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O EFEITO DO LASER DE BAIXA POTENCIA (658 nm)
NA REPARACAO TECIDUAL DE QUEIMADURAS DE TERCEIRO
GRAU EM RATOSWISTAR

RESUMO

O laser de baixa poténcia tem sido utilizado em muitos estudos visando favorecer 0 processo
de reparo tecidual. Os efeitos terapéuticos que sdo induzidos pela radiacéo laser nos tecidos
biol 6gicos sdo, principalmente, o antiinflamatorio, o0 analgésico e o regenerativo. Objetivou-se
a andlise dos efeitos do laser no processo de cicatrizagcdo das lesbes por queimaduras de
terceiro grau em ratos Wistar. Para isso, utilizaram-se trinta ratos, variacdo albinus, Rattus
norvegicus, pesando 200 gramas cada, divididos em trés grupos experimertais de dez animais
cada, assim distribuidos. grupo | (grupo-controle), com terapia convencional, banho com

polivinilpirrolidina iodo degermante (PVPI) e curativo com sulfadiazina de prata; grupo |1
(terapia laser) e o grupo Il (terapia convencional mais terapia laser). O experimento foi

realizado com os animais anestesiados, com Ketamina (4mg/kg im.) e analgesia com Dipirona
Sodica (0,01mg/kg iv.), através de agulha e seringa descartaveis. Ainda sob os efeitos
anestésico e analgésico, foi realizada a retirada do material biolégico para primeira bidpsia,
com Punch de 3mm de didmetro, constatando-se, assim, a profundidade da lesdo. Foram

realizadas oito sessdes com laser diodo (InGaAlP), com comprimento de onda de 658 nm,

poténcia de 30mW, em cinco pontos fixos, com fluéncia de 3 Jcm? cada ponto, na &rea
gueimada, sendo quatro pontos periféricos e um central, em um periodo de 15 dias alternados.
A primeira biépsia foi retirada logo apés a lesdo. Apds o periodo de 15 dias, foi realizado o
sacrificio dos animais e feita a coleta do Ultimo material bioldgico para a analise da qualidade
cicatricial. O tecido biologico foi preparado segundo técnica histomorfologica para
verificagdo da quantidade de fibras colégenas e elasticas depositadas no tecido cicatricial. Os
valores obtidos foram expressos em média aritmética e desvio-padrédo. Os dados foram
submetidos ao teste estatistico ANOV A seguido do pos-teste de Tukey-Kramer. Os resultados
obtidos foram positivos quanto a quantidade de fibras colégenas (P < 0,01), porém n&o houve
dados significativos para as fibras easticas (P = 0,3205). A conclusdo deste estudo foi que, a
terapia laser de baixa poténcia associada a sulfadiazina de prata nas lesdes por queimaduras
de terceiro grau, obteve-se aumento na producdo das fibras coladgenas no tecido neoformado,

gue produziram uma cobertura cicatricial de melhor qualidade, menos fridvel e com maior

resisténcia.

Palavras Chaves. Queimadura de terceiro grau. Cicatrizac8o. Terapialaser de baixa poténcia.






THE EFFECT OF THE LOW POWER LASER TREATMENT ON THE TISSUE
REPAIR AFTER THIRD DEGREE BURNSIN WISTAR RATS

ABSTRACT

The low power laser has been used in many studies, to favor the process of tissue repair. The
therapeutic effects that occur in biological tissues are, mainly, the anti-inflammatory, the
analgesic and the regenerative ones. The objective of the present work was to analyze the
laser effects in the healing process of tissues injured by third degree burns in Wistar rats. For
that, thirty ratsvariation albinus, Rattus norvegicus, weighing 200 grams each, were used.
The three experimental groups with ten animals each, were distributed as. group | (control-
group), with conventional therapy, bath with degerming polyvinylpyrrolidone iodine (PVPI)
and dressing with silver sulfadiazine; group Il (laser therapy) and group Il (conventional
therapy and laser therapy). The experiments were performed with the animals under
anesthesia, with Ketamine (4mg/kg im.) and analgesia with sodium dipyrone (0,01mg/kg iv.),
through disposable needle and syringe. Still under the anesthetic and analgesic effects, the
withdrawal of the biological material for afirst biopsy was carried out with a 3mm diameter
punch, evidencing, thus, the depth of the injury. Eight sessions with laser diode (InGaAlP),
with a wavelength of 658 nm and 30mW of optical power were carried through, in five fixed
points, with fluency of 3 Jcm 2 each, in the burned area, being four peripheral points and the
other one at the center of the injured area, in a period of 15 alternating days. The first biopsy
was removed right after the injury. After the period of 15 days, the animals were sacrifice the
final collection of the biologica material for histological anaysis was performed. The
biological tissues were prepared by using histo-morphologic technique for the verification of
the amount of collagen and elastic fibers deposited in the cicatrizing tissue. The obtained
values were expressed by the group means and standard deviation. The data were submitted to
the ANOVA statistical test, followed by the Tukey-Kramer post-test. It was observed
statistically significant difference between the group means for the quantification of collagen
fibers (P < 0.01). However, no dgnificant differences were observed for elastic
fibers (P=0,3205). The conclusion of this study was that, the low power laser therapy in
association with silver sulfadiazine on tissues subjected to third degree burns, there was an
increase in the production of the collagen fibers in the neo-formed tissue, which produced a
better quality, less loosening and more resistant scar surface.

Key Words. Burn. Wound healing. Low level laser therapy.
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1INTRODUCAO

As queimaduras ou lesdes térmicas estéo entre os principais problemas de salide no
mundo industrial. No Brasil, estima-se em torno de um milhdo de acidentes/ano, dos quais
cem mil individuos serdo atendidos pelo servico hospitalar e, cerca de 2,5 mil pacientesiréo a
ohito direta ou indiretamente rel acionado a esse tipo de lesdo (GOMES; SERRA, 2001).

A mais alta incidéncia desses ferimentos é registrada nos Estados Unidos da América.
Dados recentes indicam que mais de dois milhdes de pessoas sofrem queimaduras a cada ano.
Pelo menos meio milhdo/ano de individuos serdo atendidos pelo servigo de salide americano,
devido as lesbes térmicas, com aproximadamente cinco mil mortes (PRUITT JR,;
MASON JR., 1996). Entdo, estima-se a possibilidade de 1 entre 70 americanos sofrer uma
gueimadura durante sua vida, de forma grave o suficiente para necessitar de hospitalizacéo
(DERLING, 1986).

As queimaduras que atingem grandes superficies corporais produzem distirbios
fisiolégicos que afetam diversos érgéos do corpo humano. Os profissionais da area de salide
gue se dedicam a tratar desse tipo de lesdo deparam-se com complicagdes que fatalmente se
apresentardo no decorrer do tratamento e que tornar-se-8o sem solugéo.

Por outro lado, vérios agentes causais existem, como chama direta, lcool, eletricidade,
liquidos superaquecidos, agentes quimicos, vapor quente, raios ultravioletas e outros. Além
disso, a profundidade e superficie corporal queimada interferem diretamente na gravidade da
lesdo. Um atendimento eficiente nos primeiros-socorros faz grande diferenca quanto a
gravidade dalesdo (JORGE; DANTAS, 2003).

Se 0 contato com 0 agente causal ndo for por tempo prolongado ou se, no ato do
ferimento, a regido lesionada for rapidamente resfriada com égua corrente, evitar-se-a que a
lesdo se propague para as camadas mais profundas da pele. Se, contudo, os cuidados ndo
forem realizados em tempo habil, ou ainda, dependendo do fator etiolégico da lesdo, ela
podera se tornar nais profunda e chegar ao tecido 6sseo. Tal lesdo é conhecida como
queimadura com perda total do tecido de revestimento corpéreo, sendo denominada
gueimadura de terceiro grau (GOMES; SERRA, 2001; JORGE; DANTAS, 2003, ou
gueimadura de espessura completa (O'SULLIVAN; SCHIMITZ, 2004).

A queimadura com perda total € um ferimento muito grave e promove seqlielas
desastrosas. A destruicdo atinge a epiderme e a derme e pode destruir os tecidos subcuténeos,
fascia muscular, masculos e, até mesmo, 0ssos (GOMES: SERRA, 2001; GOMES, SERRA;
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PELLON, 1997, JORGE: DANTAS, 2003), comprometendo a microvascularizacdo
subdérmica, com seus componentes coagulados, e a fixago da hemoglobina, sem palidez a
pressdo, além de deixar vasos sangiiineos trombosados e as circulagles distais prejudicadas,
queimpedem airrigacdo sangiiineadostecidos. (O’ SULLIVAN; SCHIMITZ, 2004).

Quanto ap aspecto macroscopico, essas lesdes apresentam a caracteristica de escara
dura, devido apresencade tecido desvitalizado, consistindo de codgulo de plasma desidratado
e células necréticas (O'SULLIVAN; SCHIMITZ, 2004).

Assemelhase a couro ressecado, com aspecto rigido e redugdo da elasticidade local;
exopilose (os pélos saem facilmente), aparéncia de pergaminho seco, branco (isquémico) e
carbonizado. (GOMES; SERRA, 2001; O’ SULLIVAN; SCHIMITZ, 2004). A coloracdo pode
apresentar-se nos tons castanho-claro, mogno, vermelho (O’ SULLIVAN; SCHIMITZ, 2009,
preto (GOMES; SERRA, 2001; O'SULLIVAN; SCHIMITZ, 2004), amarelado, marrom ou
marmoreo (GOMES; SERRA, 2001).

Ocorre destruicdo das terminagdes nervosas livres e, como conseqiiéncia, a &rea
apresenta-se deprimida e com sensagdo anestésica ou hipoestésica (JORGE; DANTAS, 2003.
N&o hareparo dapele de forma espontanea, havendo necessidade de enxertia cuténea.

Além disso, as queimaduras ndo so | esdes estanques, podendo evoluir de uma camada
tecidual para outra, devido a infeccbes ou a uma grave instabilidade hemodindmica, que
aumenta o aprofundamento da lesdo (GOMES: SERRA, 2001). Quando aqueimaduraatinge
grandes areas corporais, produz distirbios fisiolégicos que afetam praticamente todos os
6rgéos do corpo (JORGE; DANTAS, 2003).

Segundo Gomes e Serra (2001), as queimadurasde terceiro grau que excedem 10% da
area corporal e as de segundo grau que atingem 20% da superficie do corpo sdo, na maioria
dos casos, indicativas de internacdo. As lesBes séo de tamanha gravidade que surgem
importantes alteracdes metabdlicas, hormonais e imunol 6gicas que tém como conseqliéncia o
aumento acentuado do metabolismo basal (T REDGET; MING YU, 1992; WOLFE, 1996.

Na fase imediata apés a queimadura, as necessidades energéticas do paciente
queimado se aproximam do limite de reserva fisiolégica, excedendo em até duas vezes os
niveis caléricos basais exigidos por uma pessoa saudavel (CUNNINGHAM et al., 1995z
1995h; SAFFLE et al., 1985). O quadro de hipermetabolismo tem intensidade e duracdo
variaveis, estando intimamente ligado aoutros fatores, tais como a extenséo e a profundidade
da superficie corporal queimada, bem como a presenca de infecces e eficacia do tratamento
inicial (WOLFE, 1996).
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Por outro lado, estudos clinicos e experimentais tém demonstrado que a mucosa do
tubo digestivo é uma importante barreira mecanica a microflora intestinal habitual. Esses
microorganismos sdo inofensivos em pessoas saudaveis. Em pacientes criticamente doentes,
no entanto, representam um reservatorio capaz de iniciar infecgéo sistémica (DEITCH, 1990;
SWANK; DEITCH, 1996.

Alguns pesquisadores identificaram infeccdo sistémica causada por bactérias
associadas a0 intestino em pessoas queimadas, vitimas de trauma e/ou com sindrome de
falénciamdltipla de 6rgéos, sem que houvesse pontos focais de infecgdo, contudo os pacientes
evoluiram para 6bito ( LIPPMAN, 1995; SWANK; DEITCH, 1996).

As dteragdes metabdlicas, hormonais e imunolégicas observadas em pacientes com
extensas areas corporais queimadas, em casos de queimadura de terceiro grau, promovem um
elevado gasto energético do organismo lesado (DEITCH, 1995) e extenso gasto financeiro as
institui cdes que prestam assisténcia a essas vitimas (GOMES: SERRA, 2001). A redlizacdo da
presente pesquisa soma-se como uma valiosa contribui¢cdo para a ampliacdo do conhecimento
e utilizacdo do laser de baixa poténcia com comprimento de onda de 658 nm de diodo de
fosfeto de indio, gdlio e auminio (InGaAlP), no favorecimento da reparacdo tecidual de
gueimaduras de terceiro grau, bem como uma nova aternativa de baixo custo para o
tratamento.

O laser de baixa poténcia tem sido usado desde a década de 60 (GUIRRO; GU IRRO,
2002), sendo Mester (1966) um dos pioneiros a demonstrar seus ef eitos na reparacao tecidual.
Sua poténcia de radiagdo é téo baixa (2 a 30mW), que os efeitos biolbgicos ocorrem devido a
deposic¢éo de radiacéo no tecido, e ndo como resultado do aguecimento.

A colimagado dos fétons e a coeréncia de emissdo permitem a elevada concentracdo
energética, determinando a base da utilizacdo laser como instrumento terapéutico e cirdrgico
(GUIRRO; GUIRRO, 2002).

Os efeitos terapéuticos do laser de baixa poténcia junto aos tecidos bioldgicos séo
amplos, dentre os quais pode-se citar os efeitos antiinflamatérios e analgésicos e a qualidade
regenerativa (GUIRRO; GUIRRO, 2002). Estudos tém demonstrado um aumento na
microcirculagdo local MAIER; HAINA; LANDTHALER, 1990; MIRO et al., 1984 e
proliferacéo de células epiteliais (STEINLECHNER DY SON, 1993.

Pesquisas in vitro com fibroblasto, a principal célula de reparagdo tecidual, foram

desenvolvidas por diversos pesquisadores como Abergel, Glassberg e Uitto (1988), Abergel et

al. (1986), Al-Watban e Zhang (1994), Karu (1991), Baboni et al., (1985), Halevy et al./{
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(1997), Hallman et al., (1988), Loevschal e Arenholt-Bindsev (1994), Mester e Mester
(1989), Noguerol et al. (1994), Pourreau—Schneider et al. (1989; 1990) e Soundry et al.
(1988). Tais estudos foram correlacionados com outros in vivo, que demonstram efeitos na
reducdo do periodo de cicatrizagdo de feridas dentro do estrato cutdneo e de mucosas
(ABERGEL; GLASSBERG; UITTO, 1988; AL-WATBAN; ZHANG, 1994; BIHARI,
MESTER, 1989; HALEVY et al., 1997; ROCHKIND et al., 1989; TERRIBILE et al., 1992;
TRELLESet al., 1989a; 1989b).

A reparagdo tecidual € um processo complexo que envolve atividade local e sistémica
do organismo, sendo a microvascularizacdo de grande importancia nesse processo, o0 que
favorece de forma singular a integracdo do enxerto cutdneo (GOMES; SERRA;
PELLON, 1997).
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2 REVISAO DA LITERATURA



2 REVISAO DA LITERATURA

No capitulo referente a reviséo dh literatura, foram coletados, em diversos meios
literarios, a histéria do laser, conceitos, e efeitos terapéuticos. Define-se lesdo de queimadura
de forma abrangente e especifica de terceiro grau, demonstrando sua gravidade para o
individuo, principalmente, quando vem associada a grande extensdo e profundidade.
Apresentam-se as complicagdes que essa lesdo promove a fisiologia humana e finaliza-se a

exposi¢do com ampl os aspectos do processo cicatricial .

210 laser

A luz tem sua aplicagao terapéutica desde os tempos remotos da Antiguidade.

Através de trabalhos realizados com a luz no espectro do infravermelho e no espectro
visivel procedentes de |ampadas incandescentes de alta poténcia, ocorreram avangos tanto na
fotobiologia, quanto nafotomedicina.

Schawlow e Townes publicaram em 1958 os principios da amplificacéo de microondas
por emissdo de radiacdo. Foi a primeira vez que se fez mencdo a radiagdo monocromética e
coerente (RIGAU, 1996).

No inicio, o laser foi utilizado como materia bélico, mas rapidamente foi incorporado
na &rea de salide devido as suas caracteristicas especiais, como monocromaticidade, colimagéo
e coeréncia. A possibilidade de obtencdo de foco em pequenas éreas e a emissdo de dtas
densidades de energia fazem do laser um instrumento de grande interesse e importancia para
aplicacdes diagndsticas e terapéuticas (NICOLAU, 2001).

O primeiro laser a ser desenvolvido com objetivo terapéutico foi o laser de rubi,
operando em 694,3 nm nos laboratdrios da Hughes Research Laboratories, em Malibu, estado
da California, EUA, em 1960, pelo professor Theodore Maiman e sua equipe
(MAIMAN, 1960).

Em 1961, foi fundado, na mesma universidade, por Leon Goldman, o primeiro
laboratério de laser para aplicacfes médicas (GOLDMAN, 1981), onde as primeiras
experiéncias em animais foram realizadas. Nao havia, contudo, confiabilidade nos primeiros
aparelhos laseres, pois 0s par@metros de emissdo variavam muito, pois a poténcia emitida

apresentava alteracdes da ordem de cem por cento durante o periodo de suautilizagéo. Esse
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fato implicou vérios acidentes que detiveram o avango das pesquisas com laseres na época. O
novo dispositivo, até entdo, ndo apresentava tecnologia industrial suficiente que promovesse
efetividade a sua aplicacdo. O desenvolvimento de outros equipamentos laseres, entretanto, foi
despertando o interesse e a confiabilidade da comunidade cientifica. A partir desse fato, as
pesquisas voltaram acrescer.

Em 1966, foram relatadas as primeiras aplicacfes clinicas com laser operando em
baixa poténcia por Endre Mester, de Budapeste, Hungria. O pesguisador apresentou 0s
primeiros relatos de casos clinicos sobre a bioestimulagdo com laser em Ulceras cronicas de
membros inferiores, usando os laseres de rubi e argbnio (MESTER, 1966). Seus primeiros
artigos foram publicados em 1966, porém muitos trabalhos cientificos, experimentais e
clinicos foram produzidos por ele posteriormente, tendo sempre como tema central o laser
deHe-Ne.

A palavra laser € umacrénimo da expressao inglesa light amplification by stimulated
emission of radiation, que significa amplificacdo de luz por emissdo estimulada da radiacdo
(SULEWSKI, 2000). E uma radiacdo eletromagnética, proveniente da amplificacdo daluz por
emissdo estimulada de radiagdo, produzida em uma cavidade dptica ressonante a partir de um
meio ativo e de umafonte de excitagdo (SALGADO, 2002).

Consiste em uma fonte luminosa com caracteristicas distintas da luz fluorescente e de
lampadas comuns. Dentre as caracteristicas especiais desta luz, pode-se ressaltar o fato de o
laser ser uma radiacéo ndo ionizante e apresentar a monocromaticidade, ou sgja, a emissao da
radiacdo, idealmente, em um Unico comprimento de onda que oscila na mesma freqiiéncia e,
conseqiientemente, em uma Unica cor.

O comprimento de onda é um fator determinante e fundamental na interagdo entre o
laser e o sistema hiol6gico, a qual corresponde a distancia percorrida pela onda em uma
oscilagdo completa mensurada em nanometros (hm) e a sua freqiiéncia em Hertz (Hz). Em
geral, € o meio ativo que denomina o laser, definindo sua pureza espectral e seu
comprimento de onda, conferindo diversas caracteristicas de emisséio e possivel acdo
biologica (FEDOSEYEVA et al., 1988).

Uma outra caracteristica daradiagdo laser é sua coeréncia temporal e espacial. A
propagacdo das ondas ocorre com a mesma fase no tempo e espaco, propriedade esta que pode
se perder nos primeiros estratos cuténeos, devido a grande variedade de componentes
celulares que estdo presentes nesse tecido ANDERSON; PARRISH, 1982; HACZEKI;
TAMURA, 1988; 1989 JORI, 1980; MICKILEY; HARLEN; WHILLOCK, 1988; PARRISH,
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1980; WHARTON; GIBSON, 1964; WHARTON; TZAGOLOFF, 1966). Segundo os dados
da literatura, apesar de haver perda da coeréncia da radiacdo laser de baixa poténcia no
interior dos tecidos, sabe-se que a radiacdo é absorvida pelas células, promovendo alteractes
no metabolismo celular, tanto em tecidos superficiais como profundos (GIESE, 1980;
LOBKO; KARU; LETOKHOQOV, 1985; MESTER; MESTER; MESTER, 1985; SVAASAND,
1990).

A colimagdo, ou direcionalidade, que seria outra propriedade da radiacdo laser de
baixa poténcia, permite a focalizacdo de altas densidades de energia em peguenos pontos,
fazendo do laser um instrumento de grande interesse e importancia na aplicacéo diagnéstica e
terapéutica na érea de salde. A radiacdo laser pode ainda ser polarizada com ajuda de
dispositivos opticos (SCHAWLOW, 1995).

Além disso, a radiacdo laser esta submetida aos fenémenos fisicos comuns a luz, tais
como areflexd@o (que ocorre nainterface entre os diferentes meios, ndo havendo interagdo com
o tecido bioldgico), a refracdo (quando uma onda eletromagnética muda de meio), expressa
pela Lei de Snell ou Lei de Refragdo dada por (ny sen?; = np sen?,), a transmissdo (que se
traduz natrajetéria da radiagcdo nos diferentes estratos), a absor¢do (que iniciara um processo
bioquimico ou bi o€l étrico, dependendo do comprimento de onda utilizado, pois cada um deles
possui um fototropismo positivo para determinados tecidos), e o espalhamento pelo tecido
(que ocorrera em parte pelas moléculas, fibras ou células no interior dos estratos, dependendo
da dimensao da particula que forma o estrato em relacéo ao comprimento de onda da radiacdo
laser (GUIRRO; GUIRRO, 2002).

Os laseres podem ser classificados como de ata e de baixa poténcia, podendo
promover diferentes efeitos bioldgicos. Os laseres de alta poténcia sdo geralmente destinados
a remocles, cortes, carbonizacBes, vaporizacBes, coagulagBes, ou mesmo a simples
degradacdes ou desnaturacBes das proteinas que constituem os tecidos. De acordo com
Ohshiro e Calderhead (1991), quando utilizados em cirurgias, os pesquisadores observaram,
no pos-operatorio, que os pacientes relatavam menos desconforto, menor quadro edematoso e
melhor cicatrizagdo tecidual em comparacdo a métodos convencionais. A luz laser induz o
processo de reparacgdo tecidual precoce nas feridas cirdrgicas na pele, na gengiva e namucosa
palatina, conforme estudos realizados por Chomette et al. (1987a; 1987b), Surinchack et al.
(1983) e Watanabe et al. (1987).

Os laseres sdo classificados em alta poténcia ou cirargicos High-Intensity LASER

Treatment) e baixa poténcia ou ndo-cirdrgicos (Low-Intensity LASER Treatment). O laser de
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alta poténcia pertence a classe |V da classificagdo dos laseres, quanto ao risco de lesdes. Essa
classificagdo divide os laseres em seis classes, sendo que os pertencentes a classe 1V sdo
aqueles capazes de provocar lesdes na pele e olhos, mesmo com reflexdo direta ou difusa
(MELLO; MELLO, 2007). A classificacdo dos laseres, segundo o padréo do Center for
Devices and Radiological Health (CDRH), esta descritanatabela 1.

Tabela 1: Classificagdo quanto ao Padréo CDRH

Classe Riscos ? (nm) L aser
| N&o sdo considerados perigosos 180 a1,0.10° CWouP
lla Considerados perigosos se observados num 400 a710 CwW
intervalo de tempo superior ou igual a 1x10%s
I Apresentam riscos cronicos a visio 400a710 Ccw
Ia Apresentam tanto riscos severos como 400a710 Cw

cronicos a visdo e riscos severos se observados
diretamente por meio de instrumentos 6ticos

11b Apresentam riscos severos  visio e apdenas 180 a1,0.10° CWouP
exposicOes diretas
v Apresentam riscos severos avisio eapelenas 180 a1,0.10° CWouP

exposi¢oes diretas ou indiretas
. ___ _____ ______ ______ _______ ____ ____ _______________ |
Fonte: Brandalize e Phillips (2002). Nota Center for Devices and Radiological Health (CDRH).

Os laseres apresentam diferentes meios ativos: solido, liquido ou gasoso. O laser diodo
éum chip semicondutor que funciona como um diodo elétrico, sendo a regido ativa formada
por materiais semicondutores diferentes.

Dependendo do coeficiente de absorgéo do tecido-alvo, o laser de alta poténcia podera
gerar carbonizagdo, vaporizacdo, coagulacdo ou, até mesmo, a degradacdo ou desnaturagédo
protéica. Esse efeito € denominado fototérmico e tem como caracteristica a destruicdo ou
alteracdo permanente da estruturatecidual. Existem, porém, outros efeitos ndo dependentes
de calor, os quais criam alteracGes irreversiveis ou destrui¢ao do tecido. Dentre eles, pode-se
citar os efeitos foto-osmatico, foto-idnico, foto-enzimético e foto-imunoldgico (FULLER,
1983; OHSHIRO; CALDERHEAD, 1998).

