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Efeitos do Laser de GaAs (904 nm) Sobre o Processo de Reparagao da
Cartilagem Auricular de Ratos Submetidos a Lesao Cirurgica
Resumo

Este trabalho teve por finalidade avaliar o efeito do Laser de GaAs (904 nm) na
reparagdao de tecido cartilaginoso elastico em ratos. Para tal os animais foram
divididos em quatro grupos com 7 animais cada, sendo 2 grupos controles e 2
grupos irradiados de 14 e 23 dias. Os animais, depois de pesados e anestesiados,
tiveram a cartilagem auricular perfurada (1mm de didmetro). Apdés a cirurgia os
animais do grupo irradiado receberam laserterapia com dose de 10 J/cm? a cada 48
horas. Apds 14 e 23 dias os animais foram sacrificados e a regiao lesada foi retirada.
Os resultados histolégicos demonstraram efeitos sobre o processo de inicial de
reparagao cartilaginosa, no que se refere a area de reparagao (p<0,001) do grupo
irradiado 14 dias comparado ao grupo controle. Com relagdo a distancia entre os
bordos da leséo, os resultados demonstram que os grupos irradiados, 14 e 23 dias,
apresentam menor distancia entre os bordos das lesdes (p<0,05). Os dados levam a
concluir que o protocolo de irradiacdo estabelecido neste estudo foi efetivo na
biomodulag&o do processo de reparacgéo cartilaginoso.

Palavras-chave: GaAs, Processo de Reparacéao, Cartilagem Auricular

Effects of the laser Ga As (904 nm) on the repair process of the auricular
cartilage of rat after surgery

Abstract

This piece of work is aimed at assessing the effect of the laser GaAs (904 nm) on the
restoration of rat damaged elastic cartilaginous tissue. Such an assessment was
carried out by separating mice into four groups, namely, 2 control groups and 2
irradiated groups of 14 and 23 days. Each of the four groups consisted of 7 animals.
After having been weighed and anesthetized, they had their auricle cartilage pierced
(1Tmm in diameter). After the surgery the animals in the irradiated groups underwent
laser therapy whose dosage was 10 J/cm? every 48 hours. After 14 and 23 days the
animals were put to sleep and the damaged region underwent removed. The
histologist’s results demonstrate effects on the process of cartilage restoration
regarding the area of restoration (p<0.001) of the irradiated groups during 14 days in
comparison with the control group. The results concerning the distance between the
edges of the lesion demonstrate that the irradiated groups during 14 and 23 days
bore lesions whose distance between their edges was shorter (p<0.05). The data
help one reach the conclusion that the protocol of irradiation established in this study
was effective when it comes to the biomodulation of the process of cartilage
restoration.

Key-words: GaAs, Repair Process, Auricular Cartilage
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EFEITOS DO LASER DE GaAs (904 nm) SOBRE O PROCESSO DE
REPARAGAO DA CARTILAGEM AURICULAR DE RATOS SUBMETIDOS A

LESAO CIRURGICA

1 INTRODUGAO

Lesbes em tecidos moles, especialmente tendbes, musculos e cartilagens,
normalmente resultam em longos periodos de tratamento e sequelas incapacitantes.
Estas seqlelas podem, muitas vezes, impedir o individuo de retornar a atividade de
vida diaria, principalmente lesbes em cartilagem, por se tratar de uma estrutura de
dificil reparacado (GUYTON; HALL, 2002).

A dificuldade de reparacdo do tecido cartilaginoso ocorre devido as
caracteristicas estruturais como auséncia de vasos sanglineos e linfaticos no
interior da matriz. Este tecido ndo possui irrigacdo sanguinea e linfatica em seu
interior. Sua nutricdo € realizada pelos vasos sanguineos dos tecidos conjuntivos
que a rodeiam, através da matriz, capilares do tecido conjuntivo denominado
pericondrio (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

As cartilagens que sofrem lesGes regeneram—-se com dificuldade e
frequentemente de forma incompleta, a ndo ser em criangas de pouca idade devido
a alta atividade celular e metabdlica. No adulto a regeneracao ocorre pela atividade
do pericondrio, que penetra na area lesada e da origem ao tecido cartilaginoso de
reparo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Atualmente inumeras terapias tém sido investigadas, como recurso
fisioterapéutico, no tratamento de reparacao tecidual visando reduzir o tempo para a

reabilitacdo do individuo. Dentre estes recursos esta a terapia com laser de baixa



poténcia (TLBP), a qual teve sua descoberta no inicio do século passado, porém o
primeiro equipamento de laser foi construido em 1960, por Theodore Maiman na
Califérnia-USA. Era um laser de Rubi, operando em 694,3 nm (MAIMAN, 1960).

Para demonstrar os efeitos da TLBP no reparo tecidual, a utilizacdo de
diversas doses tem sido estudada no estimulo da sintese de colageno (MESTER et
al.,1971; OSHIRO et al., 1987; REDDY et al., 1998). Embora o mecanismo
biomodulador, envolvido neste processo, ainda nao tenha sido plenamente
esclarecido, alguns trabalhos sugerem que a radiagdo laser aumenta a sintese de
acido nucléico e promove divisao celular, além de induzir aumento dos procolagenos
dos tipos | e lll (GUM et al., 1997).

Inimeras sao as indicacdes para a utilizacdo da TLBP, com o uso do laser de
GaAs (904 nm) sobre o processo de reparagdo neuromuscular e 6sseo, aplicados a
fisioterapia. Autores tém atestado para um efeito estimulador da TLBP sobre os
tecidos biolégicos promovendo aumento na microcirculagdo (MAIER et al., 1990),
facilitagdo da drenagem linfatica (LIEVENS, 1991), proliferagdo de células epiteliais
(STEINLECHNER; DYSON, 1993) e de fibroblastos (LUBART et al., 1995; SKINNER
et al.,, 1996; WEBB et al., 1998), analgesia (KLEINKORT; FOLEY, 1982), sintese de
colageno (OSHIRO et al., 1987; ENWEMEKA et al., 1990), aceleragao no processo
de cicatrizacdo das fraturas Osseas (TANG;CHAI, 1986) e lesdes cutaneas
(MESTER et al., 1980).

