parcialmente a ferida cirrgica. Em alguns casos, nota-se estreita faixa de tecido
conjuntivo neoformado com moderado numero de fibroblastos ao lado de
macrofagos e linfocitos. Em outros, evidencia-se espessa camada de tecido
conjuntivo mostrando as mesmas caracteristicas acima descritas (Fig. 35). Em
alguns espécimes, junto a porcao central da ferida cirirgica observa-se discreto
namero de fibroblastos, macréfagos e linfocitos ao lado de numerosos capilares
neoformados (Fig. 36). Ao longo de toda extensdo de ferida cirargica, observa-se

feixes de fibras colagenas (Fig. 37).

Figura 35 — Grupo Il (Controle). 14 dias. Epitélio recobrindo parcialmente a ferida
cirdrgica. HE. Aumento original 63x.
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Figura 36 — Grupo Il (Queimadura). 14 dias. Espécime evidenciando discreto nimero
de fibroblastos, macréfagos e linfécitos e numerosos capilares neoformados. HE.
Aumento original 160x.

Figura 37 — Grupo Il (Queimadura). 14 dias. Ferida cirdrgica mostrando feixes de fibras
colagenas. Tricrdmico de Masson. Aumento original 63x.
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Grupo lll — (Queimadura + Laser). Em alguns espécimes o epitélio
recobre parcialmente a ferida cirirgica mostrando o tecido conjuntivo subjacente
com moderado numero de fibroblastos ao lado de alguns macréfagos e linfécitos.
Em outros, o epitélio pouco diferenciado recobre a totalidade da ferida cirurgica (Fig.
38). O tecido conjuntivo subjacente é pouco desenvolvido com moderado nimero de
fibroblastos ao lado de alguns macréfagos e linfocitos (Fig. 39). Evidencia-se
também capilares neoformados ao longo de todo o tecido subjacente. Ainda no
tecido conjuntivo subcutédneo, nota-se numerosos feixes de fibras colagens

dispostos paralelamente a superficie do epitélio (Fig. 40 e 41).

Figura 38 — Grupo Il (queimadura+laser). 14 dias. Espécime com o epitélio recobrindo
a ferida cirtrgica. HE. Aumento original 63Xx.
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Figura 39 — Grupo lll (queimadura+laser). 14 dias. Tecido conjuntivo subjacente com
moderado nimero de fibroblastos e alguns macréfagos e linfécitos. HE. Aumento
original 160x.

Figura 40 — Grupo Il (queimadura+laser). 14 dias. Tecido conjuntivo com numerosos
feixes de fibras colagenas. Tricrémico de Masson. Aumento original 63x.
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Figura 41 — Grupo lll (queimadura+laser). 14 dias. Evidenciando numerosos feixes de
fibras colagenas. Tricrbmico de Masson. Aumento original 160x.
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Grupo IV (Queimadura + Droga + Laser). Em todos o0s espécimes
observa-se o epitélio recobrindo a totalidade da ferida cirtrgica (Fig. 42). O tecido
conjuntivo subjacente geralmente mostra-se desenvolvido com discreto numero de
fibroblastos (Fig. 43). Observa-se também, numerosos feixes de fibras colagenas

gue se encontram dispostos paralelamente a superficie do epitélio (Fig. 44 e 45).

Figura 42 — Grupo IV (queimadura+droga+laser). 14 dias. Epitélio recobrindo a ferida
cirargica. HE. Aumento original 63x.



Figura 43 - Grupo IV (queimadura+drogatlaser). 14 dias. Tecido conjuntivo
subjacente bem desenvolvido com discreto nimero de fibroblastos. HE. Aumento
original 160x.

Figura 44 - Grupo IV (queimadura+drogatlaser). 14 dias. Tecido conjuntivo
subjacente com numerosos feixes de fibras colagens. Tricrdbmico de Masson. Aumento
original 63x.
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Figura 45 — Grupo IV (queimadura+droga+laser). 14 dias. Evidenciando feixes de

fibras colagenas dispostas paralelamente a superficie do epitélio. Tricromico de
Masson. Aumento original 160x.
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6 DISCUSSAO

Estudos sobre o processo de reparacdo tecidual com o uso de laser
em baixa intensidade, tém despertado nos Uultimos anos interesse de muitos
pesquisadores que utilizaram diferentes condicbes experimentais, inclusive em
feridas retardadas, como ocorre em casos de queimadura (ROCHKIND et al., 1989;
SCHLAGER et al., 2000; AL-WATBAN et al., 2004; MENDEZ et al., 2004; RIBEIRO
et al., 2004).

Na analise comparativa entre as feridas do grupo Il (Qqueimadura), as
do grupo lll (queimadura + Laser), e as do grupo | (controle), observamos que Laser,
nos parametros utilizados no presente estudo, possibilitou resposta biologica mais
diferenciada do tecido injuriado, promovendo uma diminuicdo coadjuvante dos
efeitos deletérios teciduais provocados pelo calor excessivo aplicado de 80°C.