Os primeiros beneficios observados pelo laser de alta poténcia durante cirurgias foram
menor desconforto no pds-operatdrio, menor edema e cicatrizagdo tecidual mais acelerada. A
partir desse fato, levantou-se a hipétese de que o laser poderia proporcionar alguns afeitos
adicionais ainda desconhecidos.

Ohshiro e Caderhead (1991) propuseram chamar um desses efeitos de “Efeito X do
LASER”, e se embasaram no efeito da distribuicdo gaussiana do feixe laser, um efeito

apresentado pela maioria dos laseres, que consiste em 0 pico de energia concentrar-se na
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regido central do feixe, desvanecendo gradualmente & medida que se aproxima da periferia

No limite entre a desnaturagdo protéica e a ativacdo fototérmica, a temperatura ndo
transpde 40° C.

Na &rea que corresponde a ativacdo fototérmica, hA um aumento de temperatura,
contudo, inauficiente para causar mudancas estruturais macroscopicas no tecido, promovendo
somente sua ativagao.

E naregido mais afastada do epicentro, ha uma zona denominada ndo-fototérmica, que

sofre ativagdo das estruturas teciduais. Apesar das duas Ultimas regides ndo demonstrarem
alteragdes macroscopicas teciduais (CALDERHEARD, 1998), dados de estudos anteriores
comprovam efeitos sobre estruturas teciduais. Esses efeitos sdo conhecidos atualmente como
“Terapia Laser de Baixa Poténcia’ ou “Laser Terapia’.
Ohshiro e Calderhead (1998) observaram a ocorréncia de reparacdo tecidual via incremento
do metabolismo celular, com agdo principa mente sobre as organelas celulares (mitocondria e
membrana), gerando adenosina trifosfato (ATP) e modificando o transporte iénico. Devido a
presenca de fotorreceptores celulares, sensiveis a determinados comprimentos de onda, a
absorcéo de fétons desencadeia reagdes bioquimicas. Dessa forma, o laser de baixa poténcia
acelera, em curto periodo, a sintese de ATP (glicdlise e oxidagdo fosforilativa) e, a longo
prazo, atranscricao e replicagdo do acido desoxirribonucléico (DNA). (KARU, 1987; KARU
et al., 1989; KARU; SMOLYANINOVA; ZELENIN, 1991a; 1991b; 1991c ).

O limiar de sobrevivéncia celular depende de sua linhagem e seu estado fisioldgico.
Quando o trabalho é realizado respeitando-se esses limites e oferecendo-se uma baixa
intensidade de energia, a célula utiliza essa energia, que vai estimular sua membrana ou suas
mitocdndrias, promovendo a bioestimulagdo celular, ou sgja, a célula busca a homeostasia da
drea afetada, a esta condicdo € denominada Terapia Laser. Sua indicagdo é referida aos
estados patol gicos em que se deseja promover a melhor qualidade e aceleracdo do processo
de reparacéo tecidual, nos pds-operatorios, reparacdo de tecidos moles, 6sseos e nervos, em
quadros de edemas instalados, mediacdo dos processos inflamatérios ou dor (crénica ou

aguda).
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2.2 Queimadura

As queimaduras sdo lesBes trauméticas, causadas por agentes térmicos, quimicos,
elétricos ou radioativos. Ocorrem na pele, promovendo destruicdo parcial ou total do tecido
cutdneo e seus anexos, podendo estender-se as camadas mais profundas, como tela
subcutanea, musculos, tendBes e 0ssos. A extensdo e a profundidade da lesdo tecidual € um
fator limitante & dcatrizagdo, devido a0 maior risco de infecgbes bacterianas. As
manifestacBes clinicas de um traumatismo térmico podem se apresentar desde peguenas
bolhas (flictenas) até aspectos marmoreos, que caracterizam a forma mais grave da lesdo
(LIMA JR.; SERRA, 2004).

A pele constitui um dos mais importantes elementos de defesa do organismo humano
contra agentes de agressdo ambiental. Apds umalesdo por queimadura, ha um desequilibrio da
microbiota cutanea, o que favorece a instalagdo e crescimento bacteriano. Além disso, a
suscetibilidade do hospedeiro pode culminar num quadro de septicemia, a maior causa de
morte dos pacientes queimados nos tempos atuais, podendo chegar a 75% dos 6hitos
(WACHTEL, 1985).

A restauragéo dos tecidos lesados é o principal objetivo do tratamento em um paciente
gueimado, segja por cicatrizagdo em segunda intencdo ou por enxertia. Esses dois processos,
contudo, ndo ocorrem com a vel ocidade desejada. Sendo assim, é de sumaimportanciatodo o

empenho da equipe, afim de garantir o sucesso terapéutico.

2.2.1 Fisiopatologia das queimaduras

A gueimadura é uma lesdo dindmica que acomete os 6rgdos em geral, promovendo
disfuncBes orgénicas proporcionais a extensdo e profundidade da lesdo. Quando ocorre uma
queimadura de pegueno porte, a reagdo € unicamente local, enquanto que nas queimaduras
moderadas e graves, ha uma reagdo local intensa e sistémica. As disfuncfes sdo hifasicas,
promovendo uma hipofuncgéo dos sistemas seguida por uma hiperfungéo tardia (LUND, 1944).
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2.2.1.1 Resposta hemodinémica

Ao ocorrer um trauma térmico, ha exposicdo do coldgeno tecidua e,
conseqilientemente, a ativacdo e liberago de histamina pelos mastécitos. A histamina liberada
provoca o0 aumento da permeabilidade capilar (APC), que, por suavez, permite a transudacdo
de um filtrado plasmético para o intersticio tecidual, provocando um edema importante no
tecido e hipovolemia WARD; FRIEDL, 1989). Com isso, 0 sistema calicreina é ativado,
produzindo cininas, o que faz aumentar a permesbilidade capilar, intensificando o edema
tecidual e ahipovolemia (DEMLING, 1985).

Ass associacdes das cininas com a exposi¢ao do colageno ativam o sistema fosfolipase
acido araquidénio, liberando prostaglandinas e, dentre estas, a prostaciclina (PG12), o que
aumenta mais a permeabilidale capilar (KRIZEK; ZIMMERMAN, 1984).

Outra via ativada é a tromboxane, que, junto a plasmina e a trombina circulante,
provoca um depésito nas paredes dos capilares, ocasionando um aumento da pressdo
hidrostatica de até 250%, contribuindo ainda mais para o edema no tecido (ROBSON, 1985).

O aumento da permeabilidade capilar foi tema de diversos estudos ao longo dos anos.
As pesquisas comprovaram que 0s capilares normais ndo permitem a passagem de uma
simples molécula de albumina, com peso molecular de 60.000 Daltons, mas, apés a lesdo
térmica, ocorre a passagem de moléculas de até 250.000 Datons (REED;
OHARHEIN, 1992).

A capilaridade aumentada ocorre em um periodo, em média, de 18 a 24 h. Inicia-se
minutos apés a lesdo térmica e atinge seu maximo em oito horas, quando regride
progressivamente até a normalidade (GOMES; SERRA, 2001).

No tecido integro, os poros capilares permitem a passagem das solucdes cristal 6ides
em ambos os sentidos, permitindo o perfeito equilibrio com o intersticio tecidual. O peso
molecular das solucBes colGides ultrapassa, porém, o didmetro dos poros capilares, ndo
permitindo a passagem dessas solucfes (LIMA JR.; SERRA, 2004).

Nas lesdes térmicas, contudo, o0 aumento da permeabilidade capilar € tdo intenso que
permite ndo somente a passagem das solucdes cristaldides, mas também, das solucdes
colGides. Consegiientemente, ha formagdo de grande edema nos tecidos afetados, e a
passagem dos col6ides ainda acarreta um aumento da presséo col oidosmética desses tecidos,
agravando aretencado hidrica(GOMES; SERRA, 2001; LIMA JR.; SERRA, 2004).

O conhecimento da fisiopatologia do queimado foi fundamental para o aporte
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terapéutico de ressuscitagdo dos pacientes dos estudos citados. Atualmente utilizam-se
solugBes cristaldides, evitando as solugdes coldides enquanto perdurar o aumento da
permeabilidade capilar, natentativa de minimizar o edema da queimadura.

Ap6s a metabolizacdo das substancias desencadeadoras do aumento da permeabilidade
(de 18 a 24 h), o poro capilar retorna ao seu didmetro original, aprisionando todo o col6ide na
area queimada e mantendo o edema tecidual (GOMES; SERRA, 2001). Os processos acima
relatados estdo ilustrados nafigura 1.

Mastécito I Histamina Edema

-
/ Sistema
Calicreina

Exposicado do/ \

Aumento da
Presséo
Hidrostatica

colageno

<+« Cinina
Obstrucao
i vascular
Fosfolipase
A Prostaglandina
Ac. Aracdbnico (PG12)
Plasming
Prostaglandina Tromboxane
Trombina

Figura 1: Desenho esguemético das conseqiiéncias da lesdo térmica
Fonte: Lima Jr. e Serra (2004)

Em 1966, Abramson, utilizando técnica de micropipetagem celular, descreveu um
aumento de 2.000 a 4.000 % da forga de sucgdo intersticial, e concluiu que esse fator aumenta
ainda mais ainundagao tecidual (ABRAMSON, 1966).

O aumento da permeabilidade capilar ocorre somente no tecido queimado, o edema
observado nos tecidos ndo queimados ocorre a custa da reducdo aguda da pressdo
coloidosmética plasméatica (DEMLING, 1985).

Quando ocorre um trauma térmico, sobrevém a contracdo do compartimento
intravascular e deplecdo das reservas energéticas, culminando com acidose metabdlica, o0 que

leva a evolugdo rgpida para o choque hipovolémico (MILLER, 1983).



O enfoque terapéutico do paciente queimado foi influenciado diretamente pelo
conhecimento fisiopatol gico das lesdes térmicas, ndo somente na quantidade, mais também
na qualidade dos liquidos utilizados na ressuscitacdo desses pacientes em choque, evitando
muitosébitos.

2.2.2 Agentes causais

As causas mais freqlentes de queimaduras no nosso meio sdo os liquidos
superaguecidos, somando quase metade dos casos (DE-SOUZA; MARCHESAN; GREENE,
1998; GOMES; CUNHA; VOGEL, 2000. Por outro lado, ha relatos em que o principal
agente causal em idosos € a chama direta OE-SOUZA; MARCHESAN; GREENE, 1998;
FERRARO, 1998; LALOE, 2000; PAMJESHAHIN et al., 2001; TEJERINA et al ., 1992).

A escaldadura é a causa mais comum de queimaduras em criangas pequenas
(GONZALEZ; DEMIRDJAN; MUNOZ, 2000; SERRA et al., 2002; BARRETO, 2003), e a
maioria dos acidentes acontecem nas residéncias, na presenca de adultos, o que evidencia a
falta de cuidados e prevencdo (SERRA, 1995). Nas criangas acima de trés anos, a chama
direta € a causa mais freqlente de acometimento. Entre os adolescentes, as maiores
incidénciasde acidentes sdo os combustivels.

A segunda maior causa de acidentes sdo os combustiveis. No Brasil, o dcool liquido,
por ser usado em larga escala como produto de limpeza, € responsavel por quase 20% de todas
as queimaduras no pais BARRETO, 2003 DE-SOUZA; MARCHESAN; GREENE, 1998;
GOMES; SERRA, 2001; SERRA et al., 2009. A substitui¢do recente do dlcool liquido pelo
gel eamanutencao destalei pelo governo poderdo dificultar a ocorréncia desses acidentes.

Os principais agentes causais de queimaduras podem ser observados natabela 2.
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Tabela 2: Andlise das causas de queimaduras de acordo com dados do Hospital de Andarai, Rio de Janeiro.

Agente causal Numer o de acidentes %
Liquidos superaquecidos 1.179 49,0
Combustivel 448 18,6
Chama direta 252 10,5
Superficie superaguecida 185 7,7
Choque €elétrico 124 51
Gés 75 3,1
Folha de Figo 51 2,1
Quimica 46 1,9
Radiacéo solar 45 1,9
Frio 3 0,1
Total 2.408 100,0

Fonte: Lima Jr. e Serra (2004).

LimaJr. e Serra (2004) afirmam que os liquidos superaguecidos sdo as maiores causas

de acidentes domésticos, atingindo, em sua maioria, criancas e adolescentes.

2.2.3 Fatores que influenciam o progndstico em um paciente queimado

A profundidade da lesdo e a extensdo da superficie corporal queimada sdo fatores que

influenciam diretamente o prognostico da queimadura. Quanto mais profunda e mais extensa,

mais grave sera o prognéstico de sobrevida do paciente BERRY et al., 2001, GOMES;

SERRA, 2001; MARVIN, 1992).

2.2.4 Grau de queimadura

Determinar o grau de queimadura significa avaliar a profundidade da lesdo térmica

cutanea. Existe certadificuldade em classificar algunstipos de queimaduras. Por exemplo, em

casos de queimadura el étrica, deve-se esperar dois a trés dias para que haja melhor definicao

do ferimento. A perfeita avaliacdo da profundidade da lesdo térmica sO podera ser validada

pelo estudo histopatol égico, ou sgja, por bidpsia. O agente causador, o tempo de exposicdo e

as condic¢oes prévias do paciente influenciam de forma impar a profundidadeda queimadura
(MARVIN, 1992; GOMES; SERRA, 2001).
A determinacdo da profundidade em uma crianca se torna ainda mais dificil devido a

espessura de sua pele, que é mais fina que a do adulto, tornando-se a crianga, assim, mais
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susceptivel a queimaduras mais profundas que o adulto. Assim sendo, na mesma condicéo de
lesGo em que um adulto teria uma queimadura de segundo grau, a crianga provavel mente
apresentard uma lesdo mais profunda (SCHANFELD, 1990; GOMES, 1999).

A maior dificuldade esta em diferenciar uma queimadura de segundo grau profundo de
uma de terceiro grau. Além do mais, a queimadura ndo é uma leséo estanque, podendo se
aprofundar com presenca de infecgBes ou uma grave instabilidade hemodindmica. Sendo
assim, uma queimadura de segundo grau superficial pode evoluir para uma de segundo grau
profundo, ou até mesmo, de terceiro grau. Em decorréncia desse fato, ndo se pode precipitar a
classificaco de uma lesdo em uma primeira avaliacdo, sendo de fundamental importancia
uma reavaliacdo em um periodo de 48 a 72 horas apds a lesdo térmica WAITZMAN;
NELIGAN, 1993).

A classificagdo das queimaduras quanto a profundidade da lesdo térmica dividese em

trés graus:. lesdo de primeiro grau, de segundo grau e deterceiro grau.

2.2.4.1 Lesdo deprimeiro grau

A lesdo de primeiro grau € agquela que atinge a camada mais superficial da pele, ou
seja, aepiderme. Apresenta um aspecto clinico imido, hiperemiado, edema e dor intensa. N&o
provoca alteracdes clinicas significativas e tampouco alteracBes hemodinémicas. Devido a
esse fato, o percentual deste tipo de queimadura ndo € incluido nos célculos de reposicdo
hidrica. Suaresolucdo ocorre em aproximadamente cinco a sete dias apés o trauma (GOMES,
1999; SERRA et al., 2002).

2.2.4.2 Lesdo de segundo grau

A lesdo de segundo grau atinge epiderme e parte da derme. Sua caracteristica clinica é
a formagdo de bolhas, ou flictenas, que podem apresentar-se integras ou rompidas. H&4 uma
subdivisio da lesio de segundo grau em superficid e profunda (LINARES, 1996;
GOMES, 1999).

As queimaduras de segundo grau superficiais sdo também conhecidas como

gueimaduras de espessura parcial, atingindo parte superficial da pele, epiderme e porcéo da



derme, bem como parte inferior do tecido cuténeo, apesar de conservar uma quantidade
razoavel de foliculos pilosos e glandulas sudoriparas. Caracteriza-se clinicamente pela
formagdo de flictenas, eritema, umidade e quadro doloroso acentuado. Quando ocorre o
rompimento das flictenas, podem deixar a mostra uma superficie de aspecto Umido e rosado.
A evolucgdo da restauracado total da pele em uma queimadura de 2° grau superficial ocorre de
14 a 21 dias, com minima formacdo cicatricia (LINARES, 1996; GOMES, 1999).

Nas queimaduras de segundo grau profundas, a destrui¢do de quase toda a derme é a
maior das caracteristicas. Essas queimaduras apresentam comportamento mais proximo aos
das queimaduras de terceiro grau, ocorrendo coloragdo mais péida e menos dolorosa e
acarretando maior repercussdo Sistémica, embora evoluam para recuperacdo apds trés
semanas, se ndo houver nenhuma intercorréncia. O epitélio neoformado, entretanto, € muito
fragil, apresentando ulceracfes recorrentes. Ha, ainda, grande tendéncia a cicatrizacdo
hipertréfica e formag@o de contraturas cicatriciais. O tratamento clinico usua das &reas de
gueimaduras de segundo grau profundas pode envolver a excisdo tangencial e a enxertia
cutanea (LINARES, 1996 GOMES, 1999).

2.2.4.3 Lesdo deterceiro grau

A lesdo de terceiro grau acomete a totalidade do tecido cuténeo, epiderme e derme. Em
muitos casos, atinge outros tecidos, como o tecido subcutaneo, misculos, ou até mesmo o
tecido 0sse0. Seu aspecto clinico é esbranquicado ou marmoreo e apresenta reducdo da

elasticidade tecidual, formando um tecido rigido, podendo apresentar por transparéncia vasos
sangiiineos trombosados. E a mais grave de todas as lesdes térmicas, podendo ser de causa
elétrica ou térmica. Alguns autores consideram como “lesdo de quarto grau” as éreas
carbonizadas (LINARES, 1996; GOMES, 1999). A tabela 3 ilustra os sinais e sintomas

rel acionados a profundidade daqueimadura.



2.2.5 Extensdo corporal queimada ou &rea de queimadura

O céculo da extensao corporal queimada pode parecer muito simples, porém, € motivo
de diversos erros. Existe uma tendéncia a supervalorizar a &rea corporal queimada, por serem
colocadas no célculo &eas de queimaduras de primeiro grau. Estas ndo apresentam
importancia clinica, por este motivo, ndo devem entrar no percentual de area por lesdes
térmicas (LINARES, 1996; GOMES, 1999).

O método nais rapido para determinacdo da area queimada é constituido pela “regra
dos nove”, método este desenvolvido por Polaski e Tennison, no qual se divide a superficie
corporal em segmentos que equivalem a aproximadamente 9% do total (GUIRRO; GUIRRO,
2004). Cada segmento do corpo corresponde a um percentual, ou seja, o corpo é dividido em
multiplos de nove, sendo esse um método rapido, prético e de facil memorizagso.

E freglientemente usado nas salas de emergéncias, porém, € importante lembrar que
ndo é um método preciso, podendo ser usado na sala de emergéncia apenas como uma
primeira determinagdo da &rea queimada.

Como este método consiste na divisdo corporal de multiplos de nove, a cabeca vale
nove por cento, cada membro superior vale, também, nove por cento, o térax anterior vale
dezoito por cento e o posterior outros dezoito por cento, cada membro inferior vale, também,
dezoito por cento e o0 perineo vale um por cento. A “regra dos nove” ndo deve ser aplicadaem
criangas, por apresentarem superficies corporais parciais diferentes das dos adultos,
principalmente criangas com idade abaixo de quatro anos.

A “regra dos nove’, porém, pode ser modificada para criancas, pois é muito prética e
de facil memorizagdo. Ela consiste em subtrair um por cento da cabega para cada ano acima
de um ano de idade e somar 0,5% a cada perna para cada ano acima de um ano de idade.
Considera-se a superficie corporal dacrianga semelhante a do adulto a partir da puberdade.

Considerando-se principalmente a queimadura de terceiro grau, € necessario cautela
na avaliagdo, aguardando-se pelo menos 48 horas antes de uma avaliagdo final, pois as lesdes
deterceiro grau podem demorar a se definir.

O célculo da érea queimada é de fundamental importancia ndo so para o prognostico
de um paciente queimado, como também durante todo tratamento (GODINHO; ASCHER,
1999; GOMES, 1999; LINARES, 1996).



A superficie da palma da méo do paciente equivale aproximadamente a 1% da
superficie corporal total (BERRY et al., 2001). Usando-se, portanto, a superfide palmar como

guia, até mesmo a superficie de queimaduras irregulares dispostas pode ser estimada.

LT ‘,..It '-

Figura 2: Modelo de boneco para célculo da “ Regra dos Nove”.
Fonte: Guirro e Guirro (2004)

Tabela 3: Sinais e sintomas da profundidade da queimadura

Grau Local afetado Sinais Sintomas
1° Apenas epiderme Eritema Dor
20 Epiderme e parte da derme Eritema + bolha Dor e choque
3° Epiderme e derme Branca nacarada Choque
40 Pele e musculo Carbonizada Choque grave

Fonte: Lima Jr. e Serra (2004).
O diagrama e a tabela de Lund Browder com o detalhamento da avaliacdo feita com a

palma da méo estdo representados na figura 3 e tabela 4, respectivamente. A tabela de Lund
Browder é o método mais apurado que existe, levando em consideracdo as proporcdes
corporais em relacdo aidade. Um exemplo disso é a cabeca de uma crianga, que corresponde a

uma &rea proporciona mente bem maior comparativamente a do adulto.
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Figura 3: Modelo de boneco utilizado no dagrama de Lund Browder para célculo da érea queimada.
Fonte: Gomes e Serra (2001).

Tabela 4:Tabela de Lund Browder

Area lano [ 1a4 5a9 10a 16 Adulto | T2°G T3XG Total
Cabeca 19 17 13 11 7
Pescoco 2 2 2 2 2
Tronco Ant. 13 13 13 13 13
Tronco Post. 13 13 13 13 13
Nadega D 25 2.5 2.5 2.5 2.5
Nadega E 25 2.5 2.5 2.5 2.5
Genitalia 1 1 1 1 1
Braco D 4 4 4 4 4
Braco E 4 4 4 4 4
Antebraco D 3 3 3 3 3
Antebraco E 3 3 3 3 3
Méao D 25 2.5 2.5 2.5 2.5
Méo E 25 2.5 2.5 2.5 2.5
Coxa D 55 6.5 8 8.5 9.5
CoxaE 5.5 6.5 8 8.5 9.5
Perna D 5 5 5.5 6 7
Perna E 5 5 5.5 6 7
PéD 35 3.5 3.5 3.5 3.5
PéE 35 3.5 3.5 3.5 3.5
Total

Fonte: Lima Jr. e Serra (2004).
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A tabela fornecida por Lima Jr. e Serra (2004) reserva colunas que assinalam o valor
de cada regido atingida em relag@o ao grau de profundidade para que se possa ter uma visao
global, além da nogdo do percentua correspondente alesdo de segundo grau, de terceiro grau
e o percentua total da superficie corpora queimada (GOMES; SERRA, 2001; LIMA JR;
SERRA, 2004).

2.2.6 Classificagdo das queimaduras

As queimaduras sdo classificadas quanto a gravidade do trauma em leves, moderadas e
graves. As queimaduras leves sdo aquelas que apresentam profundidade de primeiro grau,
podendo atingir qualquer extensdo corporal; as de segundo grau com menos de 10% da
superficie corporal queimada (SCQ.) e as de terceiro grau com menos de 3% da SCQ. Séo
tratadas em nivel ambulatorial, ndo apresentam repercussdes hemodinamicas e raramente
complicam.

As moderadas compreendem a profundidade de segundo grau com extensdo de
gueimadura que varia de 10 a 20%, e as de terceiro grau entre 3 e 5% de SCQ. Os pacientes
acometidos por esse tipo de les@o necessitam de um acompanhamento didrio, podendo ser
tratados em nivel ambulatorial. E melhor, porém, intern&los para que se observe a evolugio
das manifestagdes clinicas dalesdo.

As queimaduras graves, por sua vez, sdo as de segundo grau em que a SCQ. é
excedente a 20%, ou as de terceiro grau em que a SCQ. exceda 10%. Nesses casos, 0S
pacientes sdo graves, instaveis da questdo hemodinamica e necessitam de internacdo em um
centro de tratamento de queimados (LIMA JR.; SERRA, 2004).

2.2.7 Fatores que podem influenciar diretamente o progndstico

A gravidade de uma queimadura é determinada pela extensdo da area corporal
envolvida e, em um grau menor, pela profundidade da queimadura. Outros fatores, contudo,
devem ser considerados, tais como 0 agente causal, doencas preexistentes, dreas especiais
(face, genitdlia, maos e pés), traumas associados a queimadura e idade do paciente, uma vez

gue criancas menores de trés anos e adultos com mais de 65 anos apresentam piores



prognosticos (KUMAR; THOMAS; CHITTORIA, 2000).