Considerando as peculiaridades do tecido cartilaginoso e sua reduzida
capacidade de reparacao, estudos tém sido realizados com intuito de otimizar este
processo. Tendo em vista os efeitos atribuidos a terapia laser sobre a biomodulacao
de tecidos em reparacgao, sua aplicagao sobre o processo de reparacao cartilaginosa

se constitui de grande importancia. Nao foram encontrados na literatura trabalhos



empregando a laserterapia sobre processos de reparagcdo de tecido cartilaginoso
elastico, utilizando modelos animais e investigando eventos que norteiam mudangas

no tecido promovidas pela luz laser.



2 OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho foi estudar o efeito da terapia com laser
(GaAs - 904 nm) de baixa poténcia, sobre lesdo de cartilagem elastica de ratos,
previamente lesadas cirurgicamente, para avaliar a possivel alteracédo no tempo de

reparo tecidual por meio de analise histomorfométrica.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 CARTILAGEM

O tecido cartilaginoso é um tecido conjuntivo com uma matriz firme e flexivel,
resistente as tensdes e pressdbes mecanicas. Este tecido possui células
denominadas condrdcitos, que ocupam pequenas cavidades chamadas lacunas,
dentro da matriz extracelular (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

O tecido cartilaginoso é subdividido em trés tipos existente em algumas partes

do corpo: cartilagem hialina, elastica e fibrosa (GUYTON; HALL, 2002).

A cartilagem elastica € encontrada no conduto auditivo externo, nas tubas
auditivas, na epiglote na laringe e no pavilhdo auditivo. Possui uma semelhanca
muito grande com a cartilagem do tipo hialina e frequentemente esta associada a
mesma. Além da presenca de fibras elasticas finas e ramificadas, a cartilagem
elastica também possui pericondrio e, pelos seus componentes, € menos sujeita aos

processos degenerativos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

A cartilagem elastica é formada basicamente por matriz de fibras elasticas e de
fibras de colageno tipo Il. Esta constituicdo tecidual confere maior elasticidade a
cartilagem (ROSS; ROMREL, 1993). Entre os componentes da cartilagem elastica
estd o pericondrio, o qual é constituido por tecido conjuntivo denso com células
semelhantes a fibroblastos, funcionando como uma capsula, servindo como fonte
para novas células cartilaginosas, ou seja, € um dos fatores que influenciam na

reparacao cartilaginosa (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).



As cartilagens se caracterizam por ter dois tipos especificos de crescimento, o
crescimento aposicional e intersticial. O crescimento aposicional € a formacado de
matriz sobre uma superficie de cartilagem ja existente. Sdo derivadas do pericdndrio,
o qual é responsavel por este tipo de crescimento. O crescimento intersticial ocorre
no interior da massa cartilaginosa, isso ocorre porque o0s condrocitos sao capazes de

se dividir como a matriz (ROSS; ROMREL, 1993).

A reparacéao cartilaginosa inicia-se fisiologicamente quatro dias apos a lesao,
formando um tecido de granulacdo composto de um leito denso de macrofagos,
fibronectina, colageno tipo | e tipo Il além do acido hialurénico (GUYTON; HALL,

2002).

A capacidade de recuperagéo da cartilagem lesada é pequena e quando isto
ocorre, € devido principalmente a atividade do pericdndrio. Esta dificuldade de
regeneragao € associada, primeiro por ser uma estrutura pouco vascularizada, e

segundo em virtude da distancia dos vasos sanguineos (ROSS; ROMREL, 1993).

3.2 LASER

3.2.1 Principios basicos do laser

A palavra laser é o acronimo de Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation (luz amplificada por emissao estimulada de radiagéo). As caracteristicas
que diferenciam a luz de um laser da luz de uma lampada de filamento sédo que a luz
laser é gerada por fétons com o mesmo comprimento de onda (monocromaticidade),
alta concentragdo de energia (intensidade), e em fase espacial e temporal (coeréncia

e direcionalidade). A possibilidade de focalizar o feixe laser em areas muito



pequenas € a emissao de altas densidades de energia faz do laser um instrumento
de grande interesse e importancia para aplicagdes nas areas da saude.

Em relacédo a aplicacdo em tecidos bioldgicos, os laseres sédo divididos nas
classes de alta poténcia e de baixa poténcia, acima e abaixo de 500 W
respectivamente. Os primeiros sdo destinados principalmente a cirurgia, e sao
considerados como um bom instrumento para vaporizagao, corte e coagulagao de
tecidos. A utilizagdo do laser como instrumento cirurgico, baseia-se na capacidade
de transformacéo da energia fotbnica (segundo o comprimento de onda) em energia
térmica. Este efeito afetara mais a um tecido ou a outro dependendo do cromoforo
predominante. Sdo exemplos desta acio especifica:

a) Corte preciso de tecido neuronal com laser de CO,, causando um minimo
dano em profundidade, uma vez que esta radiacao é altamente absorvida
pela agua;

b) Coagulacédo de lesdes vasculares com laser de Nd:YAG, devido a alta
absorcdo de energia pela hemoglobina neste comprimento de onda
(KRISHNAMURTHY; POWERS, 1994).

Os laseres de baixa poténcia sado aplicados tanto para o diagnéstico
(diagnostico optico) (SILVEIRA-JUNIOR et al,, 2000; OLIVEIRA et al., 2002;
SILVEIRA-JUNIOR et al., 2004) como para a terapia (terapia fotodindmica)
(PALECKIS et al.,, 2001) e terapia laser de baixa poténcia (TLBP) ou como é
conhecida internacionalmente Low Level Laser Therapy (LLLT) (FRIEDMANN;
LUBART, 1993; KRISHNAMURTHY; POWERS, 1994; BASFORD, 1995).

A TLBP tem sido descrita como uma técnica capaz de modular os processos
bioldgicos (NICOLAU et al., 2004 a, b, c e d). O processo de reparagao de tecidos

pode ser modulado pela acdo do laser, segundo parametros de irradiagao



empregados, tais como: comprimento de onda, forma de emissao (modo pulsado ou
continuo), densidade de poténcia e de energia (CALDERHEAD, 1991), freqliéncia
de pulsos, area de irradiagao, ritmo e tempo de tratamento (numero de secgdes

semanais e totais), entre outros (TUNER; HODE, 1999).