Tal fato reafirma os resultados relatados na grande quantidade de
publicacbes que atestam a efetividade do Laser em baixa intensidade de poténcia
sobre os eventos da reparacgao tecidual (GOOLDMAN et al., 1963; MESTER et al.,
1969; ESCOLA et al., 1985; DYSON e YOUNG, 1986; GARCIA, 1992; HALL et al.,
1994; GARCIA et al.,, 1995; AL-WATBAN e ZANG, 1996; GARCIA et al., 1996;
OLIVEIRA et al., 1997; BISHT et al.,, 1999; KREISLER et al., 2002; LOCCY JR.,
2002; PESSOA et al., 2004; SILVA et al., 2004).

Embora a metodologia utilizada ndo permita concluir sobre o
mecanismo pelo qual tal fato ocorreu, uma vez que tal mecanismo de acéo é ainda
motivo de controvérsias, ndo em feridas cutaneas normais ou em queimadura KANA
et al. (1981) sugeriram tratar-se de um mecanismo de imunossupressado, porém nao
h& evidéncias diretas e concretas sobre tal fato (ROCHKIND et al., 1989). Outros
pesquisadores apresentam a possibilidade do Laser aumentar a capacidade
fagocitaria dos leucécitos (MESTER et al., 1985).

Estes resultados séo fortalecidos também pelos achados de LOCCY
JR. (2002), que observou em feridas cutaneas de ratos que a associagao de
comprimentos de ondas variados de 685 e 780 nandmetros aplicados nas mesmas,
promoveram aceleracdo do processo cicatricial, quando comparado com feridas que
receberam apenas um comprimento de onda (685nm). Tal fato, provavelmente
demonstra que as células ao absorverem a luz Laser em um comprimento de onda,

suas moléculas ao estarem em seu elevado estagio vibracional podem com o uso de
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um outro comprimento de onda sofrerem um impulso de um f6éton adicional de
energia e consequentemente promover aceleragcao maior dos eventos biologicos.

Por outro lado, os resultados obtidos nas feridas tratadas com Laser
emitindo da faixa do visivel vermelho de 687nm (Grupo Ill) contradiz os achados de
WEBB et al., (1998) que atestaram que o Laser de diodo, emitindo na faixa do visivel
vermelho de 660nm de comprimento de onda, com 17 mW, densidade energética de
2,4J/cm? e 4J/cm?, mostrou-se inapropriado para o tratamento de feridas provocadas
por queimadura, enquanto que corrobora os achados de SILVA et al. (2004) que
atestam a efetividade do Laser de diodo de 685nm de comprimento de onda sobre a
reparacao de feridas cutaneas.

Na analise dos resultados obtidos no presente estudo, observou-se
gue as feridas do grupo Il (queimadura + Laser) e as do grupo IV (queimadura +
droga + Laser) provocadas por “PUNCH” aquecido demonstraram processo de
reparacao mais diferenciado com eventos biolégicos mais precoces que as do grupo
II, as quais foram realizadas também com “PUNCH” aquecido, porém ndo foram
submetidas a nenhum tratamento local e ou sistémico. Observou-se ainda que estes
eventos biol6gicos mostraram-se mais favoraveis nas feridas do grupo IV tratado
com azul de toluidina-O e Laser, e em todos os periodos experimentais. Tal fato
demonstra que o uso de um agente fotossensibilizador contribuiu para a resposta
biolégica mais diferenciada, corroborando os achados de AL-WATBAN et al. (2004)
que observaram resultados satisfatérios com o uso do LED em feridas cuténeas
provocadas por queimadura em ratos diabéticos, maior que em ratos ndo diabéticos.
Reafirma também, os resultados de SILVA NETO (2004), os quais demonstraram a
efetividade do Laser em baixa intensidade associado ao azul de toluidina-O sobre os
eventos da reparacdo em feridas cutaneas provocadas em ratos diabéticos.

Ressalta-se ainda que tal observacdo corrobora achados de
pesquisas anteriores como a de ESPINOSA (1999) que também observou
resultados satisfatorios com a terapia fotodinamica em reparo de feridas cutaneas,
empregando o Laser de diodo 635nm e 904nm associado ao azul de metileno
aplicado topicamente nas feridas. Achados mais recentes de LIMA et al., (2004)
reafirmam tais resultados, ao observarem em feridas retardadas por queimadura,
gue o uso tépico de azul de toluidina-O e Laser de Arseneto de Galio e Aluminio de
685nm, demonstrou processo de reparo mais diferenciado quando comparado com
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feridas queimadas n&o tratadas, e as queimadas e tratadas com Laser
isoladamente.