Um outro fator indireto de progndstico e de morbidade é aleséo térmicade vias aéreas.
Mesmo em pacientes com pequenas ou médias superficies corporais queimadas, o indice de
mortalidade é de 90 a 100%. Quando houver suspeita de queimaduras de vias aéreas, deve-se
dar atencdo especial a este fato, promovendo umainvestigagdo minuciosa para que ndo ocorra
€rro grave nos primeiros socorros a vitima de queimadura.

As queimaduras vao variar muito de importancia e gravidade, dependendo do agente
causal, do tempo de exposicdo a esse agente, da profundidade, da extensdo da superficie
corporal queimada e o tempo transcorrido entre o acidente e 0s primeiros socorros.

2.2.8 Choque hipovol émico do queimado

No primeiro momento apds a queimadura, devido a liberacdo de catecolaminas, o
paciente freqlentemente apresenta pressdo arterial normal ou elevada e se encontra
tagquicardico. Assim sendo, a freqiiéncia cardiaca e a presséo arterial ndo sdo parametros
confidveis paraavaliar o estado volémico do paciente.

A monitorizagdo do déhito urinario é o pardmetro mais confiavel para o controle da
perfusdo tecidual, devendo ser passada sonda de demora em sistema fechado GOMES;
SERRA, 2001). Devera ser puncionada uma veia periférica em area ndo -queimada, utilizando-
se para tanto um cateter de maior luz possivel para iniciar a reposicdo volémica. Se ndo
houver veia integra superficial puncionavel, deve-se passar um cateter através da pele
queimada, pois, nessafaseinicial, a queimadura ainda se encontra estéril.

A cateterizacdo da veia subclévia é dificil devido & hipovolemia e ao seu colapso,
trazendo um alto risco de pneumotérax, de modo que deve ser evitada. Podera ser necessariaa
dissecacdo de veias de membros superiores, quando a pungdo venosa periférica for
impossivel, ndo devendo ser retardado de forma alguma esse procedimento CIMA JR;
SERRA, 2004).

A ressuscitacdo volémica devera ser realizada o mais breve possivel, de preferéncia
antes da chegada do paciente ao hospital, se atendido por equipe de socorro de emergéncia.
Caso o0 paciente ndo tenha sido atendido em tais condigdes, tdo logo chegue ao hospital, deve
receber solucdo salinaisotonica ou hipertdnica no volume adequado para obter débito urinario

satisfatorio. O atraso na ressuscitagdo induz a ata mortalidade, ndo apenas pelo
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desenvolvimento do choque hipovolémico, insuficiéncia renal e acidose metabdlica, que
seriam as complicagdes terminais de um paciente que permaneceu horas sem hidratac&o, mas
principal mente por alteracéo na perfusdo gastrintestinal.

Alguns estudos tém comprovado que & lesBes térmicas induzem isquemia, mediada
por angiotensinalll, e lesdo de reperfusdo no intestino, levando o aumento da permeabilidade
de translocacdo bacteriana (GENNARI, 1996; TADROS et al., 2000). A translocacéo e a
absorcdo de endotoxinas bacterianas serdo responsaveis pela sepse, que levara ao quadro de
faléncia organica maltipla, principal causa de mortalidade em queimaduras (GENNARI,
1996).

A monitorizagdo oxi-hemodindmica atuamente permite ao clinico obter
continuamente o débito cardiaco, afuncdo do ventricul o direito, a oximetria do sangue venoso
misto e o transporte de oxigénio.

Novas tecnologias tém surgido para a visualizag8o direta da microcirculagdo, tais
como as técnicas de Nailfod Videomicroscopy, Laser Doppler Flowmetry, e a Orthogonal
Polarization Spectral Imaging (OPS), abrindo, certamente, novas &reas para o estudo da
fisopatologia das ateracdes dos estados de choque, em gera, e, particularmente, dos
pacientes queimados (BACKER; DUBOIS, 2001).

Qualquer paciente com mais de 20% de area corporal queimada necessita de suporte
hidrico. Infunde-se uma solucdo de lactato de Ringer no intuito de manter o paciente com um
débito urinario entre 30 a50 ml/h (GOMES; SERRA, 2001).

2.2.9 O curativo

O tratamento da lesdo térmica nuncatem p recedéncia sobre as alteracfes que pdem em
risco a vida do paciente, mas € um aspecto importante do cuidado durante a fase aguda da
gueimadura.

Com o paciente estabilizado hemodinamicamente, o curativo poderé ser realizado sob
analgesia e ndo anestesia, quando, entdo, lavase a &rea queimada com &gua corrente e faz-se a
degermacéo com solucdes de polivinilpirrolidina (PVPI) ou clorexidina durante oito minutos.

Apds a secagem da area, aplica-se topicamente um agente que pode ser sulfadiazina de

prata a 1%, sulfadiazina de cério, ou mesmo a vaselina pura. Seca-se 0 curativo contensivo



utilizando-se compressas cirlrgicas e ataduras de crepom aplicadas de modo pouco
compressivo (GOMES; SERRA, 2001; LIMA JR.; SERRA, 2004).

As queimaduras profundas circulares podem funcionar como “garrotes’, ndo
permitindo a vascularizacdo das extremidades. As escarotomias sd0 incisdes nessas éreas de
gueimadura profunda com o objetivo de descomprimi -las (incisdes de descarga). Geralmente
ndo é necessaria anestesia para o procedimento, pois a area incisada € indolor em virtude da
queimadura das terminagdes nervosas. Pode ser realizada, ainda, no torax, para permitir
movimentos respiratorios.

Outro procedimento muito importante é o cuidado com a postura do paciente, que
devera ter a area queimada mantida em elevagédo de 30°, no caso de queimaduras da face e
extremidades para diminuir a formagdo de edema, o qual agrava a perfusdo dos tecidos e

aprofunda alesdo.

2.2.10 Enxertia cutanea

E de conhecimento dos profissionais da &rea de salide que atuam em centros de
tratamento de queimados que a cobertura cuténea dos pacientes com grandes extensdes do
corpo comprometidas com queimadura de segundo grau profundo e de terceiro grau €
certamente a maior dificuldade. Quando se retira o tecido desvitalizado, ha exposicéo de
grandes éreas cruentas que sao portas abertas ainfecgdo, a perda de plasma, sangue, eletrélitos
e liquidos, além de serem responsaveis pelaintensa dor causada ao paciente. Por essarazao, €
necessario recobri-las 0 mais rapidamente possivel para que o paciente ndo se infecte e para
que se restabeleca sua movimentacdo articular, evitando o desenvolvimento de sequelas
funcionais. A condicdo béasica para realizar-se uma enxertia cutanea € obter um leito cruento
limpo e vascularizado (GOMES; SERRA, 2001).

Quanto a classificagéo dos enxertos, eles podem ser:

a) Aloenxerto ou homologo: conhecido como curativo biolégico utilizado como
cobertura tempordria. Quando o paciente apresenta grandes éreas do corpo
gueimadas com profundidade de segundo e terceiro graus, propicia uma melhora da
condicdo geral. Além disso, regenera as &reas mais superficiais que vao servir, no
futuro, de areas doadoras definitivas, preparando o leito receptor. O tecido para o

enxerto éretirado de um cad aver. Usualmente a pele pode ser armazenada em bancos
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de pele por tempo prolongado. Este tipo de enxerto € utilizado quando ndo ha

possibilidade de auto -enxerto (GUIRRO; GUIRRO, 2002).

b) Xenoenxerto ou heterdlogo: oferece uma cobertura temporéria da pele. Sdo tecidos
(pele, cartilagem, osso, nervo, etc.) transplantados entre individuos de espécies
diferentes. Geramente utiliza-se pele de porco e ra (GUIRRO; GUIRRO, 2004).

¢) Enxerto temporario: enxerto de pele artificial utilizado quando existem extensas
areas queimadas. Suaindicagao visa sobrevivéncia (GUIRRO; GUIRRO, 2004).

d) Auto-enxerto: consiste na técnica mais utilizada pelos cirurgides especializados em
pacientes queimados. E um enxerto permanente e as &reas doadoras sdo do proprio
individuo (GUIRRO; GUIRRO, 2004). Os auto-enxertos podem ser:

- fragmentados. atualmente em desuso (GOMES; SERRA, 2001).

- laminares; finos (Ollier Thiersch), intermediarios 2/3 (Blair e Brown),
intermedidrios 3/4 (Padgett) e pele total (tipo Wolf Krause), de acordo com
Gomes (1999).

- expandidos Mesh Graft: utiliza-se, neste caso, um expansor de pele que
proporciona aumento de 1,5 a 9 vezes a largura da faixa de pele. Utilizado quando
ndo hé area doadora extensa (LIMA JR.; SERRA, 2004).

2.2.10.1 Desvantagens dostipos de auto-enxertos

Segundo Lima Jr. e Serra (2004) os auto-enxertos fragmentados sdo ruins do ponto de
vista estético e funcional por apresentarem desagradavel aspecto de mosaico, com pequena
resisténcia aos atritos e traumatismos, fazendo com que ocorra ulceragdes com freqiiéncia. A
cicatriz resultante entre os pequenos enxertos €, em geral, hipertréfica ou queloidiana e sujeita
ador, prurido e grande tendénciaaretragdo cicatricial secundéria.

O auto-enxerto fino, por sua vez, segundo 0S mesmos pesquisadores, apresenta
acentuada retragdo cicatricial secundéria, com pouca resisténcia aos atritos e discromia
associada.

O auto-enxerto intermediario de pele parcia apresenta diferenca de coloragéo quando
aplicado principalmente naface, enquanto o enxerto de pele total tem, de acordo com Gomes
e Serra (2001) e Lima J. e Serra (2004), dificil cicatrizagdo da area doadora.

Segundo Gomes (1999), os enxertos laminares sdo os mais utilizados. S&o enxertos de
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qualidade e devem possuir espessura semelhante aregido a ser enxertada. A espessura da pele
varia com aidade e com alocalizagdo no corpo.

2.2.10.2 Comparativo entre o auto-enxerto laminar e o auto-enxerto expandido

O enxerto com a pele laminar é qualitativamente superior ao de pele expandida. As
areas prioritarias para a cobertura com pele laminar sdo a face, o pescogo, as maos e o0s
punhos, a axila, a regido anterior do cotovelo e a regido posterior do joelho GOMES;
SERRA, 2001).

O auto-enxerto de pele expandida (Mesh Graft), por suavez, é indicad o em pacientes
gue possuem pouca area doadora de pele. A expansdo obtidarefere-se alargurado enxerto. O
enxerto em malha oferece a possibilidade de cobertura de uma érea cruenta maior, que deve
conter uma camada dérmica e ndo apenas epitélio, pois a pele fina retra mais,
comprometendo a qualidade do enxerto(LIMA JR.; SERRA, 2004).

2.3 Reparagdo tecidual

O estudo sobre cicatrizacéo de ferida engloba atualmente um meio complexo contendo
muitas proteinas da matriz, fatores de crescimento e citocinas, 0s quais regulam e modulam o
processo de reparacdo (RUBIN et al., 2006).

Segundo Rubin et al. (2006), a reparacdo e a regeneragcdo desenvolvem-se apds
respostas inflamatdrias, sendo ainflamagdo a resposta priméria alesdo tissular.

A inflamagdo é a reacdo do tecido e sua microcirculacéio a uma agressao patogénica.
Podendo influenciar a reparacdo no processo inflamatdrio agudo. Quando a reparagéo aguda é
transitéria, pode sofrer resolucdo completa com reposicdo loca dos eementos
parenquimatosos lesados. Por outro lado, a inflamagdo aguda progressiva, com o
aparecimento de inflamagdo com predominancia de macréfagos, € intrinseca a seqiiéncia de
elaboragdo e reparagdo do colageno. Ainda segundo Rubin et al. (2006), a regeneracdo € a
renovagdo de um tecido lesado ou de um apéndice perdido, idéntico ao original.

O advento da cicatrizagéo tecidual é dividido de formacléassicaem trésfases: afase da

inflamag&o, fase de formagdo do tecido de granulagdo com deposicdo da matriz extracelular e



a remoddlacdo tecidua (CLARK, 1993). Essas fases sd0 sobrepostas no tempo, e ndo séo
necessariamente exclusivas.

Segundo McKinney e Cunningham (1989), a aparéncia final da cicatriz propriamente
dita vai depender de fatores que influenciam diretamente o processo. Desde 0 monento em
gue se instala uma ferida, h4 um grau de isquemia, oxigenacdo e fatores angiogénicos de
crescimento até a fase final de remodelagéo, passando pelo processo de reposicéo tecidua e
havendo, assim, o evento especifico da cura. A reparagdo combina trés eventos fundamentais:
a hemostasia, pois durante o processo de les@o existe o rompimento de vasos, a inflamacéo
pela lesdo local; e a reparagdo propriamente dita, pois se houve destruicdo, ou lesdo, de
determinadas estruturas, haverd processo de reposicdo tecidual por regeneracdo ou
cicatrizagdo.

De uma maneira ampla, 0 processo de cicatrizagdo ocorre por preenchimento dos
espagos fechados com uma cicatriz. A evolugdo desse processo vai variar de acordo com a
presenca ou auséncia de bactérias, com a natureza da ferida (fechada ou aberta), com o grau
de nutricdo sangliinea, com a quantidade de tecido morto a ser eliminado, com a caracteristica
do tecido lesado e outros fatores MAJINO; JORIS, 1996).

A ferida incisional tem como caracteristica apresentar-se fechada, suturada e nédo
apresentar presenca de infecgéo, aspecto que favorece a cicatrizagdo. Por outro lado, quando
algum fragmento de tecido é removido, essaferida é denominada excisional.

Quando néo ha populagéo bacteriana envolvida e nem tecido morto a ser removido, o
processo cicatricial pode comegar imediatamente. O termo cirdrgico para este quadro €
“cicatrizagdo por primeira intencdo”. Por outro lado, havera prolongamento do processo
cicatricial se houver sinal de infecgdo ou se houver distanciamento entre os bordos cicatriciais
devido hé perda tecidual. Estas condi¢des sdo obstéculos que deverdo ser transpostos antes
gue aferida se feche. Neste caso, especificamente, ocorre o processo cicatricial conhecido por
“cicatrizag&o por segundaintencéo”.

Segundo Rubin e Farber (1990), é tradicional promover distingdo entre a cicatrizagdo
de um ferimento inciso, com margens apostas e ndo contaminada (cicatrizagdo por primeira
intencdo) e a de um ferimento lacerado, com as bordas separadas (cicatrizagdo por segunda
intencéo). Embora os resultados finais, cicatrizacdo minima e proeminente, respectivamente,
sgjam nitidamente diferentes, 0 mecanismo bésico em ambos € 0 mesmo. As diferengas séo

quantitativas, e ndo qualitativas.



2.3.1 Cicatrizagdo por primeiraintencdo

Tecnicamente, todas as feridas sdo infectadas, umas em maior e outras em menor graul.
Na cirurgia asséptica, porém, existe uma reducdo considerdvel de bactérias, o que favorece o
processo de reparacdo tecidual. A cascata de eventos € relativamente constante. A regulacdo
indicada a seguir € meramente didética, pois, dependendo das condic¢fes, alguns eventos
podem ser antecipados, e outros, prolongados, ou mesmo dobrados em sua evolugéo.

2.3.1.1 Hemostasia: dentro do primeiro segundo aos minutos seguintes

Parar o sangramento é a prioridade do organismo, pois ele busca sempre a hemostasia,
OuU sgja, a estagnacdo de sangue em um vaso ou parte do corpo, promovendo assim, O
equilibrio orgénico. Esse fato ocorre gragas a contragdo das arteriolas, que favorecem a
cessacdo da hemorragia. Mecanismos de coagulacdo sangliinea sdo ativados, podendo, para
isso, ser desencadeados dois mecanismos: intrinseco e extrinseco.

No mecanismo intrinseco, ha inicio da acéo de fatores de crescimento promovidos
pelas células|esadas por plaquetas e fatores sangiiineos associados.

No extrinseco, o fenémeno ocorre devido ao contato com o coladgeno. Os dois
mecanismos sdo disparados na solucéo de continuidade (ferida), entdo existe a formagéo do
coagul o sangtiineo, promovendo acessacdo do sangramento.

Com a lesdo, ha ruptura de vasos sangiiineos, concomitantemente ao extravasamento
dos seus elementos, ocorrendo a ativacdo plaguetédria e iniciando-se a hemostasia, com a
ades30 na parede endotelial dos vasos lesionados e, consequientemente, a agl utinacdo.

A formacéo do coagulo por vias intrinsecas € iniciada pela agregacéo plaguetéria. As
atividades do endotélio integro do vaso sangliineo limitardo o coagulo as éreas vasculares
lesadas. No interior do [limen do vaso, o coagul o sangliineo mantém a hemostasia e prové uma
matriz provisOria para migragdo celular no espago da ferida. Por exemplo, os exsudatos de
fibrina e fibronectina, atuam como matriz provisdria para a diapedese de mondcitos e
orientacéo defibroblastos (GRINNELL ; FELD; MINTER, 1980).

Enquanto os processos citados ocorrem na luz dos vasos, o fibrinogénio migra para o
intersticio, transformando-se em fibrina, formando, assim, uma fina rede que conecta os dois

bordos da solugdo de continuidade, denominado leito da ferida. Os produtos do cogulo



gjudam a iniciar o processo de reparacdo. A enzima que catalisa a formacgéo de fibrina é
denominada trombina, atraindo macréfagos e promovendo a replicagdo de fibroblastos; além
disso, existe a liberagdo do fator de crescimento deriv ado de plaguetas (PDGF), favorecido
pela degranulagdo de plaguetas, e também de um fator mittico e quimiotatico para
fibroblastos (COLVIN, 1986).

Existe dupla funcdo plagueté&ria. Além de promoverem a formagdo do tampéo
hemostético, também secretam citocinas, incluindo fatores de crescimento como o PDGF,
fator de crescimento transformante a (TGFa), fator de crescimento 3 (TGF[), fator de
crescimento epidérmico (EGF), além de outros mediadores com multiplicidade de acdes. As
plaquetas, além de liberarem todos esses fatores, liberam substancias biolégicas ativas,
incluindo moléculas da matriz extracelular (MEC), como afibronectina, atrombospondina e o
fator de Von Willebrand.

2.3.1.2 Inflamagdo: dentro do primeiro minuto a horas

O processo inflamatério iniciase imediatamente apds a agressdo ao tecido,
independentemente da presenca de bactéria na regido afetada. Provavelmente este é um
procedimento preventivo do organismo para ganhar tempo contra possiveis contaminacfes da
lesdio. Logo apds a agressdo, ocorre uma cascata de fendmenos iniciais da cicatrizagao,
conhecidos como “fase de demoli¢cdo”, que leva a uma limpeza do local ou demoli¢cdo dos
tecidos lesionados, restos de agentes, entre outros elementos.

O processo tratase de uma inflamagdo asséptica, pois ndo existem agentes
contaminantes na regido. Sendo assim, uma abundante quantidade de mediadores da
inflamacdo é gerada, iniciando sua acdo. Um exsudato de células e fluidos comeca a
extravasar das vénulas para o0 meio, existe a dilatagdo das arteriolas e os leucicitos movem-se
lentamente para regido, atraidos por agentes quimiotaticos, como substancias quimicas
end6genas ou algum microorgani smo.

Se houver microorganismos no local, inicia-se uma batalha e mais leucdcitos seréo
recrutados para a regido. Em uma ferida estéril, entretanto, o nimero de leucdcitos no
exsudato ndo é o suficiente para ser chamado de pus. Os neutréfilos promovem o
desbridamento da leséio e esse processo iniciase imediatamente apds a agressdo. Existe o

intumescimento do tecido préxi mo a lesdo, devido ao edema inflamatério. Nos espagos de



tecido conectivo destendidos, os exsudatos coagulam e formam uma ténue rede de fibrina;
isso ocorre juntamente com a fibronectina, oferecendo aos leucécitos uma superficie extra

contraaqual favorece a captura das bactérias, promovendo afagocitose de superficie.

2.3.1.3 Formagdo de crosta

A formacdo da crosta ocorre pela liberacdo do exsudato filtrado da solugéo de
continuidade suturada, aparecendo na superficie da pele. Este processo coagula, e
eventualmente ocorre um ressecamento superficial. Este evento continua seu processo
formando uma crosta, que tem importante funcdo de isolar a ferida do meio externo,
prevenindo a penetracdo de agentes infecciosos e impedindo a dessecagéo. Grilloapud Majno
e Joris (1996) sdo a favor da crosta, tendo como opinido que ela é um curativo natural da
ferida

Porém a opini&o ndo é compartilhada por todos os estudiosos na érea. De acordo com
Cotran (1989), a crosta, que é constituida de coagulo, fibrinas e exsudato; tem como funcéo

apenasisolar aferida do meio ambiemte.

2.3.1.4 Migracao de células vinte e quatro horas apés alesdo

Algumas céulas, como os fibroblastos, células epidérmicas e endoteliais
(GROTENDORST; MARTIN, 1986 tendem a migrar para aregido lesada, vinte quatro horas
apbésaleso.

Os leucdcitos, porém, nessa fase, incluindo mais monécitos sdo atraidos para a ferida,
colonizam o espago ao redor, fagocitando os restos de neutréfilos, os quais continuam
chegando e morrendo horas depois de sua chegada. Conforme os macr6fagos promovem a
fagocitose local, tornam-se ativos, secretando citocinas, direcionando, assim, atividades de
outras células. O fibrinogénio fornecido através do exsudato inflamatério faz com que a rede
de fibrina continue crescendo. Os filamentos de fibrinas coaguladas com a proteina plasmética
s80 adequados como ponto de apoio para as células epidérmicas e fibroblastos migratorios.

ApGs as 24 horas, existe um alargamento dos fibroblastos que migram em direcéo ao

leito da ferida, arrastando-se a0 longo dos filamentos de fibrina coagulados. O PDGF € um
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dos fatores quimiotéticos liberado pelas plaquetas durante o processo da hemostasia. Existe a
mobilizag&o das células epidérmicas dentro de horas.

Células basais a0 lado da lesdo sdo ativadas pela repentina falta de células na
vizinhanga, deprimindo-se e migrando para a regido desprovida de células, sendo as células
fagocitarias as primeiras a serem ativadas, as quais ajudam na digest&o da regido abaixo e ao
longo da crosta em formagdo. Montesano e Orci (1988) chamaram esse fendmeno de “efeito
devizinhangalivre”.

A regeneracdo dos vasos sangiiineos, denominada angiogénese, esta se desenvolvendo
nos bordos da feridas nas 24 horas que seguem a lesdo, porém, é dificil de ser observala por
microscopia eletrénica. A falta de oxigénio, anoxia, é o principal fator determinante do
estimulo interno vascular. A tensdo de oxigénio nos bordos da ferida é proxima a zero.

Knighton, Silver e Hunt (1981) estudaram o aumento artificial do aporte de oxigénio
no leito da ferida e comprovaram a cessac&o da angiogénese. Nessa fase de angiogénese, os
macro6fagos estdo muito envolvidos. Eles migram para o interior do leito da ferida, tornando-
se andxicos e esta anoxia incentivaos a secretar um fator queestimula o crescimento capilar
(KNIGHTON et al., 1983), provavelmente o TNFa (LEIBOVICH; WISEMAN, 1988.

Quando existe alta concentragdo de lactato, outra condicdo que também esta presente
no leito da ferida, ocorre, também, aliberago do fator de crescimento angiogénico (JENSEN
et al., 1986).

Existe uma diversidade de fatores quimiotéticos presentes na area da lesdo, havendo,
assim, atracéo de diversas células para a regido. Exemplo dessas células sdo os neutrdfilos,
que estardo presentes nas primeiras horas ap6s a lesdo, na tentativa de limpeza da area contra
bactérias e/ou particul as estranhas ao organi smo.

Os mondcitos estardo macicamente presentes, dentro de uma variagdo de tempo que
compreende 24 e 48 horas. Se houver grande contaminacdo, ou mesmo a possibilidade de
haver, no local, particulasnéo passiveis de sofrer fagocitose, havera a presenca de neutrofil os,
gque possuem como principal funcdo a liberagdo de fragmentos teciduais mortos e de
microorganismos contaminantes. Esses microorganismos podem causar mais danos ao tecido,
devido & producéd de enzimas e produtos citotoxicos. Assim sendo, haverd ativagdo dos
mondcitos em estado de macr6fagos.

Os macrofagos possuem diversas fungbes, dentre as quais se podem citar: o
desbridamento do tecido através da fagocitose e digestdo de microorganismos patogénicos,

bem como a limpeza da &rea de tecido lesado e de neutréfilos efetores, que desempenham um



papel fundamental para o inicio da reparacdo tecidual. Esses neutréfilos poderdo ser
fagocitados por fibroblastos (NEWMAN; HENSON; HENSON, 1992).