O éxito desta terapia tem sido referenciado em diferentes especialidades
médicas e em uma grande variedade de estudos biolégicos, em diferentes paises de
todo o mundo. Sua forma de aplicacao e resultados obtidos sdo ainda contraditorios,
em alguns casos. Estudos atuais tém revelado uma grande variedade de
mediadores celulares relacionados com o processo de interacido laser-tecido, tanto
na faixa do vermelho como no infravermelho proximo do espectro eletromagnético

(MANTEIFEL; BAKEEVA; KARU, 1999; UZDENSKY, 2002).

As caracteristicas que diferenciam a radiagao laser de uma luz emitida por

uma lampada de filamento estdo descritas na tabela 1.

Tabela 1. Diferencas dos tipos de emissao luminica

Luz laser Luz de lampada de filamento

¢ Monocromaticidade Policromaticidade

e Coeréncia « Nao coeréncia

o Direcionalidade Polidirecional

A monocromaticidade ocorre quando todos os fétons possuem o mesmo
comprimento de onda. Esta € uma a caracteristica importante do laser, pois cada
comprimento de onda tem uma interagcdo diferente com os distintos tecidos (EL

SAYED; DYSON,1990).



A coeréncia é a propriedade de sincronia entre os fétons no espago e no
tempo. A coeréncia espacial ocorre quando as cristas e vales, de todas as ondas de
diferentes fétons que compde a luz, coincidem ao longo de uma linha e coeréncia
temporal, ou seja, quando todas as ondas tém a mesma frequéncia, o mesmo

comprimento de onda e velocidade de propagacao. (MESTER et al., 1975)

A direcionalidade ocorre quando os fotons estdo na mesma direcido com baixa
divergéncia, diferente do que ocorre com uma luz convencional, que possui alto grau
de divergéncia. A polarizagdo acontece quando as ondas de luz estdo orientadas
num so6 plano, assim, as vibracbes em seus campos elétricos acontecem numa sé

direcdo. (SCHAWLOW,1995)

A alta intensidade existente em um feixe laser & fundamental no seu uso
como opgao terapéutica, tanto cirurgica, quanto para biomodulagado de tecidos em
reparagdao. Com o desenvolvimento do laser houve a possibilidade de concentrar
alta quantidade de energia sobre pequenos focos no tecido biolégico, ora criando
temperaturas elevadas ora interagindo com a membrana celular ou com
componentes da célula. A grande quantidade de energia produzida e focalizada em
uma superficie reduzida permite obter pelas emissdes de laser uma elevada

densidade de poténcia (NICOLAU et al., 2004 a e b)

As caracteristicas técnicas de um laser, junto com a parametrizacédo que
definem seus efeitos, aplicagdes e limitacdes, sao: o tipo de laser, comprimento de
onda de emissao, tipo de emissao (pulsada ou continua), duragdo do pulso (dados
em nanossegundos, microssegundos ou milisegundos), intervalo entre os pulsos
(tempo entre duragao de pulso para pulso), transverse eletromagnetic mode (TEM —

a forma de distribuicdo da energia irradiada), freqiéncia do pulso (dado em hertz —



10

Hz), tamanho da area de radiagao (ou spot size), poténcia (dado em Watt, fornecido
pelo aparelho), poténcia média e poténcia de pico (em emissao pulsada) e energia

por pulso (em emissao pulsada) dado em joules (J). (MESTER et al., 1975)

O tipo de laser é determinado pelo meio ativo utilizado. Varios estudos estao
descritos empregando o laser de Hélio-Nebdnio (HeNe), o qual é produzido a partir de
um meio ativo gasoso, cuja emissdo se encontra no vermelho (632,8 nm). Os
laseres atualmente empregados em terapia de baixa poténcia geralmente sao
diodos como: Arsenieto de Galio e Aluminio (GaAlAs) e Arsenieto de Galio (GaAs),
com comprimentos de onda que variam desde a faixa do visivel ao infravermelho

préximo, no espectro eletromagnético (ENWEMEKA, 1998).

Em geral os laseres de diodo tém depdsito energético pouco absorvivel pelo
componente aquoso e hemoglobina, e por isso, a profundidade de penetracéo
alcancga entre 2 e 3 cm. Uma vantagem da aplicagao da radiacao infravermelha

proxima é sua maior penetragdo nos tecidos. (NICOLAU et al., 2004 a e b)

3.2.2 Interagao Laser — Tecido

Muitos trabalhos investigam in vitro e in vivo a interagcdo de luz com
componentes bioldgicos, seu comportamento Optico em tecidos, cromoforos e suas
particularidades de absorcdo, e também o comportamento que exercem algumas
moléculas como barreiras opticas (KARU, 1998). Ndo obstante, para se ter algum
efeito em tecido, € necessario ser absorvida em tecido. A energia luminica se
converte em energia térmica e bioquimica, em especial quando a luz é irradiagédo por

laser em decorréncia a alta intensidade. (MESTER et al., 1975)
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Os tecidos bioldgicos sao pouco homogéneos no ponto de vista éptico. Toda
radiacdo eletromagnética ao incidir sobre uma superficie qualquer, sofre uma

reflexdo e absorgao, e quando este ocorre, pode haver espalhamento e transmissao

(Fig. 1).

feize de lus reflesiio

Rt B

tecido

""—a._\_\_t

transmiss o

‘/’ absorgio

espalhamento

Figura. 1 Interagéo luz — tecido. Quando ocorre incidéncia em tecido de um feixe de luz, ocorrem as
propriedades de reflexao, absorgéo, transmissao e espalhamento

A reflexao interna multipla pode ocorrer devido a ndo homogeneidade da pele
e dos tecidos profundos. A absorcao e o espalhamento resultam da interagao da luz
com as moléculas e células, onde o efeito de espalhamento €, muitas vezes, mais

importante do que a absorg&o para tecidos biologicos. (NICOLAU et al., 2004 a e b)

Em 1962 Patel desenvolveu o primeiro laser com finalidade terapéutica, um
Hélio-Nednio (He-Ne) com comprimento de onda de 632,8 nm (PONTINEN, 1992). A
aplicagao clinica do laser iniciou-se com Calderhead, em 1981 que, além de
comprovar a eficacia de sua utilizagdo na analgesia, também comparou a eficiéncia

do uso de diodos de GaAs (904 nm) e Nd:YAG (1064 nm).
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Embora diversos trabalhos mostrem resultados controversos sobre a TLBP
aplicada a algumas situagdes, ndo esclarecem a efetividade da terapia com seus
reais beneficios para o ser humano (BASFORD, 1995). Sabe-se que a interagao do
laser com sistemas bioldgicos € bem estabelecida em nivel celular, onde, em
processos patologicos o laser interfere no processo de troca idnica, acelerando o
incremento de ATP (LUBART et al., 1997).