Por outro lado, os resultados evidenciados nas feridas do grupo 1V
(uso local da droga fotossensibilizadora + Laser) é atestado também por LOPES JR.
(2000) em feridas alveolares infectadas (alveolites). Ao observar que o uso de azul
de metileno utilizado como irrigacdo do alvéolo e Laser em baixa intensidade de
904nm, promoveram reparacao alveolar mais acelerada e diferenciada que o uso do
laser isoladamente. Resultados semelhantes foram obtidos por SILVA et al. (2004)
ao irradiarem Laser de diodo 685nm associado a fitalocianina cloro-aluminio, em
feridas cutaneas de ratos normais.

Na analise comparativa entre os tempos pos-operatorios, das feridas
do grupo IV (queimadura + droga + laser), estas demonstraram processo de reparo
muito mais diferenciado e evoluido que os demais grupos e em todos os periodos
experimentais, principalmente nos periodos iniciais de 3 e 7 dias, 0 que corrobora 0s
trabalhos que atestam a maior efetividade do Laser em baixa intensidade sobre os
eventos da reparacdo tecidual, ser maior na fase proliferativa da resposta
inflamatdria cicatricial (GARCIA, 1992).

Acredita-se que com a metodologia utilizada néo foi possivel avaliar
toda a extensdo dos mecanismos envolvidos na reparacdo tecidual e para isso,
torna-se necessario a realizagdo de novas pesquisas com metodologias variadas,
capazes de elucidar os intrinsecos mecanismos que envolvem a terapia

fotodinamica e a reparacéao tecidual.



7 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, permite-se concluir que:

1)

2)

3)

4)

As feridas do Grupo Il mostraram maior atraso no processo de
reparo, em todos os periodos analisados, quando comparadas as
dos grupos | (controle), Il e IV (experimentais).

As feridas tratadas com laser (grupo Ill) e as tratadas com
solugdo fotossensibilizadora e laser (grupo V) evidenciaram
processo de reparacdo mais diferenciados, quando comparadas
as feridas do grupo controle (grupo ).

As feridas do Grupo IV foram as que demonstraram resultados
mais diferenciados e evoluidos, quando comparadas com as dos
grupos Il e lll, com resultados evidentes em todos os periodos de
observacéao.

O Laser de baixa poténcia associada ao ATO minimizou o efeito

térmico do reparo no grupo IV.



RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar histologicamente o efeito da terapia com LASER
de baixa poténcia (LLLT) associado a droga fotossensibilizadora, no reparo em
feridas cutaneas no dorso de ratos provocados por punch aquecido. Noventa e seis
ratos foram divididos em 4 grupos: Grupo | (controle) punch a frio; Grupo Il (controle
positivo) punch aquecido; Grupo Il (LLLT) punch aquecido e tratado com LASER;
Grupo IV (Azul de Toluidina-O + LLLT) punch aquecido seguido de ATO e LLLT. Nos
grupos lll e IV, o LASER (685nm — laser GaAlAs) foi aplicado de modo continuo com
50mw, em 9 pontos durante 10 seg, com um total de 90 seg (4,5 J/cm?) em contato.
Os resultados mostraram que o grupo Il apresentou um retardo na cicatrizacao
tecidual enquanto que nos grupos tratados com LASER (G:lll) e LASER e droga
(G:IV) o processo de cicatrizacdo foi diferenciado. O LLLT associado ao ATO
promoveu diminui¢do do infiltrado inflamatério, grande diferenciacéo epitelial, maior
deposicdo de colageno e diminuicdo do tempo de cicatrizacdo das feridas. Conclui-
se que o LLLT e terapia fotodinamica atuam como agentes bioestimuladores
coadjuvantes, balanceando os efeitos indesejaveis do processo de cicatrizacdo de
feridas.



ABSTRACT

The aim of this study was to histologically assess the effect of low level laser therapy
(LLLT) associated with photosensitizing drug on the repair of skin wounds performed
on rats dorsum with heat scalpel (HS). Ninety-six rats divided into 4 groups were
used: Group 1 (control) — cold scapel, Group 2 (positive control) — HS; Group 3
(LLLT) — HS followed LLLT; Group 4 (Touluidine-O blue + LLLT) — HS fo9llowed
Touluidine-O blue and LLLT. In Groups 3 and 4, the laser (685 nm — GaAlAs laser)
was applied in continuous mode with 50 mW, in 9 points during 10s, with a total of
90s (4.5 Jicm? in contact mode. The results showed that wounds in group 2
presented a delay on the tissue healing while the ones treated with the LLLT or
toluidine-O blue and LLLT, the wound tissue healing process was differentiated. The
LLLT with toluidine-O blue application promoted more decrease of the inflammatory
infiltrated, bigger epithelial differentiation, bigger collagen depositon and decrease of
the delay of the wound tissue process. It is concluded the LLLT and photodynamic
therapy acted as a biostimulative coadjutant agents balancing the undesirable effects
on the wound tissue healing process.
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