Quando ocorre a infiltragcdo de neutréfilos, existe a permanéncia do acimulo dos
monacitos pelo estimulo dos fatores quimiotaticos prorios a esta célula. Esses fatores incluem
fragmentos de col dgenos, elastina e fibronectinas, trombina enzimética ativae TGF-3. Fatores
quimiotaticos ativam mondcitos similares ao recrutamento de neutréfilos. Esta ativagdo dos
mondcitos circulantes favorece sua adesdo a parede endotelial dos vasos sangiiineos em
direcdo ao intersticio da matriz extracelular.

Os macrofagos controlam também a sintese e liberagdo de enzimas como a colagenase,
por parte dos fibroblastos HUYBRECHTS-GODIN; PEETERS-JORIS; VAES, 1979), as
quais facilitam esse desbridamento (CAMPBELL et al., 1987). Além disso, quando existe a
ativacdo dos macrofagos por endotoxinas bacterianas, substancias como proteinas neutréfilo-
ativadoras (NPA) so liberadas, facilitando o recrutamento de mais céulas inflamatérias para
aregido. Os macréfagos, além de promoverem fagocitose e desbridamento, aderéncia para a
matriz extracelular, também estimulam o mondcito a sofrer uma metamorfose em macréfago
inflamatério/reparativo.

Dessa forma, o papel desempenhado pelos macréfagos € de suma importancia na
transicBo entre a inflamacdo e a segunda fase da reparaco das lesbes por solucdo de
continuidades, que é aformagao do tecido de granulag&o.

2.3.1.5 Cicatrizagdo: no terceiro dia

Em um periodo de dois a trés dias, em relagéo as células inflamatdrias, 0os mondcitos
comegam a exceder o nimero de neutréfilos (SIMPSON; ROSS, 1972). A regeneracéo que
havia iniciado sua ativag&o nas primeiras 24 horas apés a lesdo estd em plena atividade. Por
secrecdo de colagenase, existe um avanco das células epidérmicas entre a crosta serohematica
e aderme. As células basais em regeneracdo possuem receptores para a fibronectina, o que
néo ocorre com células basais normais.

Quando a epiderme é perfurada por uma linha de sutura, as células epidérmicas
crescem para 0 seu interior, formando um tubo que circunda o fio. Esse crescimento €
esperado, pois a tendéncia do crescimento epitelial € sobre a superficie do tecido exposto. Os

fibroblastos ativados no processo cicatricial estdo em plena diferenciacdo, respondendo a
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fatores de crescimento, multiplicando-se e produzindo fibras colagenas, inicialmente do tipo
Il (McPHERSON; PIEZ, 1988), secretando, além disso, proteoglicanas efibras elasticas.

A progressdo da angiogénese avanca até que ao segundo ou terceiro dia ja existam
brotos capilares e comecem a aparecer de uma extremidade a outra da ferida. Este fendmeno é
conhecido como inosculation, do termo latino ésculo, que significa beijo (RUDOLPH,;
BALLANTYNE, 1990).

O inicio do tecido de granulagéo é formado pelajungéo dos novos capilares misturados
aos novos fibroblastos. O tecido de granulagdo comega a aparecer em torno do quarto dia apos
alesdo (GUIDUGLI-NETO, 1987), e os vasos apresentam células com forte caracteristica de
ativacdo (GUIDUGLI-NETO, 1992).

O tecido de granulagdo é constituido de um denso leito de macréfagos, fibroblastos e
uma neovascularizagdo que repousam sobre uma matriz de fibronectina, colageno do tipo | e
[11 e &cido hialurénico. Os fibroblastos movimentam-se dentro do leito da feridaapresentando
diferentes fendtipos. Primeiro os fibroblastos assumem um fendtipo migrante, depois um
fenotipo produtor de colageno e finalmente um fendtipo contrétil, que é denominado
miofibroblasto.

2.3.1.6 Cicatrizagdo precoce: entre o sétimo e o décimo dia

No periodo de uma semana, o leito da ferida é preenchido por tecido de granulagéo
(GUIDUGLI-NETO, 1987). Devido a proximidade dos leitos da ferida, ha pouco tecido de

granulagdo na regido. Além disso, uma rede capilar atravessa o leito da ferida em ambos os
lados, como a rede vascular, porém com algum atraso em relac@o aos vasos sanglineos, e
inicia-se 0 processo de regeneracdo da rede linfética na regido. O tecido de granulacdo vai
adquirindo lentamente mais fibras colagenas, iniciando-se a aparéncia de massa fibrosa
denominada cicatriz.

Os macréfagos continuam agindo em sua limpeza nos bordos da ferida e,
eventualmente, removem também fibrina. Existe, ainda, o aparecimento do coldgeno tipo |
nesta fase (CLARK; HENSON, 1988).

Embora hgja a regeneracdo epidérmica, ndo ha, ainda nesta fase, o desenvolvimento
dos anexos da pele, como pélos e glandulas. Devido a pobreza de regeneracdo dos

melandcitos, acoloragdo dacicatriz € palida.



2.3.1.7 Maturagdo da cicatrizagdo: entre o primeiro més e o segundo ano

ApOs o0 processo citado em 2.3.1.6, ocorre a maturacdo da cicatriz, que se torna uma
massa de tecido fibroso com muitas fibras col agenas, algumas células e vasos. Esse fendbmeno,
porém, é lento no seu desenvolvimento. Com o passar do tempo, a maioria das células
desaparece, observando-se apoptose dos fibroblastos e das células endoteliais (DARBY;
SKALLI; GABBIANI, 1990). Nas Ultimas fases da reparagdo tecidual, em alguns casos,
podem ser observados eosindfilos, que, de acordo com Todd, Donoff e Chiang (1991), talvez
contribuam com fatores de crescimento. As fibras coldgenas apresentam cada vez mais pontes
de ligagdo entre si, permanecendo algumas fibras elasticas. O desaparecimento de muitos
capilares judtifica a aparéncia esbranquicada de cicatrizes antigas, sendo, assim,
hipovascularizadas.

A remodelacdo da matriz é a fase final da reparagdo cicatricial, que se entremeia com
sua fase antecessora, ou sgja, com a fase de tecido de granulagdo. Nos meses seguintes a
reepitelizacdo, contudo, ha reducéo e alteracdo continua da matriz. Existe a eliminacéo rapida
da fibronectina da matriz e as fibras colégenas do tipo | aumentam lentamente ao longo da
neomatriz para promover resisténcia a pele e a cicatriz. Esse processo se estende durante
muitos meses, até mesmo de um a dois anos apos a lesdo inicial, fazendo com que a cicatriz
cirlrgica altere sua cor de rosa para branca. As ateragdes locais da fibra colagena continuam
em grande atividade durante anos.

A resisténcia ao estiramento é modificada no local da cicatriz, entretanto, nem mesmo
uma cicatriz madura é t8o resistente ao estiramento quanto a pele normal. A forca ténsil
permanece abaixo do normal, nunca atingindo a mesma da pele original. Em tecidos frouxos
podese, contudo, atingir niveis superiores.

2.3.1.8 Mediadores quimicos de reparagdo tecidual

Nas primeiras horas apds a instalagcdo da lesdo, existe a presenca dos mediadores
pertinentes a inflamagdo aguda. Entre os mediadores, pode-se citar como exemplo os
mastocitos lesados, que liberam histamina que causa hiperemia; uma variedade de células que
liberam prostaglandinas; plaquetas do tampédo hemostético, que liberam serotonina, um

vasoconstritor; além de uma infinidade de outros mediadores. O aumento da permeabilidade
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das vénulas pode resultar da liberagdo de leucotrienos, liberados pelas plaquetas. Essas
reacOes ocorrem em cadeia, ou sgja, a coagulagdo é acompanhada da ativagdo de calicreinas
de origem plasmética, as quais produzem bradicinina. A bradicinina induz a producéo de
prostaglandinas (WILLIAMS, 1988).

Os leucdcitos sdo atraidos pelos leucotrienos B4 e por muitos produtos proteoliticos,
dentre eles, as enzimas proteoliticas produzidas em diversas fontes, como: lisossomas de
células e plaquetas que sofreram lise, granulos de mastécitos, e plasminas do sistema
fibrinolitico ativado. As plasminas atuam numa variedade de proteinas para producdo de
mediadores, como: substratos, incluindo moléculas do complemento C3, C4, C5, cininogénio
efibrina

Os complementos agjudam a atrair os neutrofilos, ainda que estes ndo sejam essenciais
paraareparagdo tecidual (WAHL apud MAJINO; JORIS, 1996). Os mediadores da inflamagéo
aguda desaparecem em horas e 0 papel principal é desempenhado por uma variedade de
citocinas e fatores de crescimento, especialmente o PDGF e o TNFa, secretados por
macréfagos. As plaguetas liberam alguns desses fatores, principalmente nas primeiras horas,
porém os mastocitos também os fornecem. Os macréfagos assumem o controle de vigia do
processo reparacional dentro de dois ou trés dias, tudo indicando ser a anoxia um dos
principais indutores desse processo.

Existem inimeros fatores de crescimentos envolvidos na reparacéo das feridas. Esses
fatores produzem uma agdo complexa e inter-relacionamse entre si, porém, existem
controvérsias entre 0s estudiosos da area e ainda ha necessidade de elucid agdo dos processos
relacionados entre eles.

Os efeitos estimuladores sobre a proliferacdo celular e sintese de DNA in vitro sdo
denominados pelo termo “fator de crescimento”. Esses fatores constituem uma familia de
peptideos reguladores com muiltiplas e variadas fungdes. Sporn e Roberts (1988) afirmaram
gue os fatores de crescimento formam parte de uma complexa linguagem de sinais celulares
em que os peptideos individuais sdo equivalentes as letras de um alfabeto ou codigo. Rothe e
Falanga (1989) consideram o importante papel que esses peptideos desenvolvem em muitos
processos biol égicosin vivo, incluindo a embriogénese, a oncogénese e areparagdo de feridas.
Os fatores de crescimento implicados diretamente na reparacéo tecidual estéo resumidos na

tabela 5, que representa as células de origem, as células-alvo e seus receptores especificos.



Tabela 5: Fatores de crescimento implicados na reparaggo de feridas cutaneas.
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FATORDE ORIGEM ALVO RECEPTOR
CRESCIMENTO
PDGF Plaguetas Fibroblastos
PM: 30.000 Células endoteliais Células .musc. lisa Tirosina quinase
Macréfagos Células gliais
EGF Gl. Brunner Queratinécitos
PM: 6.045 Gl. submaxilar Células endoteliais Tirosina quinase
Fibroblastos
IGF -1 Fibroblastos Fibroblastos
PM: 7.800 Hepatécitos Queratinécit os Tirosina quinase
Hepatécitos
IGF -1 Fibroblastos Queratinécitos
PM: 7.471 Hepatécitos Fibroblasto Tirosina quinase
Hepatécitos
Adipécitos
TGFa Células epiteliais Queratinécitos
PM: 5.700 Célulastumorais Hepatécitos
Macréfagos Fibroblastos Tirosina quinase
Osteoblastos
Células Schwann
Queratinécitos
TGFR Hepatdcitos Trés receptores ata
PM: 25.000 Plaquetas Fibroblastos afinidade
Osteoblastos
Células endoteliais
aFGF Fibroblastos
PM: 15.600 Cérebro Condrdcitos
Retina Células gliais PM: 150.000
Células epiteliais
Osteoblastos
Queratinécitos
Cérebro Célulasendoteliais
bFGF Retina Fibroblastos Alta afinidade sem
PM: 16.400 Corpo |teo Condrécitos endocitose do complexo
Macréfago Células gliais FGF-FGFR
Rim Células epiteliais
Préstata Osteoblastos
tiredide gueraIi nocitos

Fonte: Rigau (1996).

Rubin (2006) relata que, embora os papéis dos fatores de crescimento na iniciagdo e
progressdo da reparagdo tecidual sgjam bem compreendidos, os eventos que limitam e
terminam esses processos ndo sdo bem definidos. 1sso implica mais estudos para aprofundar

conhecimentos na érea.



Tabela 6: Atividade biolégica dos fatores de crescimento implicados na reparagdo cuténea.

Fatores de crescimento

Atividade biolégica

PDGF

EGF

IGF

TGF

invitro

invitro

vasoconstricéo

modulador da sintese de componentes da matriz extracelular
aumento da proliferagdo de fibroblastos, células. da musculatura
lisaecélulas gliais

ativacdo e fosfolipases

aumento da proliferagdo de queratinécitos e células endoteliais
aumento da sintese de GAGs
favorecimento da unido EGF — EGF- R

aumento da produgdo de IGH

favorecimento da hiperplasia e hipertrofia

modulag8o da proliferagéo de queratindcitos
aumento da sintese de fosfatidilcolina
diminuicdo do catabolismo protéico

inibicdo da glicogénese em adipdcitos

regulagdo da proliferagdo celular e sintese

diminui¢&o do crescimento de queratindcitos e fibroblastos
favorecimento da formag&o de queratina

aumento da proliferacéo de fibroblastos e osteoblastos

imunossupressdo de linfocitos T

invitro

atuac&o como um fator de concorréncia

intervencd@o na morfologia, proliferacdo e diferenciagéo celular
acdo como potente mitégeno para mesoderma e células derivadas
modulagdo da proporg¢éo relativa dos tipos de colégeno sintetizados
pelo endotélio vascular

atuacdo como substituto da matriz extracelular na regulagdo da

diferenciacéo das células mesodérmicas

Fonte Rigau (1996).



Diversos fatores de crescimento estimulam a atividade bioldgica durante a reparacdo
cuténea, existindo fatores que controlam estagios especificos na reparacdo tecidual, os quais
se encontram bem ilustrados na tabela 6.

2.3.2 Cicatrizagdo por segundaintencéo

Se a ferida for contaminada ou estiver com os bordos muito afastados (aberta), a
reparacdo tecidual pode ser retardada. Neste caso especifico, ha duas condi¢bes para o
processo cicatricial: cicatrizagcdo em feridas infectadas e cicatrizacdo em feridas abertas.

Uma ferida infectada apresentara na sua superficie grande quantidade de neutréfilos.
Mesmo que os bordos cicatriciais estejam unidos por sutura, ndo ocorrera aderéncia do leito
da ferida, pois a secrecdo purulenta que se encontra na superficie impede sua fixagao.
Eventualmente, os dois bordos da ferida sdo recobertos por uma camada de tecido de
granulacdo similar a membrana piogénica de um abscesso, produzindo pus.

A ferida infectada comporta-se como um abscesso bem delimitado e ndo havera
processo de reparacgdo até que ainfeccao seja debel ada naquel aregido daferida, preenchendo-
se parciamente o espago com tecido de granulagdo e tornando a lesdo uma ferida aberta.
Desse modo, 0 processo de cura evoluira de maneira especial. A presenca de neutrdéfilos na
regido traz consigo uma quantidade imensa de enzimas liticas. Essas enzimas alteram o pH,
comprometendo, com isso, 0 adequado crescimento celular e o tempo cicatricial, o que
provoca alteractes estéticas acicatriz.

Uma ferida aberta, seja ela cirlrgica (excisional) ou acidental, apresenta um
complicador no processo de reparacéo, devido a perda de substanciano local, que faz com que
0 organismo preencha o espaco vazio com tecido de granulagdo. O organismo, entretanto,
também dispde de outros mecanismos coadjuvantes mais répidos que gjudam muito no
preenchimento, que ndo somente a sintese de tecido de granulagdo. Para tanto, dentro de um
periodo que pode variar de cinco e nove dias, as margens da ferida movem-se uma contra a
outra, como se houvesse uma forca invisivel de tracdo (PEACOCK, 1984). A denominagdo
para esse fendmeno é “contracdo de ferida’. Embora esse fendmeno ocorra em qualquer
processo cicatricial, neste caso especifico, pela presenca de tecido de granulagéo, seu processo

€ gquantitativamente mais exuberante.



Existem dois mecanismos distintos para essa contracdo de feridas abertas. Uma dessas
condi¢des ocorrerd se a ferida aberta ndo for recoberta por curativo Umido. Nos primeiros
dias, a crosta que se forma superfici almente promove sua prépria contragdo, por constituir-se,
principalmente, de fibrina seca. Quando a fibrina seca, ela se contrai e, estando firmemente
ligada ao tecido inferior, reduz a superficie de umaferida pequena aberta.

Apbs uma semana, ocorre outio mecanismo de contragdo, que promove forte contragdo
daferida. Esse processo acontece independente daferida ser aberta ou fechada, pois naregido

existe a presenca de células capazes de contrair-se, denominadas miofibroblastos.

2.3.2.1 Miofibroblastos

A transformagdo de fibroblastos em miofibroblastos fazse necessaria para que possa
haver a contracdo da ferida. Os miofibroblastos assumem um fenétipo contrétil e, depois de
executarem sua funcdo, retornam a condicdo de fibroblastos, isolados, sdo mais curtos, nao
promovendo contragdo do tecido circundante, porém, quando se diferenciam em
miofibroblastos, desenvolvem estruturas peculiares que favorecem o encurtamento tecidual
(GABBIANI apud MAJNO e JORIS, 1996).

Essas estruturas sdo fibrilas intracelulares com densidade corpérea semelhante a
musculos lisos e microtenddes. Descritos por Mjano e Joris, como feixes fibrosos que
emergem das células, em continuidade com as fibrilas intracelulares, denominado
“fibronexus’ . Essas juncdes intracelulares sdo ce varios tipos, especialmente jungdes tipo
gap; que ndo sdo vistas habitualmente entre os fibroblastos comuns. Os fibroblastos normais
ndo estdo em contato uns com os outros. As modificagdes que os miofibroblastos sofrem
fazem com que se assemelhem as células do muscul o liso, porém ndo se tornam umadelas.

Os miofibroblastos sdo céulas intermediarias entre o fibroblastos e as céulas da
muscul atura lisa, porém ainda néo esta inteiramente elucidado o seu mecanismo contratil, uma
vez que parecem exercer essa motilidade de duas formas diferentes (MAJINO; JORIS, 1996):

a) por encurtamento, como fazem as células musculares. Os fibroblastos estdo
conectados uns aos outros e ao estroma, se cada um tornar-se menor, o resultado em
toda a extensdo serd similar aquel e do musculo sob contragéo.

b) por um mecanismo estaciondrio (HARRIS; WILD; STOPAK, 1980). Esse

mecanismo ainda é hipotético e baseiase na imagem de um marinheiro puxando



uma ancora. Ele faz tragdo, entretanto, ndo tem como se mover nesse processo. Esse
conceito foi inspirado em fibroblastos (miofibroblastos) cultivados em gel de
colégeno, capazes de contrair o gel do seu cultivo.

Ainda sdo desconhecidas as causas que induzem a diferenciacdo de fibroblastos em
miofibroblastos. Com certeza, existe algo na feridaaberta que induz esse processo.

Os miofibroblastos posicionam se alinhados ao longo dos novos depositos de matriz
extracelular no eixo axia da ferida, formando unides de célula a célula e de célula a matriz
paragerar, posteriormente, forcas de tensdo daferida, aqual produzira suaprépriacontracdo.

A reparacdo das mucosas € mais acelerada que a da pele, demonstrando que muitos
relatos de experimentos realizados em pele devem ser generalizados para outros locais com

muito cuidado.

2.4 Revisdodos efeitos do laser na cicatrizacdo in vivo

Os estudos in vivo em animais de laboratério, como também estudos clinicos em
pacientes, respaldam a teoria de que a regeneracdo dos tecidos e a cicatrizagdo de feridas séo
favorecidas quando tratadas com lasar de baixa poténcia. Na década de sessenta, Mester
(1966) publicou seus primeiros resultados no tratamento de Ul ceras cronicas com laser de rubi
operando em baixa intensidade de energia. Foram publicados estudos e efeitos desse tipo de
terapia com laser tanto em clinica humana como em animais, além de inimeros trabalhos in
Vitro .

De inicio, tais estudos refletiam casos pontuais ou experiéncias de alguns poucos
clinicos cuja casuistica apresentada era pouco significativa. Além disso, a metodologia
empregada nesses estudos era de pouca qualidade cientifica e contestavel, havendo uma
variedade enorme de pardmetros de irradiacdo e model os de trabalho. Com o passar do tempo,
foram aparecendo trabalhos seguindo uma metodologia mais adequada e homogénea, além de
parémetros mais reprodutiveis e menos passiveis de contestacdo. Estudos do tipo duplo cego e
seguimentos a longo prazo comegaram a dar mais qualidade e subsidio aos resultados obtidos
Nessas pesquisas.

A maioria das publicagfes in vivo apresentava estudos em animais e humanos tratados
com laser de baixa poténcia demonstrando sua acdo sobre a sintese e remodelagdo de

colageno, numero de fibroblastos, diametro e forca de tragdo das feridas tratadas, viabilidade



57

dos enxertos tratados, vascularizagdo, vasodilatacdo, sistema linfético, efeito antibacteriano,
imunol 6gico e seus efeitos sistémicos.

Mester publicou diversos trabalhos com diferentes parcerias até sua morte, em 1984
(1966; 1969; 1984; MESTER et al., 1971a; 1971b; MESTER et al., 1971c; MESTER et al.,
1972; MESTER et al., 1973; MESTER et al., 1974; MESTER et al., 1975; MESTER et al.,
1977, MESTER et al., 1978, MESTER; JASZSAGI, 1973; MESTER; SPIRY; SZENDE,
1973; MESTER; TOTH; MESTER, 1980; MESTER, 1982), e concluiu que o laser de baixa
poténcia acelerava a divisdo celular. Observou, em seus trabalhos realizados ao longo desses
anos, um significativo aumento dos leucdécitos que participavam na fagocitose e maior sintese
de colageno por parte dos fibrobl astos tratados.

Além disso, observou que haviauma regeneracdo mais precoce de vasos linféticos nos
grupos tratados, o que o levou a concluir que facilitava o desenvolvimento do tecido de
granulacéo.

O aumento da sintese de colagenos por parte dos fibroblastos é o efeito mais
importante do laser de baixa poténcia, demonstrado nos experimentos nos quais se monitorou
essa sintese utilizando -se microscopio eletrénico para controle da captacéo de prolinaeglicina
tritiada (RIGAU, 1996). Foram observados os efeitos na area tratada, atribuidos por Mester et
al. (1974) afatores humorais.

Devido a esse importante postulado, os pesquisadores preconizaram que durante o
tratamento ndo seria necessario irradiar toda a area lesada para obter um efeito uniforme.
Rodrigo, Lerma e Zagaroza (1985), baseados nessa teoria publicaram um estudo sobre o
efeito do laser de He-Ne no tratamento de fistulas de osteomielite mltiplas em ratos fémeas.
Eles obtiveram a cura do corpo todo das ratas, irradiando apenas uma Unica pata dos animais.

Essa foi uma importante descoberta, ja que dessa forma surgiu uma possivel resposta
as duvidas que aparecem quando equipes como as de Kana (1981), Hunter et al. (1984),
Basford et al. (1986) e Saperia et al. (1986), em diferentes tipos de experimentos, no
conseguiram resultados positivos na cicatrizacdo de feridas padronizadas em animais de
experimentacéo.

Em todos esses experimentos, 0s pesquisadores usaram o mesmo animal para estudar
as feridas irradiadas e ndo irradiadas. Ou sgja, em um mesmo animal eram realizadas duas
feridas: uma ndo irradiada, que servia como controle, e a outra ferida irradiada. Os dois
ferimentos, porém, tiveram resultados idénticos.Mesmo assim, Silveira e Lopes, pioneiros em

pesquisas com laser de baixa poténciano Brasil (1991), obtiveram dados divergentes.



Eles estudaram os aspectos do comportamento dos mastocitos quando se irradiava
cobaias com diodo laser operando em 904nm, utilizando como modelo de estudo feridas em
cobaias, sendo a feridacontrole e a ferida irradiada no mesmo animal. E observaram que
havia maior degranulagc@o de mastécitos, além de maior proliferacdo fibrobléstica e aumento
da substancia fundamental do tecido conjuntivo nas feridas irradiadas em relacdo as feridas-
controle, mesmo ambas as feridas sendo realizadas no mesmo animal.

Abergd, Glassherg e Uitto (1988), foram também pesquisadores significantes nessa
area. Estudaram feridas padronizadas, usando pele de porco como modelo, e compararam o
efeito do laser de He-Ne e de uma l&mpada de tungsténio sobre a cicatrizac8o tecidual.
Realizaram um segmento fotogréafico para verificar aforca de tensdo e a evolucéo do didmetro
da &rea da ferida tratada.

Os resultados foram positivos, demonstrando uma evolugdo de até 94% nas feridas
tratadas com laser de baixa poténcia. No mesmo ano, Strube et al. publicaram um artigo no
gual desenvolveram um experimento similar, obtendo resultados negativos.

Pesquisadores como Hall et al. (1994) e Chelyshev e Kubitsky (1995) também néo
conseguiram observar nenhum tipo de efeito com a terapia laser sobre a cicatri zag&o tecidual,
todavia os primeiros pesquisadores trabalharam com fluéncias extremamente inferiores
aquelas recomendadas pela literatura, € 0s segundos pesquisadores trabalharam com
regeneracdo de axbnios mielinizados, sendo 0 mesmo um modelo de estudo totalmente

diferente daquel es preconizados e utilizados naliteratura, desde a década de sessenta.