Em 1999, Stadler et al., estudaram os efeitos de um laser de Argon:Dye
operando em 660 nm, sobre linfécitos, na presenca de eritrécitos, observou-se um
aumento significativo na proliferacdo dos linfocitos, sendo a resposta maxima
detectada condensidade de energia de 3 J/cm?.

Os estudos in vitro e in vivo sao importantes por dois grandes motivos:
primeiramente, porque fornecem uma base cientifica para a aplicagao clinica de
laseres de baixa poténcia no tratamento lesado tecidual, mediante a demonstracao
dos mecanismos fotobioldgicos subjacentes a estes tratamentos. Em segundo lugar
porque, com o0 uso de técnicas de pesquisa laboratoriais bem controladas e
investigacbes sistematicas, alguns grupos demonstraram a importancia dos
parametros da irradiagao por laser (como o comprimento da onda, dose e velocidade
de repeticao do pulso) com relagéo aos efeitos observados (O’KANE et al., 1994).

Neste aspecto, varios estudos in vitro examinaram os efeitos da irradiacéo por
laser de baixa poténcia em diversas linhagens celulares e em células explantadas,
para que fosse estabelecida a base fotobiolégica do uso clinico desta modalidade.

Dentre estes, diversos estudos avaliaram os efeitos fotobiomoduladores da
irradiacdo por laser na promocdo da cicatrizagdo, como a proliferacdo celular
(BOULTON; MARSHALL, 1986), produgdao de colageno (CASTRO et al., 1983) e

alteragdes ultra-estruturais (BOSATRA, 1984).
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Devido a sua importancia no reparo das feridas, as células mais comumente
utilizadas nos diversos estudos até o presente momento tém sido os fibroblastos e
macrofagos (O'’KANE et al.,, 1994). Os estudos envolvendo animais tém se
concentrado em duas areas principais de pesquisa: os efeitos fotobiomoduladores
do reparo tecidual e modulagédo do sinal nervoso (NICOLAU et al., 2004 a e b). No
caso dos estudos que abrangem a primeira area de pesquisa, pequenos animais de
pele frouxa, como ratos e camundongos, sdo os mais comumente utilizados (LYONS
et al., 1987).

Nos diferentes estudos encontrados na literatura observam-se efeitos
positivos da TLBP sobre feridas cutaneas (MESTER et al., 1985), lesbes musculares
(MESTER et al.,, 1975), tendinosas (ENWEMEKA et al., 1990), neuronal
(ROCHKIND et al., 1989).

Alguns pesquisadores, como Cambier et al. (1996) relatam n&o haver
qualquer diferenca na evolucéo do processo de reparo entre uma ferida irradiada e a
controle. Porém, a maioria dos estudos demonstra que o laser de baixa poténcia
exerce um efeito positivo no processo de reparacido. Estes efeitos referem-se a
aceleracao do processo de cicatrizacdo e aumento da resisténcia dos tecidos
cicatriciais. Estes efeitos, demonstrados em estudos in vivo, destacando-se
trabalhos que enfatizam o aumento da microcirculacdo local, ativacao do sistema
linfatico (LOPES, 1999).

Além disso, os efeitos terapéuticos do laser sobre o reparo de diferentes
tecidos bioldgicos sdao muito amplos, incluindo efeitos trofico-regenerativos,
antiinflamatérios e analgésicos, demonstrados em diversos, destacando-se os
trabalhos que evidenciaram um aumento na microcirculacdo local (MIRO et al., 1984;

MAIER et al., 1990; LIEVENS, 1986, 1988, 1990 e 1991), na proliferacdo de
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fibroblastos (STEINLECUNER; DYSON, 1993; LUBART et al., 1995; WEBB et al.,
1998; ALMEIDA-LOPES, 1998), assim como aumento na sintese de colageno

(BIHARI; MESTER, 1989; ENWEMEKA et al., 1990).

Diversos autores tém demonstrado que existe uma dependéncia direta entre
os efeitos da TLBP e os parametros empregados na terapia, como comprimento de
onda do laser, forma de emissao, densidade de poténcia e de energia (ABERGEL et
al., 1988; TRELLES et al., 1989; TERRIBILE et al., 1992; AL-WATBASS; ZHANG,

1994; HALEVY et al., 1997, KARU, 1990).

Karu (1998; 1999) observou que a interagdo do laser no infravermelho e no
vermelho com mitocdndrias, gerava o aumento da produgédo de ATP, o que, segundo
Baxter (1991), leva ao aumento da sintese de DNA e RNA com consequente

aumento da produc¢ao de proteinas.

Ortiz et al. (2001) descreve a interagao do laser com o tecido celular em trés

situacoes:

1. Excitagdo das cadeias de elétrons em estruturas celulares especificos,
principalmente nas mitocdndrias, resultando na ruptura de algumas moléculas
relativamente grandes ou inclusive mudangas na cadeia de carbonos. As
moléculas excitadas tém um maior potencial para gerar reagdes quimicas
levando a um efeito observavel em nivel bioldgico.

2. Vibragbes moleculares, que consistem em estiramento e batimento de ligagcbes
que causam deslocamentos dos nucleos atdmicos, mas nao afetam suas
posicoes de equilibrio, o espectro infravermelho é o que gera estas vibragdes.

3. Rotagao da biomolécula, total ou parcialmente, ao redor de um eixo, gerada pelo

campo eletromagnético criada pela luz incidente, o que poderia levar a um
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pequeno aumento da temperatura, que ainda ndo se conhece claramente se

acontece em nivel celular ou subcelular.