2.4.1 Estudosin vivo

Alguns pesquisadores, como Leung, Manfredi Roccia. (1985), Martinez et al. (1984),
Rodrigo, Lerma e Zaragoza (1985), Sarti et al. (1995), Smith-Agreda et al. (1985), Smith-
Agreda et al. (1986), e Villaplana et al. (1995), tém estudado os efeitos do laser de baixa
poténcia sobre as células em cultivo e em tecidos de peguenos roedores. Foram utilizadas
nesses estudos emissfes de laser na regido do visivel, como He-Ne, e na regido do
infravermelho proximo, com diversos comprimentos de onda. Em todos os grupos irradiados,
foram estimuladas as funcBes enddcrinas e a divisdo celular. As células tireoidianas e

hipofisarias dos grupos irradiados mostraram incremento na sua atividade apés irradiagéo da
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adeno-hipdfise. Os estudiosos concluiram com sua pesquisa, que a terapia laser de baixa
poténcia exerce efeitos sobre as glandul as secretoras.

Os pesquisadores recomendavam que se deve evitar airradiagdo clinica direta sobre as
zonas glandulares em humanos, ainda que ndo houvesse nenhuma comprovacdo clinicade que
este tipo de laser atuasse na hiperfuncdo glandular. Em conseqiiéncia desse fato, as primeiras
literaturas sobre aterapialaser de baixa poténcia, que tinham como autores Cisneros e Trelles
(2987), sugeriam como contra-indicagdo a irradiacdo clinica direta em glandulas.

Rochkind et al. (1989) contribuiram muito para o esclarecimento dos mecanismos
basicos de a¢do do laser de baixa poténci a, publicando um trabal ho sobre os efeitos sistémicos
do laser de He-Ne comparando trés modelos experimentais em ratos. Provocaram feridas
padronizadas, por lesdo do sistema nervoso periférico e central e observaram a evolugdo
dessas feridas cutaness.

Subdividiram os trés modelos em dois grupos e realizaram duas feridas, uma de cada
lado do dorso dos animais. Um grupo-controle ndo recebeu radiagéo laser e o outro grupo foi
irradiado apenas em uma das feridas.

Este estudo demonstrou que tanto aferidairradiada quanto a ndo irradiada cicatrizaram
em tempo significativamente menor, comparado ao grupo-controle ndo irradiado e
apresentaram diferenca estatistica significante entre si. Esses mesmos autores escreveram o0s
efeitos positivos e sua permanéncia alongo prazo e demonstraram efeitos del etérios quando se
utilizou alta irradidncia em 200 mW/cm?.

Trelles et al. (1988) publicaram um estudo em sangue e lingua pulverizados de ratos,
que haviam sido irradiados com fluéncia de 2,4 Jcm2. Analisaram os niveis dehistaminas
detectados em ambos os modelos. Foram utilizados dois protocol os: o primeiro trabalhou com
um laser de 4mW de poténcia Gptica de saida e 0 segundo um laser de 50mW. No sangue, ndo
foram observadas alteragdes significativas entre os grupos irradiados e 0s grupos-controle. Na
lingua, porém, o grupo irradiado com laser de 50mW de poténcia apresentou 30% de
histamina amais que o grupo-controle e, no grupo irradiado com o laser de 4mW, observou-se
um aumento de 100% no nivel de histamina em relag&oao grupo-controle.

Com base nesses resultados, Trelles et al (1989a) e Trelles et al. (1989b) realizaram
um segmento microscopico, com cortes semifinos e em nivel ultra-estrutural de linguas de
ratos irradiadas e observaram degranulagdo de mastécitos significativamente aumentada nos

grupos irradiados.



El Sayed e Dyson (1990) realizaram um trabalho em pele integra e lesada utilizando
laseres que emitiam seis diferentes comprimentos de ondas com fluéncia de 10,8 Jcm?.
Observaram a degranulagdo e o nimero de mast4citos nesses grupos e demonstraram que a
pele integra, quando irradiada, produz um aumento do nimero de mastécitos, sem que haja,
porém, degranulacdo. Na pele lesada, houve 0 mesmo aumento de mastécitos seguido da
respectivadegranul agéo.

Os par&metros utilizados nos grupos foram diferentes. A equipe de El Sayed utilizou
fluéncia quatro vezes a mais que a equipe de Trelles e, para andlise dos mastécitos, ambos
utilizaram diferentes técnicas. Houve também influéncia do modelo, que no primeiro foi de
mucosa €, no segundo, de pele, sendo ambos muito heterogéneos do ponto de vista dptico. As
irradiancias utilizadas também foram diferentes, fato que foi significativo, inclusive, entre os
diferentes gruposirradiados no primeiro experimento do grupo de Trelles.

Ainda a respeito desses experimentos, Rigau (1996) observou que os mastécitos e 0s
mediadores biologicamente ativos que séo liberados durante a degranulagéo sdo elementos
chave durante a primeira fase inflamatéria da cicatrizacdo de feridas, tanto no papel que
desempenham na permeabilidade vascular como na liberag&o de substancias que influenciam
na regulacdo da migracdo linfocitaria e na adesdo molecular das células endoteliais a partir
dos capilares venosos. E observou também sua importancia nos processos imunol 6gicos em
nivel cutaneo, como demonstrado nos experimentos de Kaminer et al. (1991), Reich et al.
(1991) e van Neste (1991).

Sasaki e Ohshiro (1997) realizaram um estudo sobre os efeitos do diodo laser operando
em 830nm na reparagdo tecidual, utilizando modelo de pele de ratos. Nesse trabalho,
promoveram feridas padronizadas em vinte animais, irradiadas com laser de 60mW de
poténcia optica com fluéncia de 24 Jcm?, em um periodo de sete dias, diariamente. Foram
avaliadas alteracdes nas citocinas, principa mente nainterleucina6 (IL-6), por ser mais tipica
e de fécil deteccdo.

Os pesquisadores observaram que em dois dias de poésoperatério havia um melhor
controle inflamatério e, na questéo histol égica, houve uma diferenca significativamente maior
na quantidade de citocinas. Além disso, observaram que nos grupos irradiados houve um
grande nimero de neutréfilos, que estavam presentes mais cedo nos tecidos subcuténeos em
relacdo ao grupo-controle e que desapareceram iguamente mais rapido. A condusdo dos
pesquisadores é que o laser de baixa poténcia induz mais rapidamente a fase proliferativa e

aumentaosniveisdelL-6.
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Stadler et al. (1999) estudaram os efeitos sobre os linfdcitos utilizando o laser de
corante operando em 660nm, emitindo na regido do visivel e de diodo laser operando em
830nm, emitindo na regi&o do infravermelho proximo. Os pesquisadores irradiaram linfécitos
em suspensdo com diferentes fluéncias, que variavam entre 0,1 e 5 Jcnm?, na presenca e
auséncia de eritrécitos.

A irradiagd com o primeiro diodo laser, na presenca de eritrécitos, aumentou
significativamente a resposta de proliferagdo dos linfécitos, sendo a maior resposta detectada
com afluénciade 3 JJcm?. Para o segundo diodo laser, amaior interagdo ocorreu com fluéncia
de 1,5 Jcm2 Os pesquisadores observaram que, na auséncia de eritrécitos, o efeito da
irradiacdo mostrou uma fraca relacéo doseresposta.

Anderson et al. (1981, apud ALBERTINI, 2001), utilizaram o laser de AlGaAs (620 —
680nm) e comprovaram que a reflexdo da pele é de 4% a 7%, concluindo que 93% a 96% da
radiacdo incidente na superficie penetra nos substratos subsequientes, atuando de forma
sistémica

2.4.2 Efeitos locais do laser de baixa poténcia

Kameya et al. (1995) apresentaram um estudo em ratos no qual irradiaram feridas
padronizadas nesses animais com diodos laseres emitindo diferentes comprimentos de onda
(632,8 nm, 680 nm e 830 nm). Observaram diferencas macroscOpicas significativas nos
grupos irradiados em relacdo aos grupos-controle, embora essas diferencas ndo fossem
estatisticamente significantes entre os diferentes grupos irradiados. Histologicamente, eles
observaram que os trés grupos irradiados apresentaram maior proliferacdo de tecido
conjuntivo e maior presenca de vasos sangliineos quando comparados aos grupos-controle.

Reddy, Stehno-Bittel e Enwemeka (1998) realizaram um estudo sobre os efeitos da
foto-estimulacdo laser sobre a producdo de coldgeno em tenddes de Aquiles de coelhos.
Foram realizadas |esdes nos tenddes seguidas de imo bilizaco das patas dos animais com talas
de poliuretano. O tratamento foi feito com laser de He-Ne, com aplicagdes didrias, utilizando
fluéncia de 1 Jcm? durante catorze dias consecutivos. As analises bioguimicas revelaram um
aumento de 26% na concentragdo de colageno, indicando um processo de cicatrizagdo mais

répido nos tenddes dos animais irradiados, em relagéo ao grupo-controle ndo irradiado.
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AlmeidaL opes et al. (1999) apresentaram um estudo clinico em pés-operatorio de 150
pacientes submetidos a cirurgia oral menor, utilizando o mesmo protocolo de estudo in vitro
que haviam publicado anteriormente (ALMEIRA-LOPES et al ., 1998).

Os pacientes foram divididos em trés grupos:. um grupo-controle n&o irradiado, um
irradiado com diodo laser operando em 635 nm e outro com diodo laser em 780 nm. As
aplicacdes foram realizadas no pés-operatorio imediato, aos sete dias e catorze dias apos a
intervengdo cirdrgica, quando necessario. A fluéncia utilizada foi de 2 Jcm2. Os grupos
irradiados apresentaram cicatrizagdo significativamente mais répida, além de qualidade
estética superior, quando comparados ao grupo-controle. N& houve diferenca significativa

entre os grupos irradiados com diferentes comprimentos de onda.

2.4.3 Efeitos da vascul arizagéo

Os efeitos davascularizacdo foram subdivididos em microcirculagdo, fluxo linfético e

imunidade, especificando-se, assim, cada efeito, quando utilizado o laser de baixa poténcia.

2.4.3.1 Microcirculacéo

Benedicenti (1982) comprovou o aumento do grau de vascularizagdo do tecido
neoformado, quando se irradiava uma ferida em processo cicatricial com o laser de baixa
poténcia, demonstrando que aumentou o fluxo de sangue em capilares mesentéricos apés a
irradiacdo com um diodo laser operando em 904 nm, fendmeno confirmado por Mir6 et al.
(1984).

Estes pesquisadores utilizaram como modelo de estudo o leito ungueal e irradiaram
com um diodo laser de GaAs, ohservando o aumento da circulagdo na regido apés a
irradiagdo. O aumento do fluxo sangliineo continuou durante vinte mi nutos apds o cessamento
da aplicacdo com laser, inclusive quando a &rea-alvo foi esfriada.

Trelles, Mayayo e Iglesias (1983) publicaram um estudo realizado em olho de coelho,
no qual foi mais uma vez comprovado 0 aumento da circulagdo na regido. Resultados
parecidos foram obtidos por Mayayo e Trelles (1984), quando irradiaram mucosa anal de

ratos.



Mird et al. (1984) concluiram que a vasodilatagdo e o aumento da microcirculagdo
eram resultantes do aumento do metabolismo tecidual e da normalizagdo da homeogase.

2.4.3.2 Fluxo linfético

Um autor que trabalhou muito no tema de efeitos do laser de baixa poténcia na
atividade do sistemallinfatico foi Lievens, que publicou varios estudos deveras elucidativos na
area (1986; 1988; 1990; 1991).

O Ultimo experimento publicado pelo pesquisador foi de grande porte, realizado com
50 ratos, nos quais fez incisdes na regido abdominal eirradiou-as com laser de He-Ne e diodo
laser de GaAs operando em 904 nm. Lievens (1991) procurou avaliar a adesdo pdsoperatoria,
0 edemaloca e aregeneracdo de veias e de vasos linféticos da regido mesentérica. Observou
que houve rgpidainstalacdo do fluxo linfatico naregi&o irradiada com o laser.

A regeneracdo dos vasos linféticos nos animais tratados com a terapia laser foi
rapidamente restabelecida, em comparagdo com o grupo-controle ndo irradiado. No grupo-
controle, a regeneracdo apresentava-se incompleta aos 55 dias ap6s o ato cirlrgico. Em
contrapartida, o grupo irradiado apresentava regeneracéo completaem nove dias.

Foi também observada pel o autor a formag&o de uma neovascularizagdo em um tempo
significativamente menor nos animais tratados pela terapia laser, que ocorreu em menos da
metade do tempo que dos animais do grupo-controle. Houve, ainda, escassez de adesdo
peritonial nos grupos tratados, enquanto foi comum observar a adeséo nos grupos-controle.

Labajos (1986) observou que apds a irradiagdo do intestino de ratos com um diodo
laser de As-Ga emitindo no infravermelho préximo, com fluéncia de 1 Jcmz, o fluxo de agua
e eletrdlitos através da parede do intestino dos animais do grupo tratado foi retardado,

simultaneamente com um incremento do potassio intracelular.



2.4.3.3 Imunidade

Mester et al. (1977), trabalhando em um experimento sobre cicatrizagdo de feridas, e
Trelles em 1986, estudando a acdo do laser de He-Ne sobre herpes genital, especularam que
esse tipo de laser poderia agir sobre a funcdo imunoldgica, envolvendo principalmente os
leucdcitos que aumentariam afagocitose.

PublicagBes que envolvem estudos com virus e bactérias utilizando esse tipo de laser
promovem muitas controvérsias e so pouco esclarecedoras. Trelles (1986), demonstrou que o
laser de baixa poténcia atua como tratamento efetivo na prevencdo dessas infecgBesin vivo.

O autor irradiou pacientes com surto de herpes genital, utilizando na pesquisa o laser
de He-Ne. Veléz-Gonzdlez et al. (1994) associaram o tratamento com acyclovir ao laser em
herpes labial e facial. Utilizaram no estudo clinico sessenta pacientes, tratando um grupo com
He-Ne, associando, hum segundo grupo, o laser de He-Ne ao acyclovir e utilizando, num
terceiro grupo, somente acyclovir.

Os pesquisadores observaram que os melhores resultados foram obtidos nos grupos
tratados com a associagdo de laser de He-Ne e acyclovir. Outros pesquisadores também
demonstraram a efetividade desse tratamento na prevencao da nevralgia pésherpética. lijima
(1991) apresentou um trabalho com dezoito pacientes portadores desse tipo de alteragdo, e
tratou-os com laser de He-Ne, obtendo resultados favoraveis.

Alguns trabalhosin vitro, porém, demonstraram que o laser de baixa poténcia é capaz
de estimular o crescimento da viruléncia de bactérias e virus em cultivo ou cultura. Gilioli et
al. (1985) estudaram os efeitos do diodo laser de GaAs em HSV1 e HSV2 in vitro e
observaram que esses virus foram estimulados pela agdo do laser. Rubenstein (1987) publicou
um experimento com 57 pacientes portadores de lesdes ulcerativas vulvares induzidas por
papiloma virus (HPV).

Promoveu a remogdo com o laser cirdrgico de CO, e irradiou o leito cirdrgico com
diodo laser, emitindo na regido do infravermelho préximo, com poténcia de 25 mW, duas
vezes por semana, com irradidncia de 22 mW/cm?. Os resultados foram significativamente
benéficos, em cerca de 45% dos casos tratados.

Existe ainda muita polémica sobre esse assunto, porém, pesquisadores como Trelles
(1986), Tunér e Hode (1996) e Veléz-Gonzdlez et al. (1994), entre outros, atribuem esse efeito
antiviral do laser de baixa poténcia, que foi demonstrado in vivo, possivelmente ao efeito

estimulador do sistemaimunolgico local e sistémico.



Ruffolo (1985) obteve bons resultados em um trabalho no qual utilizou laser de baixa
poténcia no tratamento de leucoplasias, para alivio sintomatico dagueles pacientes. O autor
atribui a normalizacdo da érea afetada a estimulacdo da imunidade local dos pacientes
tratados.

Mayayo e Trelles (1986) estudaram ratos portadores de aplasiatimicae osinduziram a
septicemia. Os animais foram irradiados a cada dois dias, com fluéncia entre 2 e 4 Jcm2. Os
animais que foram irradiados sobreviveram mais tempo que os ndo irradiados.

Carrilo et al. (1987) fizeram um estudo in vitro sobre o crescimento de uma cepa de
Safilococus aureus, no qual utilizaram laser de He-Ne com fluéncias de 0,3 Jcn? e 6 Jcmz.
Os pesquisadores ndo observaram nenhum crescimento significativo.

Skobelkin, Michailov e Zakharovt (1991) realizaram um experimento clinico em
pacientes oncolégicos que tinha como propésito a ativagdo do sistema auto-imune dos
pacientes no pré-operatdrio. Trabalharam com sessenta pacientes e propuseram que a terapia
fosse utilizada como coadjuvante em pacientes portadores de imunodeficiéncias.

Os pacientes foram divididos em quatro grupos e irradiados no pré-operatorio
imediato. Um grupo-controle e outro irradiado através da pele sobre os linfonodos com diodo
laser operando em 890 nm, outro irradiado internamente sobre as |esdes com laser de He-Ne, e
outro com associagao de ambos os métodos de irradiacdo.

O experimento avaliou componentes de células brancas do sangue, ensaios de
atividade imunoglobulinica (IgA, IgM e 1gG) além de determinar o comportamento de fracdes
de linfocitos T. A avaliagdo foi realizada antes e depois das irradiacGes. Os pesquisadores
observaram que a resposta imunol dgica dos pacientes irradiados foi significativamente maior
do que ado grupo-controle.

Filonenko (1995) desenvolveu um estudo dos efeitos laser de baixa poténcia na defesa
imunoldgica especifica e ndo especifica. O tratamento foi utilizado como prevencéo de
complicagBes pos-operatdrias em alteracBes de joelho e em pds-cirdrgicos de liffting facial
cirdrgico.

Wei et al., em 1997b, estudaram a acdo do laser de corante operando em 630 nm em
ratos portadores de septicemia cronica. Os pesquisadores queriam verificar se o laser de baixa
poténcia tinha efeito estimulativo na resposta ato-imune em septicemia, usando modelo
animal. Os ratos foram submetidos a uma cirurgia na cavidade abdominal. A irradiacéo foi

feita no pds-operatério imediato com fluéncias de 5 Jcm2 Em um experimento a parte,



linfécitos de ratos normais in vitro foram utilizados para verificagdo dos efeitos
bioestimuladores do laser.

Os pesguisadores observaram que in vivo o0 laser de baixa poténcia aumenta
significativamente a proliferacdo de linf4citos nos ratos com septicemia, bem como o tempo
de sobrevivéncia desses animais, quando comparados aos do grupo-controle ndo irradiado. Os
pesquisadores observaram in vitro que o laser de baixa poténcia estimulou significativamente
a proliferagdo de linfécitos na presenca de estimulo nitrogénico e aumentou a resposta
imunol égica e a sobrevivéncia dos ratos com septicemia.

A revisdo dos estudos demonstrou que a acdo do laser de baixa poténcia na
cicatrizacdo dos tecidos in vivo depende de mecanismos complexos envolvendo atividades
celulares e humorais. Para que se possam analisar os eventos individualmente, a proxima
secdo apresenta uma revisdo da agdo do laser de baixa poténcia in vitro sobre as principais

células envolvidas no processo cicatricial.

2.5 Revisdo dos efeitos do laser na cicatrizagdo in vitro

A revisdo pretende demonstrar, segundo diversos autores, quais as influéncias que a
terapia de baixa poténcia exerce no processo cicatricial in vitro, apresentando-se suas

vantagens e desvantagens.

2.5.1 Culturade células

Freshney (1990) demonstrou que o estudo in vitro utilizando cultura de células tem
sido muito usado devido a facilidade de padronizagdo da amostra, cujo controle de pH,
temperatura, pressdo osmética, tensdo de CO, e de O, pode ser obtido de maneira precisa,
aém de conseguirem amostras totalmente homogéneas. Existem, porém, agumas
desvantagens nesse tipo de estudo, como por exemplo, a necessidade de trabalhar-se em um
ambiente estéril e asséptico, o que limita muitas vezes os protocol os. Além disso, exige prética
do pesquisador e, também, o materia obtido em cultura é bem pequeno, ainda que o custo de
uma pesquisa utilizando células em cultura seja muito maior que a mesma pesquisa realizada

com animais.
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Menegaux et al. gpud Kawahara, Yamagami e Nakamura (1968), relatam em estudo
realizado em 1934, que o primeiro estudo in vitro sobre materiais implantados foi realizado
em medicina na area ortopédica. Foram realizados por Kawahara et al. e Grant apud Kawhara,
Y amagami e Nakamura (1968) estudos in vitro na area da odontologia, utilizando cultura de
células paraavaliar a citotoxidade de materiais dentérios.

Podese avaliar o dano celular observando-se a morfologia celular, os efeitos na
membrana, atividade celular e indice de proliferagdo celular. Em 1959, Bergman apud
Spangberg (1969) induziu 0 método de contagem celular e 0 nimero de mitoses paraavaliar o
dano celular, misturando a suspensdo celular e a solucdo-teste em uma camera de cultura
apropriada. A cémera consiste em um anel de vidro fixado a uma lamina. Logo apés a fixacao
e coloragdo da cultura, as células e mitoses sdo contadas.

Diversos métodos de avaliagdo do dano celular foram propostos. Em 1965, Guess et al.
apud Schmalz (1994) afirmaram que os efeitos de membrana poderiam ser demonstrados pelo
vermelho neutro, que é armazenado em células viaveis e liberado no meio circulante apds o
dano celular. Esse método é considerado subjetivo.

Spangberg (1973) avaliou a citotoxidade do material, introduzindo o método de
medida daliberacdo do isbtopo radiativo incorporado no interior das células (cromo radioativo
— 51Cr), com base no dano celular depois do contato material com acélula

Para avaliar a quantidade do dano celular, foi usada a liberacdo de marcadores
radioativos de células-alvo. Expondo-se a célula aos materiais toxicos, ocorre dano celular e
liberacdo de DNA marcado e pode-se medir e indicar o dano celular. Essa técnica tem sido
utilizada em grande escala como teste de avaliagdo para muitos materiais dentérios, cuja
vantagem é ser um método répido, altamente sensivel, que possibilita contato adequado com o
material-célula e permite a quantificacdo objetiva do dano celular com excelente precisdo.

A Federacdo Dentéria Internacional, em 1980, recomendou que a avaliacdo da
toxidade de materiais dentarios fosse feita segundo os niveis bioldgicos, o sgja, testes iniciais,
testes secundérios e testes de uso.

Schmalz (1994) propds um outro método baseando-se na exclusdo do corante Azul de
Trypan, o qual penetra nas células mortas, com lesdo da membrana celular. 1sso, contudo, ndo
ocorre nas células vivas, que apresentam membrana integra.

De acordo com Baserga (1990), as células em cultura poderiam crescer por aumento
no tamanho da célulaou por aumento do seu ndmero. A contagem de células em uma placa de

Petri demonstra o quanto a populagdo celular cresceu, porém ndo informa se as células estao



ou ndo se proliferando. Quando se deseja determinar a capacidade de estimular ou inibir a
divisdo celular, o método nais indicado é contar 0 nimero de células antes e depois do
tratamento, de preferéncia a cada 24 horas. O melhor parémetro para determinar se uma
populacao celular esta crescendo ou ndo € contar o nimero de células por placade cultura.

Ciapetti et al. (1996) demonstraram que 0s métodos que empregam a incorporagao de
nucleotideos, ainda que segjam sensiveis, apresentam desvantagens, como uso de equipamentos
e sala especificos, perigo de manuseio dos marcadores radioativos, bem como geragdo de
residuosradioativos.

Segundo Mjor, Hensten -Pettersen e Orstavik, (1985), a citotoxidade de material
dentério in vitro foi avaliada por meio de medidas de crescimento celular, ateracbes na
permeabilidade de membrana, alteragGes metabdlicas ou alteracbes citopéticas.

Browne e Tias (1979 revisaram o tema da dependéncia celular sobre o resultado da
citotoxidade in vitro. Segundo os pesqguisadores, em relagéo ao tipo celular a ser utilizado no
estudo, muitos aspectos desses testes sdo relevantes para a smulagdo do uso clinico de
materiais dentarios, como o tipo de célula usada, o0 método de contato dela com o material,
estado fisico do material e 0 método de avaliagdo da citotoxidade. Os pesquisadores
concluiram, porém, que o tipo de linhagem celular experimental empregada na pesquisa néo
eraum fator decisivo na determinagdo datoxidade de um material.