A TLBP tem como principais indicacdes estimular a resposta das células e
tecidos a fatores de crescimento como aumento da sintese de ATP e proteinas;
aumento da proliferacao celular, mudanca na permeabilidade celular; alivio da dor
pelo aumento de endorfina, serotonina e supressao da acido de nociceptores e
reforco da resposta do sistema imunoldgico via aumento dos niveis da atividade

linfocitaria e através da modulagao do sangue (GENOVESE, 2000).

A area de aplicacdo da radiacado laser pode ser sobre toda a extensao da
lesdo e/ou area dolorosa, nervos periféricos (inervando a area de estudo), trigger
points, pontos de acupuntura ou auriculoterapia, ganglios simpaticos superficiais,
regido intravascular, extra-corporeo, com subsequente, reinfusdo, intraoperatdrio,

endoscopico, em conjunto com fotosintetizantes.

A TLBP pode ser eleita para atuar em trés sistemas basicos: nervoso, linfatico
e sanguineo, ou seja, circulatério (OSHIRO, 2001). As contra-indicagdes, conforme
Kitchen e Basin (1996), no emprego deste recurso terapéutico se devem a sitios
neoplasicos (por possivel efeito estimulante potencial do carcinoma); irradiagdo em
gestante diretamente sobre regido uterina (por ndo se saber os possiveis efeitos que
a radiacao cause no feto); areas de hemorragia (por possivel aumento do quadro
hemorragico); terapia préximo ao olho (devido a possibilidade de dano ocular);
regides glandulares (por aumentar produ¢cao hormonal desequilibrando seu sistema).

Sitios de infecgao precisam ser cuidadosamente estudados, ja que o efeito do laser
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podera exacerbar o quadro infeccioso, no entanto, quando controlado, podera ser

empregado (RIGAU, 1996).

No processo de reparacao tecidual a terapia com laser esta relacionada com
a coagulacédo, inflamagao, fibroplasia, neovascularizagdo, contragdo da ferida e
reconstituicdo do epitélio principalmente por queratindcitos (BISHT, 1999). A TLBP
age sobre o processo inflamatério em trés niveis: (a) aumento na microcirculagao;
(b) aumento do fluxo linfatico e (c) efeito direto sobre as células envolvidas na
inflamacgéo (YU, 1997). Os efeitos biomodulatérios da TLBP em nivel tecidual se
traduzem por: epitelizagdo precoce, aparecimento de tecido conjuntivo frouxo,
composto basicamente por fibroblastos, infiltracdo leucocitica e neovascularizagao

(BISHT, 1999) e possivelmente reparacao de tecido cartilaginoso.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 APROVAGAO PELO COMITE DE ETICA

Neste trabalho foram aplicados os principios éticos da experimentacédo animal
de acordo com a COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal), tendo sido

aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNIVAP (Anexo A).

4.2 ANIMAIS

Neste estudo foram utilizados 28 ratos machos da ragca Wistar (Rattus
norvegicus variedade albinus), com peso de 225 + 25 g (balanga analdgica
Bender®). Os animais foram obtidos do Biotério da Universidade de Ribeirdo Preto
— SP. Os mesmos foram mantidos em gaiolas (sete animais por gaiola) em
condicbes automaticas de temperatura e luminosidade, alimentados com racgao
padrao Labina® e agua ad libitum (Fig. 2, 3 e 4). Os animais permaneceram por um
periodo de ambientagdo de 23 dias no biotério de passagem da Universidade de
Ribeirdo Preto Campus Guaruja —SP (UNAERP). O experimento foi realizado no
laboratorio de experimento animal, da Universidade de Ribeirdo Preto Campus

Guaruja (UNAERP).
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Figura 2. Animais em condigdes de acondicionamento,
sobre maravalha em caixa de poliestireno.

4 |||num!|lm]_ l

Figura 3. Animais em condi¢des de acondicionamento,
em caixa de poliestireno, condigbes automaticas de
emperatura e luminosidade, alimentados com ragao
padrdo Labina® e agua ad libitum.
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Figura 4. Controle automatico de luminosidade.

4.3 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os animais, ap6s o periodo de ambientacao, foram pesados e anestesiados
seguindo o protocolo de anestesia preconizado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Univap. Para tal os animais receberam administracdo do pré-anestésico
Butorfanol (Turbogesic, 2mg/kg), associado a Acepromazina (Acepran, 1mg/kg),
ambos administrados em dose unica, via intramuscular. Apos 15 minutos foram
administrados os anestésicos gerais Zolazepan e Tiletamina (Zoletil 50, 40mg/kg),
em dose unica, via intramuscular.

Os animais foram tricotomizados apds anti-sepsia da regido auricular com
alcool iodado, abrangendo toda a orelha direita, na porgédo externa. Apos nova anti-
sepsia a orelha foi perfurada (1 mm de didmetro) em sua por¢gdo mediana sob
aumento de 10 vezes, em procedimento microcirurgico (esterioscopio) com saida

para televisor (Fig. 5 e 6). Apds a perfuragdo da cartilagem auricular de forma



20

transcutédnea, a orelha era isolada em mini campo de gaze para a sutura da
superficie cutanea externa e interna, individualmente, com fio de nylon 6.0 (Fig. 7).
Todo o procedimento foi filmado para permitir analise de homogeneizacéao cirurgica

a posteriori (Fig. 8).

Figura 5. Procedimento cirurgico de lesao auricular, de forma
transcutanea.
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Figura 6. Area de procedimento cirurgico, sob condigdes de micro cirurgia, utilizando
magnificacao visual de 10 vezes.

Figura 7. Sutura de regido lesionada em sua porcdo cutdnea externa,
sobre a cartilagem perfurada.
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Figura 8. Sistema de video acoplado ao esterioscépio e camera CCD, para gravagao
simultanea do procedimento. Seta - local de perfuragédo transcutanea, com magnificagao
de 10 vezes.

Todo procedimento foi realizado com instrumental estéril (Fig. 9). Para
analgesia poés-cirurgia foi utilizada a droga Fentanil® por via intra-peritoneal (IP), a
uma dose de 0,032 mg/kg, de 12/12 horas, por dois dias consecutivos apds a

lesao.
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Figura 9. Mesa cirargica pré-procedimento, contendo instrumental
empregado para o procedimento de perfuragédo da cartilagem auricular.

4.4 PROCEDIMENTO TERAPEUTICO

Apods a cirurgia os animai foram divididos em dois grupos de forma aleatéria,
denominados grupo controle 14 dias, grupo controle 23 dias, grupo irradiado 14 dias,
grupo irradiado 23 dias, contendo 7 animais por grupo.

O grupo tratado recebeu a terapia com laser de baixa poténcia (TLBP),
Arsenieto de Galio, da marca Laserpulse Ibramed geragdao 2000, aparelho
microcontrolado, (904nm) (Tabela 2 e Fig. 10). O tratamento iniciou-se apos 24
horas do procedimento cirurgico, sendo administrado a cada 48 horas. O grupo
irradiado 14 dias recebeu um total de 7 aplicagbes da TLBP, e o grupo irradiado 23

dias recebeu um total de 12 aplica¢des de TLBP.



Tabela 2: Protocolo de irradiagao com laser GaAs.

Parametros de irradiagao Valores
Densidade de energia 10 J/em?
Poténcia de pico 70 W
Comprimento de onda 904 nm
Area do feixe (fibra 6ptica) 0,1 cm?
Modo de Aplicagao Pontual
Numero de pontos 1 ponto
Modo pulsado 9500 Hz
Tempo estimado 84 segundos
Largura de Pulso 60 ns

Figura 10. Posicionamento da ponteira de irradiagéo
durante a TLBP (A). Equipamento da KLD, laser de
GaAs (904 nm) (B). A superficie auricular permaneceu
em contato com a prancha de manipulagéo e o laser
opostamente.
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4.5 SACRIFICIO E OBTENGAO DE AMOSTRAS

Aos 14 e 23 dias pos-operatorios os animais dos grupos controle 14 dias e
irradiado 14 dias e grupo controle 23 dias e irradiado 23 dias, respectivamente,
foram pesados e receberam pré-anestésico Butorfanol (Turbogesic, 2mg/kg)
associado a Acepromazina (Acepran, 1mg/kg), ambos administrados em dose
unica, via intramuscular. Apds 15 minutos foram administrados os anestésicos
gerais Zolazepan e Tiletamina (Zoletii 50, 40mg/kg) em dose Unica, via
intramuscular. Apds a anestesia foram sacrificados com dose letal de cloreto de
potassio (KCI, 0,4ml/100g de peso) via intra cardiaca. A regidao lesionada foi
biopsiada com uma margem de 5 mm de tecido saudavel circundante, fixada em
formol a 10% e encaminhada para confec¢cdo de ldminas histolégicas junto ao
Laboratério de Patologia da Faculdade de Ciéncias da Saude, da Universidade do

Vale do Paraiba.

4.6 PREPARAGAO DAS LAMINAS E ANALISE HISTOLOGICA

O volume do formol utilizado para fixagao da peca anatdbmica compreendeu
de aproximadamente 20 vezes seu volume, impedindo assim sua degradacgao. As
amostras foram tratadas uma a uma com o seguinte procedimento: apds serem
lavadas em agua corrente por 15 minutos, as pegas sofreram desidratagcéo
gradativa por imersdo em alcool 70%, 95% e alcool absoluto e posterior
diafanizacdo em xilol I-lI-lll, 30 minutos, em cada. Posteriormente, a peca foi
impregnada por Parafina derretida (62°). Decorrida a impregnagao da pecga, o

material foi acondicionado em blocos retangulares (emblocadas) e submetidos ao
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corte em micrétomo de parafina rotativo com espessura de 6 uym. A parafina
funciona como um suporte fisico, e possibilitou a obtencdo de cortes finos (sem
deformacao da estrutura e da arquitetura celular). Os cortes foram desparafinados
utilizando para tal xilol, durante 10 minutos e em seguida foram reidratados, com
agua fresca através da passagem por uma série gradativa de solugdes alcodlicas
(alcool absoluto, alcool 95°, alcool 80°, alcool 70°), durante 2 minutos cada. Em
seguida os cortes foram lavados durante 10 minutos. Apds este procedimento os
cortes histolégicos foram corados com hematoxilina — eosina (H&E). A coloragao
com hematoxilina se deu por 2 minutos, sendo os cortes lavados durante 10
minutos, corados com eosina durante 1 minuto e novamente lavados com agua
destilada. Os cortes corados foram desidratados com alcool (alcool 70°, 80°, 95°,
absoluto) durante 2 minutos cada, diafanizados com xilol I-lI-lll, 5 minutos cada e
montados, usando-se um meio de montagem n3o aquoso (Centellan®). Os cortes
seriados foram montados em laminas. Desta foram, a peca correspondente ao
material lesado e tratada tornou-se prépria para a analise histolégica por
microscopia Optica de luz (Microscépio Leica Slandasd).

Com a finalidade de se obter uma avaliacdo qualitativa dos resultados obtidos
no estudo, uma andlise dos eventos histologicos nos tecidos lesados e em
processo de reparagao da regiao de cada animal estudado foi realizada. Durante
esta analise, o tecido sadio da regido circunvizinha foi utilizado como um dos
parametros para comparagao ao tecido alterado.

Todas as imagens digitalizadas através do programa Leica® Qwin, onde foi

empregado segundo alinhamento padrao, e aumento de 400 vezes. Para definir o
quadrante de medida, utilizou-se o comando Measure, a fim de se obter uma

imagem quantificada em 50.805 um?, calibrada em Ipixel=0,805 pm. Foram obtidas
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laminas histoldgicas (Fig. 11), das quais se analisou a area de cartilagem reparada e
distancia entre os cotos da lesdo. Apds a selecao de areas ou determinacao de
distancia, o programa executou as medidas de areas de neoformacgao de cartilagem
e separacao entre os cotos da lesdao. Os valores obitdos de area e distancia de
cotos, foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), com nivel de significancia
de 5% (p<0,05). Para andlise estatistica dos dados utilizou-se o programa GraphPad
Instat® aplicando teste ANOVA, com grau de significancia de 5% e pds-teste de

Newman Kells.

Figura 11. Fotomicrografia de zona de reparagéo cartilaginosa
(setas), cotos da zona de lesdo (cabecgas de seta), pericondrio
(*). H&E. 400x. grupo irradiado 14 dias.
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5 RESULTADOS

Para a exposicao dos resultados da analise histolégica (qualitativa) obtida na
pesquisa, optou-se pela apresentagcdo de exemplos de fotomicrografias de laminas
de todos os grupos participantes, para a evidenciagao dos dados observados (Fig.
12 a 15).