De acordo com Schmalz (1994), podem ser utilizados dois tipos de células: uma
linhagem de células permanentes derivadas de colegbes do tipo cultura ou fontes comerciais e
uma linhagem de células primérias, derivadas de explants e estabelecidas em cada laboratério
individualmente. O autor afirma que a escolha do método de registro deve ser baseada na
informag8o que se desgja e preconiza o uso de métodos mais simples, baseados nos efeitos de
membrana ou no indice de proliferag&o celular. Caso ocorra a necessidade de informagéo mais
detalhada, dever&o ser usados métodos mai's sofisticados, baseados na atividade celular. O
autor ainda acredita que o uso do indice de proliferacéo para registrar o dano celular € um dos
métodos mais antigos e mais comumente usados. A contagem celular direta apresenta
vantagens, pois € um método de féacil realizagdo e, além disso, pode ser combinado com
corante vital, afim de excluir as células mortas.
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2.5.2 Estudosin vitro

Para melhor entendimento dos estudos da TLBP in vitro, apresentase a seguir breves
exposi ¢des sobre angiogénese, sistemaimunol égico, queratindcitos, células epiteliais, enzimas
efibroblastos.

2.5.2.1. Angiogénese

Trelles et al. (1988) fizeram uma pesquisa em lingua de ratos para verificar o nivel de
histaminalocal e sistémica, apos tratamento com laser emitindo naregido do visivel, operando
em 632,8 nm, com poténcia de 4 mW e de 50 mW e fluéncia de 2,4 Jcm?2. Observaram no
local dairradiagdo dos grupos que utilizaram apoténcia de 4 mW um aumento de 100% de
histamina, e, nos grupos com poténcia éptica de saida de 50 mW, um aumento de 30%. Os
pesquisadores observaram diferenca significativa na liberacdo de histamina em nivel
sistémico, em relagdo aos grupos-controle.

El Sayed e Dyson (1990) usaram diodos laseres com varios comprimentos de emissao
de onda (?= 660, 820, 870, 880, 940, 950 nm) sobre modelo animal. A irradiacdo foi realizada
com luz comum no grupo-controle. Quando promoveram a irradiaco da pele norma com
qualquer um dos comprimentos de onda do laser, houve maior niimero de mastécitos, embora
sem degranulacéo.

Os grupos irradiados com luz comum, no entanto, apresentaram resultados nulos.

Quando irradiaram a pele lesada, porém, observaram aumento, tanto do nimero como na
degranulagdo dos mastécitos, em comparagdo com 0s grupos-controle irradiados com luz

comum. Os pesquisadores revelaram que controlaram a temperatura local dos animais em 1,8°
C, que se normalizou aos quatro minutos, e ndo atribuiram os resultados conseguidos no

experimento a esse fato.

2.5.2.2 Sistemaimunol 6gico

O sistema imunolégico € vital para o organismo humano. Por esta razéo, muitos

estudiosos desenvolveram interesse em pesquisar cs efeitos que o laser de baixa poténcia
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poderia exercer sobre alguns componentes desse sistema. Enumeram-se nesta segéo alguns
estudos que se julgam ter obtido bons resultados a imunologia humana. Devido a diversidade
do sistema imunol égico, optou-se por ressaltar, na discussdo, os aspectos referentes as linhas
hematol 6gicas, linfocitos , macréfagos e granul 4citos.

Em relagdo a estudos das linhas hematol dgicas, Viscor, Palacios e Palomeque, (1989)
utilizaram o laser de He-Ne com irradidncia de 0,5 mW/cm?2 para observar a curva de
fragilidade osmética de eritrécitos. Nos grupos irradiados com laser, foi observada uma
alteracdo da viscoel asticidade da membrana eritrocitaria sem que se evidenciasse alteragdo em
sua estrutura.

Vicent et al. (1991) observaram a acéo do laser de corante sobre células sangiiineas.
Paratanto, irradiaram o sangue de coelhos e humanos. Observaram gque o comprimento de 630
nm foi intensamente absorvido pelo sangue. Com um hemat6crito entre 42 e 50 e uma
espessura de fluxo de sangue de Q15 mm, houve a absorcdo de 42% da luz e quando a
espessura do fluxo foi de 1 mm, aabsorcéo foi de 80% da energialaser, com umatransmissao
de 20%.

Callaghan et al. (1996) estudaram a agdo da emissdo do diodo laser na regido do
visivel, operando em 660 nm, sobre uma linhagem de células hematopoiéticas U937. Usaram
fluéncias que variavam de 1,0 a 11,5 Jcm2. Houve grande significancia no aumento da sintese
de DNA quando utilizaram fluéncias de 2,9 e 8,6 Jcm2

Em relacéo a estudos relacionados aos linfécitos, Ohta, Abergel e Uitto (1987)
estudaram os efeitos do diodo laser de GaAs sobre esse tipo de célula, com diversas fluéncias.
Os pesquisadores observaram, porém, que quando os linfécitos foram irradiados com fluéncia
de 10,8 Jcm?, houve umainibicdo d a proliferacéo celular.

Chio, Lin e Kao (1990) estudaram os efeitos de trés laseres diferentes (He-Ne, AlGaAs
e Argbnio) sobre linfdcitos in vitro. Foi observado que o indice mitético era inversamente
proporcional a fluéncia de irradiacdo e que as rupturas cromossdmicas aumentaram
proporciona mente com a fluéncia. Com o laser de He-Ne e com o diodo laser de AlIGaAs nao
se observou nenhuma ateracdo significativa, em comparacdo ao grupo-controle, tanto no
indice mitético como nas rupturas cromossomicas.

Karu (1991) realizou estudo com linfécitosirradiados com laser de He-Ne, utilizando a
fluéncia de 56 Jcm?, e concluiu que o laser proporcionou um aumento no fluxo de ions de

célcio em alguns minutos e um aumento da sintese de DNA alongo prazo.
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Volpi et al. (1995) estudaram o laser de He-Ne para verificar a agdo do laser de baixa
poténcia sobre granul écitos e linfdcitos. Observaram passados trinta minutos dairradiagédo que
se produziu nos linfocitos um aumento estatistico significativo de ATP e, aos sessenta
minutos, 0 mesmo se deu nos granul 4citos, sem modificag&o no total de adenilato dacélula

Manteifel, Bakeeva e Karu (1997) estudaram as alteracdes ultra-estruturais em
mitocondrias de linfdcitos humanos ap6s irradiacdo com laser de He-Ne, com fluéncia de
56 Jcm?2. Logo apos a aplicacdo do laser nas células, foram realizados cortes ultrafinos para
andlise em microscopio eletrénico. A conclusdo dos pesquisadores foi de que as células
irradiadas tiveram um aumento de 20% no nimero de perfis mitocondriais na secgéo celular
sem aumento em sua area total e que o nimero de mitocdndrias foi reduzido.

Em relagdo a estudos referentes a agdo do laser em macréfagos e granuldcitos, alguns
experimentos merecem mengao.

Hubacek et al. (1985) estudaram os efeitos do laser de He-Ne sobre a atividade
fagocitaria de neutrdéfilos cultivados com cristais de cadmio. Utilizaram fluéncias diversas
(0,3; 0,7 e 1,5 Jcm?d). Na primeira fluéncia, ndo observaram efeito significativo sobre a
fagocitose. A segunda fluéncia, porém, estimulou a atividade fagocitaria e a terceira produziu
inibicdo desse fendmeno.

Karu et al. (1989) estudaram os efeitos do laser de He-Ne sobre a atividade fagocitéria
de neutrdfilos, verificando que houve um incremento dessa atividade nos grupos irradiados em
comparacdo ao grupo-controle ndo irradiado. Osanai et al. (1990), por sua vez, estudaram a
acdo fagocitaria de neutrdéfilos utilizando um diodo laser de AlGaAs. Os pesquisadores ndo
observaram nenhuma alteracdo que fosse significativa nos grupos irradiados em relacéo ao
grupo-controle ndo-irradiado.

Estudos feitos por Bolton, Dyson e Young (1991) e Bolton, Young e Dyson (1992)
para verificar a acdo do diodo laser operando em 820 nm sobre cultivo de macréfagos
apresentaram resultados relevantes. Os pesguisadores irradiaram os cultivos, aspiraram seu
meio e o colocaram em cultivo de fibroblastos, observando a replicacdo dessas células. Ao
utilizarem irradiéncia de 400 mW/cn? e fluéncias variando de 2,4 a 7,2 J/cn?, verificaram um
aumento significativo na populagéo de fibroblastos. Utilizando o mesmo protocolo, estudaram
se a luz polarizada poderia afetar a proliferacdo dessas culturas. Fizeram comparacOes entre
laseres com polarizagéo de 95% e de 14% e concluiram que a primeira polarizagcdo era mais

eficaz que a segunda.
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Trabalhando com o mesmo protocolo, Rajaratnam, Bolton e Dyson (1994) utilizaram
diferentes frequéncias de emissdo (2,28; 18,24; 292,3 e 1000 Hz) com fluéncia fixada em 7,2
Jemz, e concluiram que todas as freqiiéncias produziram um aumento sgnificativo no nimero
de fibroblastos, em comparag&o aos grupos irradiados com luz comum.

2.5.2.3 Queratindcitos e células epiteliais

Mester e Snow (1990) utilizaram o efeito do laser de He-Ne sobre a maturagéo e
regeneracao de explants neuroepitdiais olfatorios embriondrios, com fluénciade 0,5 Jcm?2. Os
pesquisadores observaram diferenca significativaem comparagdo aos grupos-controle.

Steinlechner e Dyson (1993) concluiram que o laser de He-Ne e o diodo laser
operando em 904 nm estimularam a proliferacdo de queratindcitos e houve reducdo dessa
proliferacdo quando o cultivo apresentavase confluente. Os pesquisadores também
observaram que o efeito foi muito importante quando as células cresceram em meio de cultivo
pobre em soro (1%) e que o efeito bioestimulador do laser produziu-se com fluéncia
extremamente baixa (0,25 Jcm?).

Hsin-Su et al. (1996) observaram a agdo do laser de He-Ne em queratinécitos humanos
em cultivo para avaliar os niveis de Interleucina-la (IL-1a) e Interleucina-8 (IL-8), com
flunciade 1,5 Jcma.

Os resultados demonstraram que houve aumento significativo na producédo de IL-1a e
IL-8 e suas respectivas expressdes no RNAm, nos grupos irradiados com laser, em
comparagdo aos resultados obtidos nos grupos-controle. Os pesquisadores verificaram ainda
que esse efeito estimulador depende da concentragéo de células em cultura.

Grossman et al. (1998) estudaram os efeitos de diversas fluéncias sobre queratindcitos
em cultivo, quantificando os par@metros mais indicados de irradiacdo para o diodo laser
operando em 780 nm que produzisse o efeito proliferativo sobre essas células.

Os autores @ncluiram que os melhores resultados foram atingidos nos grupos
irradiados com fluéncias entre 0,45 e 0,95 Jcm? e que as demais fluéncias foram
consideradas menos efetivas.
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2.5.2.4 Enzimas

Ostuni, Passarella e Quaglianiello (1994) estudaram a atividade da enzima
desidrogenase glutamato, utilizando um laser de He-Ne com diferentes fluéncias e
irradiancias. Para afluénciade 4 Jcm?, umairradiancia de 1,7 mwW/cmz, em que foi observado
0 aumento da atividade enzimética com 10 mW/cm?, houve diminuicdo na atividade
enzimética; e, com fluéncia de 24 Jcm?, para ambas as irradiancias utilizadas (7 e 10
mW/cm?), houve aumento na atividade enzimética.

Bolton, Young e Dyson (1995) realizaram um estudo no qual verificaram os efeitos do
diodo laser operando em 860 nm, com fluéncias de 2 e 6 Jcm?, na proliferacdo celular de
fibroblastos humanos de pele em linhagem primaria e na atividade da succinato desidro genase
(enzima diretamente unida a cadeia de transporte eletrénico). A observacéo dos pesguisadores
foi ade que, com fluéncia de 2 Jcm?, os niveis dessa enzima aumentaram com a proliferagcdo
celular, efeitos esses que foram inibidos quando as células foram irradiadas com fluéncia
de 16 Jcm2

2.5.2.5 Fibroblastos

Ryhanen, RantalaRyhanen e Tan (1982) estudaram as atividades enziméticas das
colagenases e gelatinases, que intervém na degradac&o do coldgeno. Os estudiosos cultivaram
fibroblastos em meio isento de soro e irradiaram essas culturas com dois diferentes tipos de
laseres, um de He-Ne e o outro diodo laser de GaAs, observando o comportamento das
enzimas.

Os autores perceberam que ndo houve alteracdo na atividade enzimatica, nem mesmo
na atividade da elastase e concluiram que o aumento na formacdo de colageno descrita no
estudo ndo foi devido a diminui¢do em sua degradacdo, mas sim, aum aumento de sua sintese.
O estudo de viabilidade celular, incubando-se fibroblastos com Azul de Trypan, ndo
demo nstrou alteragBes. A atividade do LDH e das enzimas intercelulares que se liberam do
citoplasma quando ha alteracdo da integridade de membrana celular também néo apresentou
alteracdo apds airradiacéo.

Gimenez e Casado (1985) fizeram um estudo sobre a respiragdo tissular e verificaram

que a irradiagdo sobre as células in vitro teve um efeito bioestimulador, promovendo um
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aumento do consumo celular de oxigénio e glicose. Houve, porém, uma resposta inibitoria,
com diminui¢do darespiragdo celular, quando afluéncia excedeu 1 Jcmz,

Hallman et al. (1988) realizaram um estudo com o laser de He-Ne para observar a
proliferacdo celular de fibroblastos humanos em cultivo. Os pesquisadores irradiaram essas
células em diferentes passagens, verificando que entre a terceira e quarta, e entre a décima
terceira e décima quarta passagens, ndo houve efeito significativo estimulador ou inibidor do
laser.

Labbe et al. (1990) estudaram a incorporagdo de hidroxiprolina tritiada em linhagem
de fibroblastos irradiados com diodo laser de Al GaAs. Os pesquisadores obtiveram aumento
na absorcao de hidroxiprolinatritiada nas culturasirradiadas.

Noble et al. (1992) promoveram um estudo que observou a migragéo de fibroblastos
embriondrios em uma matriz de colageno polimerizado. Os pesquisadores verificaram que os
fibroblastos fizeram mais paradas e de maior duragdo nas matrizes irradiadas e, portanto, sua
velocidade de deslocamento foi menor. As matrizes irradiadas apresentaram maior retragdo. A
conclusdo dos pesquisadores foi que aturgidez do gel de colageno poderia produzir um
aumento do espalhamento (scattering) do laser, com consequente diminuicdo de sua
transmissdo e absor¢do, devido a fendmenos como a vibragdo do gel, que poderia ter detido o
avango dosfibroblastos.

Wei, Naim e Lanzafame (1994) estudaram o efeito do diodo laser operando em 660nm
na producdo de bFGF, em cultura de fibroblastos 3T3 (linhagem preestabelecida). Os
pesquisadores analisaram duas diferentes fluéncias: 3,2 Jen? e 2,1 Jemz

Os fibroblastos irradiados com menores fluéncias demonstraram aumento na
proliferacgo celular e na producdo de bFGF, enquanto que agueles submetidos a fluéncias
maiores ndo demonstraram aumento na proliferaco celular, nem nos niveis de bFGF, em
relacdo aos grupos-controle ndo irradiados.

Rigau (1996) estudou o efeito do laser de corante operando em 633 nm na morfologia
e comportamento de fibroblastos de linhagem priméaria em cultivo. Utilizou um equipamento
com poténcia Optica de saida de 38 mW, com fluéncia de 2 Jcm? e irradiancia de 4 mW/cmz2
A pesquisadora concluiu que esse tipo de laser induziu vé&ios efeitos bioldgicos nos
fibroblastos dos grupos irradiados, como formacéo de col 6nias, movimento de quimiotaxia e
quimiocinética.

Webb, Dyson e Lewis (1998) estudaram os efeitos do diodo laser operando em 660 nm

sobre duas linhagens priméarias de fibroblastos humanos, uma originada de tecido normal e
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outra de cicatriz hipertréfica. Usaram fluéncias de 2,4 e 4 Jcm2. Ambos 0s grupos estudados
tiveram um aumento significativo na proliferagdo celular, em comparagdo com 0s grupos
controle ndo irradiados.

AlmeidaL opes (1998), por sua vez, realizou um estudo-piloto em fibroblastos de
gengiva humana, no qual trabalhou com dois tipos diferentes de diodos laseres, operando em
630 nm e 780 nm. A pesquisadora irradiou os fibroblastos previamente divididos em grupos
com diferentes concentragbes de soro fetal bovino. Verificou que houve proliferagdo
significativa para os fibroblastos cultivados em meio com déficit nutricional e irradiados,
guando comparados com os grupos-controle cultivados com 0 mesmo meio e ndo irradiados.

A pesquisadora, porém, ndo observou diferenca significativa, tanto nos grupos
irradiados, como no grupo-controle, quando os fibroblastos foram cultivados em condigdes
nutricionais ideais. Também néo foi observada diferenca significativa nos resultados obtidos
com os diferentes comprimentos de onda.
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3 OBJETIVO

O estudo relatado teve como objetivo comprovar a profundidade da lesdo padronizada
de queimadura de terceiro grau, através do material bioldgico cuténeo obtido na primeira
bidpsia.

Além disso, investigar o efeito da Terapia Laser de Baixa Poténcia (InGaAlP) com
comprimento de onda de 658 nm no processo de cicatrizagdo de queimadura de terceiro grau
em ratos Wistar, através da andlise das fibras colagenas e elasticas, utilizando-se atécnica de

histomorfometria.
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4 MATERIAIS E METODOS

No presente estudo, foram aplicados os principios éticos da experimentacdo animal em
conformidade ao COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal), tendo sua

aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesguisa e Desenvolvimento da Universidade do Vale do
Paraiba (ANEXO A).

4.1 Grupos experimentais

Foram utilizadas no estudo trinta ratas Wistar, variagdo albinus as quais passaram por
um periodo de duas semanas de ambientacdo no Biotério do Centro Universitario Augusto
Motta (UNISUAM), Rio de Janeiro, sendo mantidos em gaiolas proprias, ambientadas em
climatizagio a 23° C, e alimentados com ragio LABINA®, ad libitum, segundo os Principios
Eticos na Experimentacdio Anima (COBEA, 1991) e as Normas para a Prética Didético-
Cientificada Vivissecgdo de Animais Lei n° 6638 (BRASIL, 1979).

A tabela 7 descreve a divisdo dos grupos, nimero de animais, técnicas estabelecidas e
cronograma da pesquisa.

Tabela 7: Divisdo dos grupos e subgrupos de animais segundo cada técnica utilizada e cronograma de sacrificio

Grupos
Grupos N° de Bidpsia Sacrificio
animais
Imediatamente ap6s a lesdo e no No 15° dia, seguido a
Terapia convencional 10 15° dia experimental retirada da Ultima biépsia
Imediatamente ap6s a lesdo e no No 15° dia, seguido a
TerapiaLASER 10 15° dia experimental retirada da Ultima bidpsia
Terapia convencional + Imediatamente ap6s a lesdo e no No 15° dia, seguido a
LASER 10 15° dia exgerimental retirada da dltima bi f)ESia

Fonte: dados de pesquisa.

No dia em que foi realizado o processo de queimadura, os animais foram pesados e,
logo apds, foi ministrada Ketamina na dose de 4mg/Kg im., com agulha e seringa estéreis
descartaveis. Ap6s vinte minutos, foi aplicado o analgésico Dipirona Sodica na dose de
0,01mg/Kg iv , em veia caudal. A anestesia foi ministrada através de injecdo intramuscular



com seringa de insulina descartével, e a analgesia por injecdo intravenosa, também com
seringa descartavel. Em seguida, foi feita a tricotomia no dorso superior do animal, logo
abaixo dacabega. A queimadurade terceiro grau foi efetuada com uma lamina circunferencial
de metal (aluminio) medindo 3 cm de didmetro e 5,5 mm de espessura (figura 4). O controle
datemperatura dareferidaléminafoi realizado através de termémetro digital em 100° C.

A lamina foi mantida sobre a regido do dorso superior do animal por um periodo de
cinco segundos. Logo apds, ainda sob os efeitos analgésico e anestésico, foi redizada a
retirada do material biolégico para a primeira biépsia, com Punch de 3 mm de diametro,
constatando-se assim, a profundidade da leséo.

A figura 4 demonstra a queimadura padronizada no dorso darata.

Figura 4: Queimadura em dorso de rata
Fonte: dados de pesquisa

A figura 5 apresenta a biépsia que foi feita logo apds a realizacdo da queimadura, sem
nenhum tipo de tratamento.

Figura 5: Biopsiarealizadalogo apésquei madura.
Fonte: dados de pesquisa.
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A figura 6 demonstra a condi¢do da queimadura no 15° dia de tratamento somente a
laser.

Figura 6: Lesdo no 15° dia de aplicagéo laser.

Fonte: dados de pesquisa.

O diodo laser (InGaAlP), utilizado no primeiro e segundo grupos pesquisados, fornecia
0 comprimento de onda de 658 nm de diodo, com intensidade de 3 Jcm?, aplicados em cinco
pontos, em uma &rea de 3cm de didmetro, realizadas em oito sessdes, em dias alternados,
durante um periodo de quinze dias, respectivamente. A aplicacdo estd demonstrada na

figura 7.

Figura 7: Aplicagdo do diodo laser (InGaAlP).
Fonte: dados de pesquisa.

Os animais foram manipulados durante a aplicacdo do diodo laser, sob sedacéo e

analgesia, para que ndo sofressem estresse no decorrer do estudo. Assim, foi possivel a
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aplicacdo nos cinco pontos protocolados para o tratamento junto a lesdo padronizada de
queimadura. Os animais que ndo receberam a terapia laser também foram submetidos a
sedacdo e analgesia, durante a realizagcdo dos curativos com sulfadiazina de prata, pelos
mesmos motivos relatados anteriormente.

4.2 Técnica histologica

A técnica histolégica consiste na preparacdo do tecido biolégico, conservando-0 o
mais proximo possivel das caracteristicas do organismo vivo, ou sgja, de modo que sua
estrutura e composi¢do molecular segjam as mesmas que havia no corpo vivo para que possam
ser estudadas com auixilio da microscopia Optica.

Para isso, existem etapas especificas durante o processamento do material bioldgico,
que devem ser rigorosamente respeitadas para a conservagdo de tais caracteristicas. Dentre
essas etapas, esta a fixacdo, com a finalidade de evitar autélise, que consiste na digestao dos
tecidos pela presenca de enzimas no interior celular. Para a fixag8o, foi utilizada a solucéo
isotonica de formaldeido a4 %, um fixador rotineiro para microscopia éptica.

Ap6s terem passado pela fixagdo, os fragmentos teciduais devem apresentar uma
consisténcia firme, para que possam sofrer uma seccdo delgada, favorecendo a observacéo
pela microscopia. Para tanto, devem ser embebidos em parafina (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2004). Este processo € denominado embebicdo ou inclusdo e consiste em duas etapas.
desidratacdo e clareamento. O procedimento é redli zado a partir da extracdo da agua do
fragmento biolégico, que foi submetido a diversos banhos em solugBes de concentractes
crescentes de etanol em &gua, iniciando com etanol a 70 % até chegar a 100 %.

Apbs o processo de desidratacdo com o etanol, o fragmento é mergulhado em xilol,
pois essa substancia € miscivel, tanto em etanol como em parafina. A partir desta fase, o
fragmento biol 6gico apresenta uma caracteristica de transparéncia e, aseguir, seraincluido em
parafina previamente derretida em estufa a 5860° C. O calor desprendido no processo
provoca a evaporagdo do solvente e ocorre o preenchimento dos espagos teciduais com
parafina. O bloco rigido contendo o tecido foi levado ao micrétomo e seccionado em [amina
de aco fornecendo cortes de 4 um de espessura.

O proximo passo é a coloragdo com hematoxilina-eosina (HE), pricrosiriusred e

orceina, facilitando evidenciar os véarios componentes teciduais, a fim de que se promova a



distincdo entre eles.

As preparagdes coradas foram examinadas em microscopia Optica com um limite
resolutivo que pode variar entre 1.000 a 1.500 vezes a ampliagdo da imagem (JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2004).

4.2.1 Processamento de material para corte histol 6gico

O materia histolégico foi processado em diversas etapas. A primeira é denominada
fixacdo. Nessa etapa, 0 material bioldgicofoi colocado em formol tamponado por um periodo
de 24 horas, depois das quais seguiu-se alavagem em &gua corrente durante 25 minutos.

A segunda etapa é a desidratagdo. O material foi colocado em alcool 70 % durante 30
minutos, acool 80 % durante 30 minutos, dcool absoluto | durante 30 minutos, & cool
absoluto Il durante 40 minutos e, por Ultimo, dcool absoluto Il durante toda a noite
(overnight).

A terceira etapa é a diafanizacdo, utilizando-se dcool/xilol por 30 minutos, xilol | por
30 minutos, xilol 11 por 30 minutos e xilol 111 por 50 minutos.

A quarta etapa é a impregnagdo, em que ha infiltragdo do material bioldgico em
parafinal por 40 minutos e parafinall por uma hora.

A quinta etapa é denominada de embebicéo ou inclusdo. O tecido foi colocado em
paraplast (para montagem dos blocos), onde foram cobertos com parafina, a qual ndo deve
ultrapassar 60° C para ndo haver dano ao tecido.

A sexta etapa consiste em retirar o material biolégico do paraplast e redlizar o corte
histol 6gico em micré6tomo com 4 mm.

A sétima etapa é a desparafinizagdo, iniciando-se com banhos de xilol por um ou dois
minutos; xilol |1 por dois minutos e xilol 111 por mais dois minutos.

A oitava etapa é a hidratagdo, naqual se introduzu o tecido em & cool absoluto de um
a trés minutos, em & cool absoluto Il por dois minutos, em & cool absoluto |11 por mais dois
minutos, em acool 70 % por trés minutos e H,O destilada por dez minutos.

A nona etapa consiste na coloragd com hematoxilina-eosina (HE) para observacéo
histolégica, pricrosiriusred parafibra colagena, e orceina parafibra elastica

A décima etapa € a desidratacdo, quefoi realizada através de banhos sucessivos com

alcool 70 % por trés minutos, eosinafloxina por trés minutos, dcool 95 % por dois minutos,



acool absoluto por um adois minutos e acool absoluto |11 por trés minutos.

A décima primeira etapa é a diafanizagdo, que consistitiu-se na submersdo do tecido
em xilol por um a dois minutos, em xilol Il por dois minutos e em xilol I1l por mais dois
minutos.

Valeressaltar que o volume de dcool e xilol deve ser de dez avinte vezes maior que o
volume do tecido.

4.3 Desbridamento detecido necrético

Segundo Gomes e Serra (1999), o desbridamento consiste na retirada de tecido
necrético por camadas até que a superficie profunda demonstre pontos de sangramento. No
presente estudo, o desbridamento foi realizado com lavagem da &rea afetada com agua
corrente e PVPI (polivinilpirrolidinaiodo degermante), utilizando gaze estéril para retirada da
area necrética. Apds o desbridamento, foi aplicada terapia com sulfadiazina de prata no
primeiro grupo, terapia com laser no segundo grupo e terapia laser mais sulfadiazina de prata
no terceiro grupo pesquisado.

O laser de diodo utilizado no primeiro e segundo grupos fornecia o comprimento de
onda de 658 nm, com fluéncia de 3 JJcm? por ponto de aplicagdo, em cinco pontos na &rea de
3cm de didmetro, em oito sessfes, em dias alternados, durante um periodo de quinze dias,
respectivamente. A Ultima sessdo foi seguida do sacrificio do animal e retirada de material

parabidpsia.

4.4 Histopatol ogiae histomorfometria

Todas as amostras das lesbes cuténeas obtidas foram fixadas em formol tamponado a
10% (pH 7) por um periodo minimo de 24 horas. Apos a fixagdo, as amostras foram
desidratadas gradativamente em concentragdes crescentes de élcool etilico (70% a 100%),
diafanizadas em xilol, embebidas e incluidas em parafina, conforme métodos histoldgicos de
rotinadetalhadosnasecdo 4.2.1.

Os fragmentos incluidos em parafina foram cortados utilizando-se micrétomo modelo

“820" Spence, obtendo-se secdes de 4 um de espessura. As laminas histoldgicas foram



mantidas em estufa para secagem, e 0s cortes posteriormente submetidos a oloragéo por
hematoxilinae eosina, pricrosiriusred e orceinaparaandlise histol dgica.

A histomorfometria foi realizada através de imagens capturadas e avaliadas por
sistema computadorizado de captura de imagens. Foi realizada captura de imagens de dez
campos microscopicos aleatorios de cada lamina histoldgica com cémera digital (aumento
total 20X) do microscopio modelo Olympicus BX 51 As imagens foram arquivadas e
submetidas a contagem de fibras colagenas e elasticas e do didmetro das areas ulceradas das
lesBes ao final do experimento, com auxilio de marcacdo digital, através do programa Image
Pro Plus4.

O Image Pro Plus 4 é um software, que possui varios subprogramas e modos para
armazenar as medi¢des ou outros tipos de informagdo, para cada aplicacéo especifica, mas que

trabal ham integrados dentro do programa principal.

4.5 Andlise estatistica

Todas as variaveis aferidas no estudo foram analisadas com o auxilio do programa
Graph PadinStat®. A expressio dos valores esta demonstrada em média aritmética e desvio-
padrao. Os dados foram submetidos ao teste estatistico ANOVA seguido do pésteste de
Tukey-Kramer.



5 RESULTADOS



87

5 RESULTADOS

As laminas obtidas na primeira bidpsia foram coradas com hematoxilina-eosina e
analisadas histologicamente. Os resultados histolégicos concluiram a presenca de lesdo

coagul ativaem todas as |aminas, caracteristicade queimaduradeterceiro grau (figura 8).

Figura 8: Fotomicrografiada priemira bidpsia de tecido cutaneoderato
Wistar (aumento 20X), corado com hematoxilina-eosina A presentando
les8o coagulativa, caracteristica de queimadura de terceiro grau.

Fonte: dados de pesquisa.

Os resultados histol 6gicos obtidos entre o grupo-controle (terapia com sulfadiazina de
prata) e os grupos irradiados (grupo irradiado somente com laser e 0 grupo com a associagao
do laser e sulfadiazina de prata) comprovaram um aumento significativo (P < 0,01) das fibras
coldgenas no grupo que utilizou irradiag8o laser associado a sulfadiazina de prata, quando
comparado ao grupo-controle.

N&o houve, porém, significancia estatistica das fibras colégenas quando comparado o
grupo irradiado com o laser e o grupo-controle. Além disso, também n&o houve achados
estatisticos significantes na produgdo das fibras coldgenas, quando comparados o grupo laser e
o grupo tratado com laser e associagdo da sulfadiazina de prata.



N&o foram observadas diferencas estatisticamente significantes entre as médias dos

diferentes grupos (P = 0.3205) na quantificagdo das fibras el asticas.

Tabela 8: Quantidade de fibras colagenas nos diferentes grupos pesquisados

L aser Sulfa Laser + Sulfa

Animal  Total Animal  Total Animal Total
1 226,82 1 283,85 1 440,14
2 401,33 2 207,25 2 332,70
3 341,40 3 246,89 3 509,27
4 406,80 4 253,20 4 486,05
n 4 n 4 n 4
média 344,09 média 247,80 média 442,04
desvio 83,60 desvio 31,48 desvio 78,35
EPM 48,27 EPM 18,18 EPM 45,23

Fonte: dados de pesquisa.

A tabela 8 demonstra os resultados quantitativos de fibras colagenas analisadas nos

grupos estudados. As andlises demonstraram que houve um aumento significativo, do ponto

de vista estatistico, das fibras coldgenas do grupo que utilizou a terapia laser mais a

sulfadiazina de prata em relagdo aogrupo-controle.

Tabela 9: Resultados do pésteste de multiplas comparagGes (Tukey-Kramer)

para a quantificag&o das fibras coldgenas

Grupos compar ados: Significancia Valor de P
Laser vs Sulfa N&o P>0.05
Laser vs Laser + Sulfa N&o P>0.05
SulfavsLaser + Sulfa Sm P<0.01

Fonte: dados de pesquisa.

A figura 9 representa o grupo de estudo que utilizou somente a terapia medicamentosa

com sulfadiazina de prata (grupo-controle) nas lesdes de queimadura de terceiro grau,

objetivando-se a verificagdo da quantidade de fibras col agenas.



Figura 9: Fotomicrografia de tecido conjuntivo (aumento 20X) corado
com pricrosiriusred para fibras col&genas (grupo—controle, com uso
de sulfadiazina de prata).

Fonte: dados de pesquisa.

Os resultados demonstraram que ndo houve um aumento da quantidade de fibras
colgenas téo acentuado quando comparado com o grupo dafigurall,

Figura 10: Fotomicrografia de tecido conjuntivo (aumento 20X) corado

com pricrosiriusred para fibras colagenas (grupo com terapia laser).
Fonte: dados de pesquisa.



A figura 11 representa o grupo que utilizou laser associado a sulfadiazina de prata. A
figura 10 representa o0 grupo que utilizou somente laser para o tratamento. Mesmo ndo
havendo valores significativamente superiores entre os achados estatisticos para fibras
colagenas, entre o grupo de laser e o grupo-controle, ainda assim, constatou-se maior elevagdo

da quantidade de fibras colagenas no grupo que utilizou a terapia laser, quando comparado
com o grupo-controle.

& _r A R T S
Figura 11: Fotomicrografia de tecido conjuntivo (aumento 20X ) corado
como pricrosiriusred parafibrascolagenas (laser + sulfadiazina de prata).
Fonte: dados de pesquisa

A tabela 10 demonstra que ndo houve significancia estatistica na quantidade de fibras
€l asticas dos grupos estudados.

O pésteste de Tukey-Kremer para fibras elésticas, ndo foi aplicado, pois o valor de P
foi maior que 0.05 quando comparado todos os grupos pesquisados.



Tabela 10 : A quantidade de fibras elasticas nos diferentes grupos pesquisados.

L aser Sulfa Laser + Sulfa
Animal Total Animal  Total Animal Total
1 303,00 1 353,87 1 280,33
2 273,51 2 397,87 2 329,81
3 283,68 3 366,77 3 294,93
4 377,10 4 277,60 4 319,10
n 4 n 4 n 4
média 309,32 média 349,03 média 306,04
desvio 4681 desvio 51,07 desvio 2251
EPM 27,03 EPM 29,49 EPM 13,00

Fonte: dados de pesquisa.
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No grafico 1, tem-se a representacdo grafica dos resultados, quanto a quantidade de

fibras col agenas nos grupos pesqui sados.

600 1

500 1

400 1

300 1

200 1

100 1

FIBRAS COLAGENAS

LASER + SULFA

LASER

SULFA

Grafico 1: Numero total de fibras col agenas nos grupos pesquisados

(apbs 15 dias de tratamento).

Fonte: dados de pesquisa.

O gré&fico 1 demonstra nitidamente a superioridade na producgéo das fibras colagenas

do grupo que utilizou a terapia laser associada a sulfadiazina de prata em relacéo ao grupo-

controle (sulfadiazina de prata) ou, até mesmo, em relagdo ao grupo que somente utilizou a

terapia laser como tratamento, 0 qual apresentou, ainda assim, maior quantidade de fibras

colagenas quando comparado ao grupo-controle.



Figura 12: Fotomicrografia de tecido conjuntivo (aumento 20X) corado
com orceinapara fibras elasticas (grupo tratado com sulfadiazinade prata).

Fonte: dados de pesquisa.

As figuras 12, 13 e 14 sdo fotomicrografias do processo cicatricia (tecido conjuntivo)

dalesdo por queimadura deterceiro grau.

Figura 13: Fotomicrografia de tecido conjuntivo (aumento 20X) corado

com orceina para fibras elasticas (grupo tratado com laser).

Fonte: dados de pesquisa.

Utilizou-se o corante orceina paraaanalise dasfibras el asticas.



Figura 14: Fotomicrografia de tecido conjuntivo (aumento 20X) corado

com orceina para fibras elasticas (grupo tratado com laser + sulfadiazina
de prata).
Fonte: dados de pesquisa.

Os resultados obtidos ndo foram significativamente maiores no tratamento com terapia laser de
baixa poténcia associada a sulfadiazina de prata em relagéo ao grupo-controle.

FIBRAS ELASTICAS

LASER SULFA LASER + SULFA

400 1
350 1
300 1
250 1
200 1
150 1
100 1

Grafico 2: Numero total de fibras elasticas nos grupos pesquisados
(apbs 15 dias de tratamento).
Fonte: dados de pesquisa

O gréfico 2 faz referéncia aos trés grupos tratados com as diferentes terapias durante a
pesquisa e os resultados quanto as fibras elasticas. Os dados obtidos, como se pode observar,
foram muito préximos, néo havendo significancia estatistica entre os grupos.



6 DISCUSSAO



6 DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho mostram que a terapia a laser de baixa poténciafoi eficaz
na deposicdo de fibras colagenas no processo de cicatrizagdo de lesdes por queimadura de
terceiro grau. N&o se obteve com os resultados, porém, a mesma significancia quanto a
producdo defibras el asticas.

A terapia a laser de bhaixa poténcia é método aceito pela Food and Drug
Administration (FDA) como tratamento clinico eficaz para cicatrizagdo de tecidos, sendo
amplamente estudada (CHROMEY, 1992; SUGRUE, 1990). Estudos in vitro sugerem que a
TLBP facilita a sintese de coldgeno (ABERGEL, 1984) e aumenta a motilidade dos
gueratinécitos (HAAS, 1990), liberando fatores de crescimento (WEI, 1994, 1997a), aém de
transformar os fibroblastos em miofibroblastos (POURREAU-SCHNEIDER; AHMED;
SOUDRY, 1990).

Diversos pesquisadores tém utilizado feridas superficiais para avaliar os efeitos da
TLBP na cicatrizago. Alguns usam Ulceras de vérios tamanhos e profundidades
(CHROMEY, 1992; GOGIA; HUNT; ZIM, 1988; LUNDEBERG; MALM, 1991), e outros
tém desenvolvido modelos de feridas superficiais em animais ALLENDORF et al., 1997;
MESTER; JASZSAGI, 1973). Esses diferentes métodos tém produzido uma variedade de
resultados e conclusBes sobre os efeitosda TLBP.

De acordo com Vera Mendez (2002), diversos trabalhos experimentais buscam
descrever os efeitos do laser sob diversos parametros, na busca de melhores respostas no
processo de reparacdo tecidual . Os ef eitos da crescente utilizagdo do laser de baixa poténciana
area clinica, visando reduzir o tempo de reparo em lesdes dermatolégicas e condices
patol égicas incapacitantes, tais como Ulceras e lesdes abertas, levam os pesquisadores a buscar
condi¢des, parametros mais favoraveis e comprimentos de ondas mais adequados em seus
estudos (FLEMMING; CULLUM; NELSON, 1999; LUCAS; VAN GEMERT; DE HAAN,
2003;).

O aumento na sintese de colageno € um dos efeitos mais importantes no processo de
cicatrizacdo utilizando-se aterapialaser (RIGAU, 1996), sendo esta estrutura biol dgica objeto
de estudos em diversos trabalhos (ALMEIDA -LOPES, 2001; PARIZZOTO, 1998).

Resultados conflitantes, entretanto, a respeito da eficacia da terapia laser na reparacdo
tecidual foram apresentados em diversas pesquisas (MALM; LUNDEBERG, 1991,
SCHLAGER et al, 2000; WALKER et al., 2000; YILMAZ et al., 2002). Uma das



justificativas encontradas a respeito desses resultados conflitantes vai a0 encontro das
afirmages de Rigau (1996), pois esses estudos indicam que a escolha de pardmetros dpticos
variados, utilizando-se de fluéncias baixas a extremamente elevadas, pode ter causado os
efeitos indesg ados nos achados. (HALL et al., 1994; HOUGHTON; BROWN, 1999).

Cambier et al. (1996) estudaram os efeitos do laser de He-Ne e GaAs em cicatrizacdo
de queimaduras No modelo experimental adotado, utilizaram vinte ratos Fisher, com duas
lesBes térmicas em cada animal, irradiando apenas uma das lesdes. Os animais foram
divididos em dois grupos e tratados com diferentes comprimentos de onda. Nenhuma
diferencafoi encontrada entre os grupos.

Bisht, Grupta e Misra. (1994) estudaram os efeitos do laser de baixa poténcia,
utilizando um He-Ne em feridas cuténeas abertas em ratos albinos. A densidade de poténcia
trabalhada foi de 5mW e a densidade de energia foi de 4 Jen?, durante cinco minutos. Foi
observada uma aceleragdo significativa do processo de cicatrizagdo, com aumento do tecido
de granulagéo e répida reepitelizacdo nos grupos tratados, quando comparados aos grupos
controle.

Gomez-Villamandos, Vaenzuela e Calatrava (1995) evidenciaram aumento da
cicatrizacdo das feridas apés terapia com laser, havendo aumento na atividade mitética,
ndmero de fibroblastos, sintese de colageno e neovascularizagdo dos tecidos lesados. Outros
pesquisadores (BY RNES et al., 2004; WEI; NAIM; LANZAFAME, 1994) observaram que a
producéo de fatores de crescimento fibroblastico (FGF) e o predominio de fibroblastos em
cultura aumentaram consideravelmente apés irradiagdo com o laser de baixa intensidade.
Adicionalmente, Bisht, Grupta e Misra (1994) relataram desenvolvimento do tecido de
granulagdo e epitelizacdo das feridas em ratos Wistar tratados com laser de He-Ne.

Parizotto (1998) estudou os efeitos do laser terapéutico He-Ne no processo de reparo
tecidual de tenddes. O colageno foi seu objeto de estudo, analisado por diferentes técnicas. A
densidade de poténcia utilizada foi de 6mW, sendo o rato o sujeito experimental adotado. A
microscopia eletrénica de varredura apresentou resultados significativos na cicatrizagdo do
coldgeno nos grupos irradiados, comparados com o grupo controle. A dose foi um fator de
dependéncia nos resultados encontrados e a melhor resposta foi obtida com a dose de 5 Jcn?.
Asdosesde5 Jcnt e 0,5 Jent, entretanto, também apresentaram respostas.

Na pesquisa apresentada na presente dissertagdo, observou -se que, ao provocar |esdes
padronizadas de queimaduras de terceiro grau, submetendo-as a terapialaser de baixa poténcia

(InGaAlIP), com comprimento de onda de 658 nm, poténcia de 30mW, fluéncia de 3 J/cm?2 por
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ponto de aplicagdo, em um total de 5 pontos, associada a sulfadiazina de prata, obtiveram-se
bons resultados. Comparados com as lesdes do grupo-controle, os grupos irradiados
demonstraram processo de cicatrizagdo tecidual mais evoluido e com maior quantidade de
fibras colagenasnotecido cicatricial.

N&o demonstrando, porém, aumento significativo no nimero de fibras elasticas,
guando comparados ao grupo—controle.

A escolha do comprimento de onda de 658 nm foi redlizada pela proximidade do
comprimento de onda que Pugliese et al. (2003) utilizaram para seu experimento, no qual
foram realizados ferimentos cuténeos padronizados no dorso de setenta e dois ratos Wistar e,
em seguida, irradiado pontualmente com luz laser de baixa poténcia do tipo Arseneto de
Gélio-Aluminio (AlGaAs), com diferentes densidades de energia. Apés 24, 48 e 72 horas e
aos cinco, sete e catorze dias, os animais foram sacrificados. E seguiram-se as andlises das
segOesteciduais coradas por hematoxilina-eosina, pricrosiriusred e orceina.

Os autores observaram que os grupos submetidos a terapia laser tiveram maior redugéo
do edema e infiltrado inflamatério. E os animais tratados com a terapia laser apresentaram
uma maior expressdo de fibras colégenas e elésticas, embora sem significancia estatistica (p >
0,05). No tratamento com a fluéncia de 4 Jcm?, observaram-se melhores resultados do que
naquele em que foi utilizada a fluéncia de 8 Jcm?.

Os autores concluiram, no entanto, que o estudo realizado com aterapialaser de baixa
poténcia contribuiu para uma maior expressdo de fibras colégenas e elésticas durante o
processo cicatricial.

O estudo ora relatado, contudo, ndo obteve melhora na producéo de fibras elasticas,
provavelmente influenciadas pela fluéncia de 3 Jcm?, com poténcia de 30mW e comprimento
de onda de 658 nm. Sugere-se estudos futuros para ainvestigacdo do fato observado na atual
pesquisa.

Segundo alguns autores, 0 mecanismo de agdo do laser de baixa intensidade no
processo de reparacdo e cicatrizagdo tecidual ainda néo esta totalmente desvendado. Nao ha
dividas, porém, de que a radiagdo laser aumenta o Ca®* intracelular (YOUNG; DY SON;
BOLTON, 1990; FRIEDMANN; LUBART, 1992; 1996; GROSSMAN et al., 1998; KARU,
1991; LAVIE et al., 1999; LUBART et al., 1992; 1996; 1997).

Resta ainda o aprimoramento da mensuragao do atual experimento, com o propésito de
se obterem resultados significativos quanto aos fatores de crescimento diversos que estdo

envolvidos no processo cicatricial, tais como os fatores que influenciaram no crescimento das



fibras coldgenas e os que ndo estimularam o desenvolvimento das fibras elasticas. Essas
questdes serdo observadas em futuras pesquisas, procurando-se elucidar os resultados obtidos

no estudo orarelatado.



7 CONCLUSAO



100

7 CONCLUSAO

Concluiu-se, no modelo experimental utilizado para o presente estudo, que a terapia
laser de baixa poténcia associada a sulfadiazina de prata aumentou consideravelmente a
producdo de fibras colagenas em queimaduras de terceiro grau.

Nao houve porém, alteracdes significativas nas fibras elasticas no grupo de animais
irradiados, comparado aos grupos que s6 utilizaram a sulfadiazina de prata, ou somente a
terapialaser.



101

REFERENCIAS



102

REFERENCIAS

ABERGEL, R. P.; GLASSBERG, E.; UITTO, J. Increased wound-healing rate in pig skin
treated by heliumneon laser. In: THE INTERNATINAL SOCIETY FOR OPTICAL
ENGINEERING. Proceedings... Boston: OSA. p. 6-10, 1988.

ABERGEL, R. P. et al. Control of connective tissue metabolism by lasers: recent
developments and future prospects. American Academy of Dermatology Journal. v. 11, p.
1142-1150, 1984.

ABERGEL, R. P. et al. Efectos bioldgicos del laser. Investigation Clinic Laser. v. 1, p. 7-
14, 1986.

ABRAMSON, D. J. The care and treatment of severely burned children . Surgery Gynecology
and Obstetrics. v. 122, p. 855-860, 1966.

ALBERTINE, R. Andlise do efeito do laser de baixa poténcia (AsGaAl) em inflamacdo
aguda. 2001. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Biomédica) — Instituto de Pesquisa e
Desenvolvimento, Universidade do Vale do Paraiba, Sdo José dos Campos, 2001.

AL-WATBAN, F. A. H.; ZHANG, Z. Dosimetry-related wound healing response in the rat
model following helium neon laser LLLT. Laser Therapy. p.119-124, 1994.

ALLENDOREF, J. D. et al. Helium-neon laser irradiation at fluences of 1, 2, and 4Jcm2 failed
to accelerate wound healing as assessed by wound contrature rate and tensile strength. Lasers
in Surgery and Medicine v. 20, n. 5, p. 340 345, 1997.

ALMEIDA-LOPES, L. et al. Accién del laser a baja densidad de potencia en la proliferacién
invitro de fibroblastos de enciahumana. Bol. SELMQ. v. 14, n. 5, p.14-18, 1998.

ALMEIDA- LOPES, L. & al. Comparison of the Low Level Laser Therapy Effects on
Cultured Human Gingival Fibroblasts Proliferation Using Different Irradiance and Same
Fluence. Lasersin Surgery and Medicine. v. 29, p. 179-184, 2001.



103

ALMEIDA-LOPES, L. et al. The use low level laser therapy for wound healing: clinical
study. In. ANNUAL MEETING- LASERS IN SURGERY AND MEDICINE. Proceedings...
San Diego, Ca,, [s.ed.], p. 16-18, 1999.

ANDERSON, R. R.; PARRISH, J. A. Optical properties of human skin. In: REGAN, J. D.;
PARRISH, J. A. (Eds.) The Science of Photomedicine New York: Plenun. p. 147-195 1982.

BACKER, D.; DUBOIS, M. Assesment of the microcirculatory flow in patients in the
intensive care unit. Current Opinion in Critical Care. v.7, n. 10, p. 200203, 2001.

BALBONI, G. C. et al. Effects of laser irradiation on two lines of normal human fibroblastsin
vitro. In: INTERNATIONAL CONGRESS ON LASER IN MEDICINE AND SURGERY.
Proceedings... Bologna: Monduzzi Editore. p.101-103 1985.

BARRETO, M. Estudo epidemiol 6gico de 4.907 casos de queimaduras internados no CTQ do
Hospital da Restauracdo de Recife — PE. Revista Brasileira de Queimaduras v. 3, n. 1, p.12-
28, 2003.

BASERGA, R. Cell growth and division: a practical approach. Philadelphia: IRL
Press, 1990.

BASFORD, J. R. et al. Comparison of cold-quartz ultraviolet, lowenergy laser and occlusion
inwound healing in aswine model. Archives of Physics Medicine and Rehabilitation. v. 67, p.
151, 1986.

BENEDICENTI, A. La valutazione dell’ effecto del la luce laser 904 nm nella circolazione

ematicain vivo.In: . Atlate di laser-terapia. Génova: Langa Grafica. p. 71-83, 1982.

BERRY, M. G. et al. The influence of body mass index on burn surface area estimated from
the area of hand burns. Burns. v. 27, n. 6, p. 591-94, 2001.

BIHARI, J; MESTER, A. R. The biostimulative effect of low level laser therapy on
longstanding crural ulcers using Helium Neon Laser, Helium Neo Laser Plus infrared lasers,



104

and noncoherent light: Preliminary report of a randomised double blind comparative study.
Laser Therapy.v. 1, n. 2, p. 97, 1989.