Através da anadlise histolégica do grupo controle 14 dias, verificou-se
presenca de fragmentos de tecidos moles na area de lesdo, margens de tecido de
granulagcao formado por fibroblastos jovens e pouco volumosos, macrofagos e
nenhuma neovascularizagdo e nao apresentando area de reparagao cartilaginosa.
Nao observou-se ganho expressivo de tecido conjuntivo, formado por fibroblastos
secretores e fibras colagenas imaturas, em fase inicial de organizacéo. Apds analise
do grupo controle 14 dias os cortes histolégicos apresentaram algumas amostras de
formagao de anexos da derme e sem formacéao de tecido cartilagenoso (Fig. 12).

Através da anadlise histolégica do grupo controle 23 dias, verificou-se
presenca de fragmentos de tecidos moles na area de lesdo, margens de tecido de
granulacao formado por fibroblastos jovens e volumosos, macrofagos e proliferagcéo
de vasos. A analise demonstrou ainda, pequeno ganho tecido conjuntivo formado
por fibroblastos secretores e fibras colagenas imaturas, em fase inicial de
organizagdo. Apos analise do grupo controle 23 dias os cortes histologicos
apresentaram algumas amostras de formagdo de anexos da derme e pequena
quantidade de tecido colageno em formacéo, com presenga de pequena area de

reparagao de tecido cartilaginoso (Fig. 13).
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Figura 12. Fotomicrografias de zona de reparagao cartilaginosa grupo controle 14 dias. H&E. 200x
(A) e 400x (B).

Figura 13. Fotomicrografias de zona de reparagao cartilaginosa do grupo controle 23 dias. H&E.
200x (A) e 400x (B).
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Por meio da analise histolégica do grupo irradiado 14 dias, verificou-se
presenca de fragmentos de tecidos moles na area de lesdo, margens de tecido de
granulacao formado por fibroblastos jovens e volumosos, macréfagos e vasos neo
formados. A andlise demonstrou ainda ganho tecido conjuntivo formado por
fibroblastos secretores e fibras colagenas imaturas, em fase inicial de organizagéao.
Apds andlise do grupo irradiado 14 dias os cortes histolégicos apresentaram
algumas amostras de formagao de anexos da derme e maior quantidade de tecido
colageno em formacgao (Fig. 14).

Os resultados obtidos apds a analise estatistica quanto a area da lesao,
podem ser verificados na figura 16. Comparando os grupo controle e grupo irradiado
14 dias pés-operatério (PO), verificou-se que houve diferenga significativa (p<0,001)

quanto a area de reparagao do tecido cartilaginoso.
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Figura 14. Fotomicrografias de zona de reparagéo cartilaginosa irradiado 14 dias. H&E. 200x (A) e
400x (B).

Figura 15. Fotomicrografias de zona de reparagao cartilaginosa do grupo irradiado 14 dias. H&E.
200x (A) e 400x (B).
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Os cortes histolégicos do grupo controle 23 dias mostram proliferagcao de
tecido conjuntivo fibroso, apresentando fibroblastos ativos e em repouso no interior
de fibras colagenas. Ao passo que os cortes histolégicos do grupo irradiado 23 dias
mostram fragmentos de tecidos moles, apresentado defeito cirurgico, preenchidos
nas margens do mesmo condroblasto jovem e volumoso e formagao de grupos
exdgenos. Na area central da loja cirurgica observa-se proliferacdo de tecido

conjuntivo e de forma periférica vasos sanguineos e anexos da derme (Fig. 17).

Os dados referentes a andlise histolégica da area de reparagéo e distancia
entre os bordos da lesdao encontram-se resumidos na figura 18. O segundo
parametro observado, distancia entre os bordos da lesdo, demonstrou diferenca
significativa (p<0,05) na comparagao entre os grupos controle 14 x irradiados 14
assim como entre os grupos controle 23 x irradiados 23. Estes resultados podem ser

observados na figura 18.
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6 Discussao

Neste estudo optou-se pela utilizacdo da microcirurgia na regiao auricular
visando estudar o processo de reparacao de cartilagem elastica pds-laserterapia.
Esta regido foi eleita devido a facilidade de acesso cirurgico e reduzido risco de
autocanibalismo. Esta regido possui restrito aporte sanguineo, com limitada
capacidade de reparagao, permitindo o estudo do processo correlacionando-o, entre
outros fatores, com o efeito da laserterapia sobre a microcirculagao periférica.

A microcirurgia (procedimento realizado com esterioscépio) foi adotada como
procedimento experimental para permitir que o tecido epitelial fosse suturado sobre a
perfuragdo em cartilagem (face anteriormente e posteriormente da orelha),
minimizando o risco de fibrose cicatricial e consequentemente reducdo na
neoformacao de tecido cartilaginoso.

Foram utilizados neste estudo ratos Wistar adultos jovens para que o
processo de turneover celular em organismos em crescimento nao interferisse nos
resultado histologico, devido a alta celularidade e irregularidade entre animais.
Optou-se por ratos machos para evitar variagdes hormonais entre os diferentes
animais, além de serem os modelos de estudo mais utilizados em experimentos em
biotérios, devido a facilidade de manuseio e de tratamento além de permitir
acondicionamento em gaiolas (Nicolau et al., 2003).

O laser empregado neste estudo foi o laser de GaAs (904 nm), pois
atualmente estes equipamentos sdo os mais utilizados em nivel clinico(clinica
fisioterapéutica), empregado em processos de reparo tecidual. O comprimento de
onda é um fator determinante para efeito no tecido biolégico. Segundo Karu (1989) o

tecido biolégico tem baixo coeficiente de absor¢édo para o laser GaAs 904 nm, logo
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capacidade de penetracdo na pele (p.ex.). Alguns estudos comprovam a existéncia
de efeitos fotobiomoduladores da radiacao laser no processo de cicatrizacdo, como
a atividade e proliferacao celular (BOULTON; MARSHALL, 1986). Segundo Castro et
al. (1983) os efeitos benéficos da TLBP influenciam na produgdo de colageno,
substancia essa de suma importancia na formacdo de novas estruturas
cartilaginosas, tendo em vista que a nutricdo do tecido cartilaginoso que provém
basicamente do pericdndrio, o qual é constituido de tecido colageno (BOSATRA,
1984).

Os fibroblastos e macréfagos, devido a sua importancia no reparo das feridas,
sdo as células mais estudadas até o presente momento (O’KANE et al., 1994). No
presente estudo realizou-se uma lesao epitelial associada a uma lesdo de tecido
cartilaginoso. Logo a terapia com laser instituida de forma transcutanea poderia agir
em ambos os tecido, englobando assim atividade tecidual fibroblastica (produgao de
colageno) e condroblastica (produgdo de matriz cartilaginosa). Assim, pode-se
relacionar a presente pesquisa com achados literarios sobre TLBP e o tecido
epitelial, uma vez que existe grande escassez de trabalhos realizados sobre
reparagao cartilaginosa. O emprego da TLBP com o objetivo de acelerar ou permitir
0 processo de reparacao tem sido atestado como valido em diversas estruturas
como: tecido epitelial, tecido 6sseo, tecido nervoso (RABELO et al., 2006). Segundo
Nicolau et al. (2003) a reparacdo Ossea pode ser acelerada com o emprego da
TLBP, através da aceleragdo no processo de reconstrugdo e aumento da
remodelacdo observada em tecidos tratados, através do estudo da atividade de
osteoclastos e osteoblastos, além de microarquitetura. A capacidade da laserterapia
influenciar positivamente em diferentes tecidos biolégicos, durante o processo de

reparo, norteou a realizagdo do presente estudo, pois o tecido cartilaginoso possui
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pouca capacidade de reparagdo e seu estimulo seria de grande valia clinica. Em
suma, o interesse do autor por realizar este experimento, se deu por varios motivos,
dentre eles esta dificuldade relacionada a anatomia e a fisiologia da regido
auriculares, além da dificuldade em encontrar referéncias bibliograficas e artigos
cientificos de procedéncias sobre a eficiéncia do TLBP em cartilagem do tipo
elastica.

Segundo Junqueira e Carneiro (2004) a regido auricular é pouco
vascularizada, possuindo tecido cartilaginoso do tipo elastico, composta por grande
quantidade de pericondrio. A cartilagem é caracterizada por ter dois tipos especificos
de crescimento: o oposicional e o intersticial. O crescimento oposicional é a
formagdo de cartilagem sobre uma superficie de cartilagem ja existente. Séo
derivadas do pericondrio, o qual é responsavel por este tipo de crescimento. O
crescimento intersticial ocorre no interior da massa cartilaginosa, isso ocorre porque
0s condrocitos sao capazes de se dividir e a matriz € distensivel (ROSS;
ROMREL,1993). Estes eventos puderam ser observados nos resultados da presente
pesquisa, onde houve presenca de crescimento oposicional e intersticial
possivelmente atribuida a efeitos bioestimulatérios da TLBP

Os resultados demonstraram que houve diferenga significativa (p<0,001)
quanto a eficacia do laser estudado sobre processo de reparagao cartilaginosa, haja
vista que o grupo irradiado apresentou uma maior area de neoformacéao
cartilaginosa quando comparado ao grupo controle num periodo de anadlise de 14
dias pés-lesao, sugerindo assim a eficacia do TLBP nos grupos de ratos submetidos
a radiacao.

Segundo Gyton e Hall (2002) a reparagao cartilaginosa inicia-se

fisiologicamente quatro dias apds a lesdo, formando um tecido de granulagéo
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composto de um leito denso de macréfagos, fibronectina, colageno e tipo Il além do
acido hialurénico. Visando antecipar este processo, melhorando o aporte sanguineo,
celularidade tecidual, metabolismo celular; no tecido estudado, na presente
investigacdo a TLBP foi instituida logo apds 24 horas da cirurgia. Os resultados
obtidos corroboram com estudos de Trelles et al. (1989), que observaram efeitos
antiinflamataérios, reparadores, analgésico durante processo de reparagao de feridas.
Lievens (1990), assim como no presente estudo também relata efeito de reparagao
tecidual otimizada pela TLBP. Contudo o autor atribui estes efeitos sobre aumento
do numero de fibroblastos e neovascularizagao. No presente estudo a celularidade e
a vascularizagao nao foi estudada, contudo quanto a formacdo menos evidente de
tecido fibroso e presenga de reparagao cartilaginosa, em animais tratados, conotam
similaridade com estudos Lievens. Estes resultados também se mostram similares a
outros estudos publicados como o de Bisht (1999), que observou a presenca de
efeitos biomodulatérios que incluem: epitelizagao precoce, neoformacao de tecido
conjuntivo composto basicamente por fibroblastos. Segundo Steinlechener et al.
(1993) e Stadler (1999) os efeitos de bioestimulagédo, observados com a TLBP, sao
provenientes do aumento na sintese de ATP devido a estimulacdo mitocondrial
promovida pelo laser.

Um parametro avaliado neste estudo foi a distancia entre os bordos da leséo
nos periodos apods 14 dias e apos 23 dias. Apds esta analise pode-se verificar
diferenca significativa (p<0,05) na comparagdo entre o0s grupos controles e
irradiados, em ambos os periodos de avaliacdo. Observou-se que a distancia entre
os bordos da leséo cartilaginosa (Fig. 11) foi menor nos animais irradiados com o
laser GaAs comprovando assim o crescimento oposicional e intersticial estimulado

pela TLBP. Assim, apesar de todas as dificuldades encontradas em um tratamento
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numa regido pouco vascularizada, como a cartilagem elastica, comprovou-se a
eficacia da regeneragao cartilaginosa auricular em ratos, através do tratamento

utilizado neste estudo.
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7 Conclusao

Pdde-se concluir através deste estudo que o laser Ga As, com comprimento
de onda de 904nm e dose de 10 J/cm? promove um efeito positivo quanto a

neoformacao cartilaginosa no periodo de 14 e 23 dias.

7.1 Consideragoes finais

Considerando os resultados obtidos neste estudo, novas investigagdes

podem ser realizadas visando:
- Avaliar in vitro a atividade celular deste tecido;

- Estudo de novas doses de irradiagcao, diferentes comprimentos de onda e

forma de tratamento;

- Emprego desta terapia em nivel clinico (dermato-funcional).
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