BISHT, D.; GRUPTA, S. C; MISRA, V. Effects of low intensity laser radiation on healing of
open skin wounds in rats. Indian Journal of Medicine Res. v. 100, p. 43-46, 1994.

BOLTON, P.; DYSON, M.; YOUNG, S. The effect of polarised light on the release of growth
factors from the U937 macrophage-like cell line. Laser Therapy. v. 4, n. 1, p. 33-37, 1992.

BOLTON, P.; YOUNG, S.; DYSON, M. Macrophage responsiveness to light therapy with
varying power and energy densities. Laser Therapy. v. 2, n. 3, p. 105-111, 1991.

. The direct effect of 860 nm light on cell proliferation and on succinic desydrogenate
activity of human fibroblastsin vitro. Laser Therapy. v. 7, p. 55-60, 1995.

BRANDALIZE, M. C. B.; PHILLIPS, J. Padrdes de classificagdo de equipamentos laser
utilizados em levantamentos terrestres e aéreos. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE
CADASTRO TECNICO MULTIFINALITARIO, 2002, Floriandpolis. Anais... Floriandpolis:
UFSC, p. 3554, 2002.

BRASIL. Normas para a Prética Didatico-cientifica da Vivissecagdo de Animais. Lei n° 6638.

Colecdo de Leis da Republica Federativa do Brasil. Brasilia, DF, artigos 1-8, maio 1979.

BROWNE, R.; TIAS, M. J. Biological testing of dental restorative materialsin vivo: areview.
Journal of Oral Rehabilitation. v. 6, n. 4, p. 365-374, 1979.

BYRNES, K. R. et al. Photobiomodulation improves cutaneous wound healing in na animal
model of type Il diabetes. Photomedicine Laser Surgery. v. 22, p. 281-290, 2004.

CALDERHEAD, R. G. Introduction to laser therapy: pathways, mechanisms and dosimetry.
In: CONGRESS WORLD ASSOCIATION FOR LASER THERAPY.2., Proceedings...
Kansas City, p. 7, 1998.



105

CALLAGHAN, G. A. et al. Reactive oxygen species inducible by low-intensity laser
irradiation after DNA synthesis in the haemopoietic cell line V937. Lasers Surgery and
Medicine. v. 19, p. 201-206, 1996.

CAMBIER, D. C. P. T. et al. Low-Power Laser And Healing of Burns: A Preliminary Assay.
Plastic Reconstruction Surgery. v. 97, n. 3, p. 555-558, 1996.

CAMPBELL, E. J. et al. Monocyte procollagenase and tissue inhibitor of metalloproteinases:
identification, characterisation and regulation of secretion. Journal of Biological Chemistry. v.
262, p. 15862-15968, 1987.

CARRILLO, J. S. et al. Accion del laser de He-Ne sobre el crecimiento de una cepa de
estafilococus aureus "in vitro". In: CONGRESS INTERNATIONAL LASER, Anales... Salt
Lake City, Utah,p. 26-28, 1987.

CHELYSHEV, Y. A.; KUBITSKY, A. A. Effect of infra-red low-power laser irradiation on
regeneration of myelinated axons. Lasers Medicine Sciences. v. 10, p. 273-277, 1995.

CHIO, C. H.; LIN, S. H. J; KAO, M. C. H. Cytogenetic effects of low level laser irradiation
of human leukocytes. Laser Therapy. v. 2, n. 3, p. 111-117, 1990.

CHOMETTE, G. et al. Effect du soft-laser sur le tissu conjonctif gingival |. Effect sur les
fibroshlastes. Estude d histoenzymologie et de microscope eletronnique. Journal of Biologie
Buccale. n. 15, p. 45-49, 1987a.

. Effect du soft-laser sur le tissu conjonctif gingival Il. Effect sur les fibrosblastes.
Estude en microscope optique, histoenzymologie et microscopie eletronique. Journal of

Biologie Buccale. n. 15, p. 67-71, 1987h.

CHROMEY, P. A. The efficacy of carbon dioxide laser surgery for adjunct ulcer
therapy.Clinic Pediatric Medicine Surgery. v. 9, n.7, p. 709-719, 1992



106

CIAPETTI, G. et al. Application of a combination of neutral red and amid black staining for
rapid, reliable cytotoxicity testing of biomaterials. Biomaterials. v. 17, n. 13, p. 12591264,
1996.

CISNEROS, J. L.; TRELLES, M. A. Laser y terapéutica em medicina y cirurgia cutanea.

Barcelona: Centro Documentacion Laser, 1987.

CLARK, R. A. F. Biology of derma wound repair dermatological clinics. Journal of
Investigative Dermatology. v. 11, n. 4, p. 647-661, 1993.

CLARK, R. A. F.; HENSON, P. M. The molecular and cellular biology of wound repair. New
York: Plenum Press, 1988.

COBEA - COLEGIO BRASILEIRO DE EXPERIMENTACAO ANIMAL. Principios éticos
na experimentacao animal. So Paulo : COBEA, 1991.

COLVIN, R. B. Wound healing processes in homeostasis and thrombosis. In: GIMBRONE,
M. A. Jr. (Ed.) Vascular endo-thelium in homeostasis and thrombosis. Edinburg: Churchill
Livingstone, p. 220-224, 1986.

CONTRAN, R. S;; KUMAR, V.; ROBBINS, S. L. Robbins patologia estrutural e funcinal. 4
ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 1989.

CUNNINGHAM, J. J. et al. Nutrition support during the acute care of moderately or severely
burned patients. In: PAYNE-JAMES, J. Artificial nutrition support in clinical practice.
London: Edward Arnold, p. 459-468 1995a.

CUNNINGHAM, J. J. et al. Measured and predicted calorie requirements of adults during
recovery from severe burn trauma. American Journal of Clinical Nutrition. n. 49, p. 404-408,
1995b.



107

DARBY, |.; SKALLI, O.; GABBIANI, G. aSmooth muscle actin is transiently expressed by
myofibroblasts during experimental wound healing. Laboratory Investigation. v. 63, n. 28, p.
21-29, 1990.

DE-SOUZA, D. A.; MARCHESAN, W. G.; GREENE, L. J. A Prospective study on the
epidemiology os burnsin patients admitted to the Harare burn units. Burns v. 24, n. 5, p. 433
438, 1998.

DEITCH, E. A. Bacterial translocation of the gut flora. Journal Trauma. n. 30, p. S184-S189,
1990.

DEITCH, E. A. Nutritional support of the burn patients. Critical Care Clinics 11: 735
750, 1995.

DEMLING, R. H. Fluid and €electrolyte management. Critical Care Clinics. v. 1, n. 1, p. 27-
45, 1985.

DERLING, R. H. Medical progress. Burns New England Journal of Medicine. v.2, n. 3, p.
313-389, 1986.

EL SAYED, S. O.; DYSON, M. Comparison of the effect of multiwavelength light produced
by a cluster of semiconductor diodes and each individual diode on Mast cell number and
degranulation in intact and injured skin. Lasers in Surgery and Medicine. v. 10, p. 559
568, 1990.

FEDOSEYEVA, G. E. et al. The activation of yeast metabolism with He-Ne laser radiation: |

protein synthesisin various cultures. Laserslife Sciences. v. 2, n. 2, p. 137-146, 1988.

FERRARO, A. Epidemiologic study of 1768 burned patients. Academic Medicine Port. v. 11,
n. 3, p. 265-269, 1998.

FILONENKO, N. Multiparametric dosimetry for low power Cower photon (laser) therapy.
Lasersin Surgery and Medicine. p. 95- 102, 1995.



108

FLEMMING, K. A.; CULLUM, N. A.; NELSON, E. A. A systematic review of laser therapy
for venous leg ulcers. Journal of Wound Care v. 8, n. 3, p. 111-114, 1999.

FRESHNEY, R. |. Biology of the cultured cell: a manual of basic technique. 2 ed. New Y ork:
Wiley-Liss, 1990.

FRIEDMANN, H.; LUBART, R. Photobiostimulation by light-induced cytosolic calcium
oscillations. Laser Therapy. v. 8, p. 137-142, 1996.

. Towards an explanation of visible and infrared laser induced stimulation and damage
of cell cultures. Laser Therapy. v. 4, n. 1, p. 39-42, 1992.

FULLER, A. T. Fundamentals of lasers in surgery and medicine In: DIXON, J. A. (Ed).
Surgical applications of lasers. Chicago: Year Book Medical Publishers, p.11- 28 1983.

GENNARI, R. Anti-interleukin 6 antibody treament improves survival during gut-derived
sepsis in atime-dependent manner by enhancing host defense Critical Care Medicine. v. 23,
n. 12, p. 132-146, 1996.

GIESE, A. C.; Photobiology and oen problems. In: PRATESI, R.; SACCHI, C. A. Lasers,
Photomedicine and Photobiology. New Y ork: Springer Verlag, p. 26-39, 1980.

GILIOLI, G. et al. Effecti sperimentali del laser infrarosso: studi in vitro com 1 Herpes virus.
Medicine Laser Rep. v. 3, p. 28-31, 1985.

GIMENEZ, R.; CASADO, F. Influencia de estractos biolgicos sobre la respiracion tisular.
Investigation Clinic Laser. v. 2, n. 2, p. 11-15, 1985.

GODINHO, S. G.; ASCHER, L. Avaliacdo da &rea queimada. In: SERRA, M. C.; GOMES,
D. Acrianca queimada. Rio de Janeiro: Eventos, 1999.

GOGIA, P. P; HUNT, B. S,; ZIM, T. T. Wound management with whirlpool and infrared
cold laser treatment: a clinical report. Phys. Therarpy. v. 68, p. 12391242, 1988.



109

GOLDMAN, L. The biomedical laser: technology & clinical applications New York:
Springer Verlag, p. 5-25 1981.

GOMES, D. R.; CUNHA L.; VOGEL, I. Andlise de 2.450 queimados. Boletim Cientifico da
Sociedade Brasileira de Queimaduras Rio de Janeiro, v. 1, n. 4, p. 7, 2000.

GOMES, D.; SERRA, M. C. Conhecendo o paciente queimado. In: GOMES, D.; SERRA, M.
C.; MACIEIRA, L. Condutas atuais em queimaduras Rio de Janeiro: Revinter, 2001.

. Fisiologia e Fisiopatologia. In: SERRA, M. C.; GOMES, D. Acrianga queimada. Rio
de Janeiro: Eventos, 1999.

GOMES, D. R.;; SERRA, M. C,; PELLON, M. A. Tratamento de queimaduras um guia
pratico. Rio de Janeiro: Revinter, 1997.

GOMEZ-VILLAMANDOS, R. J; VALENZUELA, J. M. S; CALATRAVA, I. R. HeNe
laser therapy by fibroendoscopy in the mucosa of the equine upper airway. Lasersin Surgery
and Medicine. v. 16, p. 184-188, 1995.

GONZALEZ, J; DEMIRDJAN, G.; MUNOZ, W. Epidemiologia delas queimaduras en la
Infancia Healthing News. Magazine Eletronico de la Salud.Buenos Aires, ano IV, n. 2, p. 6
8, 2000.

GRINNELL, F.; FELD, M.; MINTER, D. Fibroblast adhesion to fibrinogen and fibrin
substrata: requirement for col-insoluble globulin (plasma fibronectin). Cell. v. 19, p.517-
525, 1980.

GROSSMAN, N. et al. 780nm low power diode laser irradiation stimulates proliferation of
keratinocyte cultures: involvement of reactive oxygen species. Lasers in Surgery and
Medicine. v. 22, p. 212-218, 1998.

GROTENDORST, G. R.; MARTIN, G. R. Cell movements in wound healing and
fibrosis. Rheumatology. v.10, p. 385-403, 1986.



110

GUIDUGLI -NETO, J. The effect of roentgen radiation on the capillary sprontsonal superficial
loops of granulation tissue. |. Quantitative study of the vascular volume. Revista Odontol 6gica
da Universidade de Sdo Paulo. S&o Paulo, v. 1, p. 6-8, 1987.

. The effect of roentgen radiation on the capillary sprontsonal superficial loops of
granulation tissue. |I. Ultrastructural aspects. Revista Odontolégica da Universidade de Sao

Paulo. S&o Paulo, v. 6, p. 66-71, 1992.

GUIRRO, R. R. J,; GUIRRO, E. C., Fisioterapia dermato-funcional : fundamentos, recursos e
patologias. 3 ed. Sdo Paulo: Manole, 2002.

. 4 ed. S50 Paulo: Manole, 2004.

HAAS, A. F. et al. Low-energy heliumneon laser irradiation increases the motility of human

keratinocytes. Journal of Investigative Dermatology. v. 94, p. 822826, 1990.

HACZEKI, O.; TAMURA, M. Near infrared quadruple wl. Spectrophotometry of the rat head.
Advances Experimental Medicine and Biology. v. 248, p. 63, 1989.

. Quantitative analysis of oxygenation satate of rat brain in situ by near-infrared
spectrophotometty. Journal of. Applied Physiology. v. 64, p. 796, 1988.

HALEVY, S. et al. Infrared (780 nm) low level laser therapy for wound healing: in vivo and
invitro studies. Laser Therapy. v. 9, p. 159-164, 1997.

HALL, G. et al. Effect of low level energy laser irradiation on wound healing. An
experiemental study in rats. Swedish Dental Journal. v. 18, p. 29-34, 1994.

HALLMAN, H. O. et al. Does low-energy HeliumNeon Laser irradiation after in vitro
replication of human fibroblasts?Lasersin Surgery and Medicine v. 8, p. 125-129, 1988.

HARRIS, A. K.; WILD, P.; STOPAK, D. Silicone rubber substrata: a new wrinkle in the
study of cell locomotion. Science v. 208, p. 177-179, 1980.



111

HOUGHTON, P. E.; BROWN, J. L. Effect of Low Level Laser on Healing in Wounded fetal
Mouse Limbs. Laser Therapy. v. 11, n. 2, p. 54-70, 1999.

HSIN-SU, Y. et al. Low energy Helium-Neon laser irradiation stimulates interleukin-1a and
interleukin-8. Release from cultured human Kkeratinocytes. Journal of Investigative
Dermatology. v. 107, n. 4, p. 54 -60, oct. 1996.

HUBACEK, J et al. Changes of the phagocytic activity of neutrophil leukocytes after
irradiation with an He-Nelaser. Cesk Otolaryngology. v. 34, n. 3, p. 141-146, 1985.

HUNTER, J. et al. Effects of low energy laser on wound healing in aporcine model. Lasersin
Surgery and Medicine.v. 3, p. 285-290, 1984.

HUYBRECHTS-GODIN, G.; PEETERS-JORIS, C.; VAES, G. Macrophage-fibroblast
interaction in collagenase production and cartilage degradation. Biochemistry Journal. v. 184,

p. 643-650, 1979.

[IJIMA, K. Evaluation of analgesic effect of low power He:Ne laser on postherpetic neuralgia
using VAS and midified McGill pain questionaire. Journal of Clinic Laser Medicine Surgery.
v.2,n. 9 p. 121, 1991.

JENSEN, J. A. et al. Effect of lactate, pyruvate, and pH on secretion of angiogenesis and
mitogenesis factors by macrophages. Laboratory Investigation. v. 54, p. 574-578, 1986.

JORGE, A. S.; DANTAS, S. R. P. E. Abordagem multiprofissional do tratamento de feridas.
S&o Paulo: Atheneu, 2003.

JORI, G. The molecular biology of photodynamicaction. In: PRATI, R.; SACCHI, C.
A..(Eds). Lasersin photomedicine and photobiology. Springer Verlag, p. 5860, 1980.

JUNQUEIRA, L. C.; CARNEIRO, J. Histologia bésica: texto / Atlas. 10 ed. Rio de Janeiro:
Guanabara Koogan, 2004.



112

KAMEYA, T. et al. Effects of different wavelengths of low level laser therapy on wound
healing in mice. Laser Therapy. v. 7, p. 33-36, 1995.

KAMINER, M. S. et al. Extracellular localisation of human connective tissue mast cell
granule contents. Journal of Investigative Dermatology. v. 96, p. 857-863, 1991.

KANA, J. Effect of lowpower density laser radiation on healing of open wounds in rats.
Archivesof Surgery. v. 116, p. 293, 1981.

KARU, T. |. Depression of the genome after irradiation of human lymphocytes with He-Ne
laser. Laser Therapy.v. 4,n. 1, p. 5-24, 1991.

. Photobiological fundamentals of low power laser therapy . |IEEE Journal Quantum
Electronics QE-23. v. 10, p. 1703-1717, 1987.

KARU, T. et al. Helium-Neon laser-induced respiratory burst of phagocyte cells. Lasersin
Surgery and Medicine. v. 9, p. 585-588, 1989.

KARU, T. I.; SMOLYANINOVA, N. K.; ZELENIN, A. V. Long-term and short-term
responses of human lymphocytes to He-Ne laser radiation. Lasers Life Sciences. v. 4, n. 3, p.
167, 1991a.

. Irradiation of human lymphocytes with He-Ne laser. I: increase the blast-
transformation caused by phytohemaglutinin. Laser Technology. v. 1, n. 2, p. 51-54, 1991b.

. Irradiation of human Iymphocytes with He-Ne laser. Il: absence of expression of

interleukin-2 receptors. Laser Technology. v. 1, n. 3, p. 99-101, 1991c.

KAWAHARA, H.; YAMAGAMI, A.; NAKAMURA J. R. M. Biological testing of dental
materials by means of tissue culture. Int. Dent. Journal. v. 18, n. 2, p. 443-467, 1968.

KNIGHTON, D. R. et al. Oxygen tension regulates the expression of angiogenesis factor by
macrophages. Science. v. 221, p.1283-1285, 1983.



113

KNIGHTON, D. R,; SILVER, I. A.; HUNT, T. K. Regulation of wound-healing angiogenesis:
effect of oxygen gradients and inspired oxygen concentration. Surgery. v. 90, p. 262-270,
1981.

KRIZEK, T. J, ZIMMERMAN, T. J Thermaly induced dermal injury: A review of
pathophysiologic events and therapeutic intervention. Journal Burn Care. v. 5, n. 3, p. 193
201, 1984.

KUMAR, P.; THOMAS, P.; CHITTORIA, R. Ten years epidemiological study of pediatric
burnsin Manipal. India Burns v. 26, n. 3, p. 261-264, 2000.

LABAJOS, M. Effects of the IR radiation of the GaAs diode laser on intestinal absortion in
vitro and in vivo studies. Laser. v. 2, p. 21-25, 1986.

LABBE, R. F. et al. Laser photobioactivation mechanisms: in vitro studies using ascorbic acid
uptake and hydroxyproline formation as biochemical markers of irradiation response. Lasers
in Surgery and Medicine v. 10, p. 201, 1990.

LALOE, V. Epidemiology and mortality of burns in a general hospital of Eastern Sri Lanka.
Burns. v. 28, n. 8, p. 778-781, dec. 2000.

LAVIE, R. e al. Low power visible light and hydrogen peroxide changes intracellular

calcium concentration in fibroblasts cells. In: ANNUAL MEETING- LASERS IN SURGERY
AND MEDICINE, Proceedings... San Diego, Ca., [s.ed.],p. 72, 1999.

LEIBOVICH, S. J.; WISEMAN, D. M. Macrophages, wound repair and angiogenesis. Prog
Clin. Biol. Res. v. 266, p. 131-145, 1988.

LEUNG, C. Y.; MANFREDI, C.; ROCCIA, L. Prime osservazioni sugli effectti collaterali
della softlaserterapia. In: oltre 500 casi trattati ambulatoriamente. Minere Riflessoter Laserter
II.v.1,p. 35-37, 1985.



114

LIEVENS, P. C. Effects of laser treatment on the lymphatic system and wound tealing.
LASER. Journal of European Medicine Laser Association. v. 1, n. 2, p. 12, 1988.

. The effect of a combined He:Ne and |.R. laser treatment on the regeneration of the

lymphatic system during the process of wound healing. Laser News. v. 3,n. 3, p. 3-9, 1990.

. The effect of I. R. Laser irradiation on the vasomotricity of the lymphatic system.
Laser Medicine Science v. 6, p. 189-191, 1991.

. The influence of laser-irradiation on the motricity of the lymphatical system and on
the wound healing process. In: INTERNATIONAL CONGRESS ON LASER IN MEDICINE
AND SURGERY . Proceedings... Bologna, Itédlia., p. 171-174, 1986.

LIMA JR, E. M.; SERRA, M. C. V. F. Tratado de queimaduras. Sao Paulo: Atheneu, 2004.

LINARES, H. Piel normal y piel quemada: classificacion In: BENDLIN, A.; LINARES, H.;
BENAIM, F. Tratado de queimaduras. Rio de Janeiro: Interamericana, 1996.

LIPPMAN, T. O. Bacterial translocation and enteral nutrition in humans: an outsider looks in.
Journal Parent Enteral Nutr. n. 19, p. 156-165, 1995.

LOBKO, V. V.; KARU,T. |.; LETOKHOV, V. S. “E a coeréncia da luz de laser da
intensidade baixa essencial para seus efeitos em objetos biol 6gicos?’. Biophysics. Moscow, V.
30, n. 2, p. 400-407, 1985.

LOEVSCHALL, H.; ARENHOLT-BINDSLEV, D. Effect of low level diode laser irradiation
of human oral mucous fibroblast in vitro. Lasers in Surgery and Medicine. v. 14, p. 347-
354, 1994.

LUBART, R. et al. Effects of visible and near-infrared lasers on cell cultures. Journal of
Photochemistry and Photobiology B: Biol. v. 12, p. 305-310, 1992.



115

LUBART, R. et al. The effect of He:He Laser (633 nm) radiation on intracellular Ca2+
concentration in fibroblasts. Laser Therapy. v. 9, p. 115120, 1997.

LUBART, R. et al. Therole of intracellular calcium oscillationsin photobiostimulation. Laser
Technology. v. 6, n. 3, p. 79-84, 1996.

LUCAS, C.; VAN GEMERT, M. J;; DE HAAN, R. J. Efficacy of low-level laser therapy in
the management of stage 111 decubitus ulcers: a prospective, observer-blinded multicentre
randomised clinical trial. Lasers Medicine Sciences v. 18, n. 2, p. 72-77, 2003.

LUND, C.C.; Browder, N.C. The estimation of areas of burns. Surgery Gynecology and.
Obstetrics. 79, 352, 1944.

LUNDEBERG, T.; MALM, M. Low-power He-Ne laser treatment of venous leg ulcers. Ann.
Plastic Surgery. v. 27, p. 537-539, 1991.

MAIER, M.; HAINA, D.; LANDTHALER, M. Effect of low energy laser on the growth and
regeneration of capillaries. Lasers Medicine Science. v. 5, p. 381-386, 1990.

MAIMAN, T. H. Stimulated optical radiation in ruby. Nature v. 187, n. 6, p. 493, aug. 1960.

MAJNO, G.; JORIS, |. Cdlls, tissues and disease: principles of general pathology.
Cambridge, Massachusetts. Blackwell Science, 1996.

MALM, M.; LUNDEBERG, T. Effect of Low Power GalliumArsenide Laser on Healing of

Venous Ulcers. Scandinavian Journal of Plastic and Reconstructive Surgery and Hand
Surgery. v. 25, p. 249251, 1991

MANTEIFEL, V.; BAKEEVA, L.; KARU, T. Ultrastructural changes in chondriome of
human lymphocytes after irradiation with He-Ne laser: appearance of giant mitochondria.
Journal of Photochemistry and PhotoBiology B: Biol. v. 38, p. 25-30, 1997.



116

MARTINEZ, F. et al. Variaciones morfolégicas del parénquima pineal tras estimulacién com
luzl&ser. Inv. Clin. Laser |. v.4, p. 21-24, 1984.

MARVIN, J.; HEIMBASCH, D. Burn Depth: a review. World Journal of Surgery. v. 16, p.
10-15, 1992,

MAYAYO, E.; TRELLES, M. A. Irradiacion laser experimental de la mucosa anal en el raton
de laboratorio. Inv. Clin. Laser 1. v. 4, p. 28, 1984.

. Léser einmunidad. Inv. Clin. Laser Il1.v. 2, p. 73-74, 1986.

McKINNEY, P.; CUNNINGHAM, B. L. Wound Healing: handbook of plastic surgery.
[sl.:s.ed.], p. 5570, 1989.

MCcPHERSON, J. M.; PIEZ, K. A. Collagen in derma wound repair. In: CLARK, R. A. F;
HENSON, P. M. (Eds.) The molecular and cellular biology of wound repair. New York:
Plenum Press, p. 471-496, 1988

MELLO, J. B.; MELLO, G. P. S. Laser em Odontologia. Sao Paulo: Santos, 2001.

MESTER, A. F; MESTER, A. Wound healing. Laser Therapy.v. 1,n. 1, p. 7, 1989.
MESTER, A. F.; SNOW, J. B. Photochemical effects of low-intensity laser irradiation on
wound healing and on the maturation and regeneration of olfactory neuroepithelial explants.
Journal of Clinical Laser Medicine Surgery. p. 31-33, 1990.

MESTER, E. A laser sugar alkamazaea a gyogyaezatban. Orv. Hetilap. v. 107, p. 1012, 1966.

. Der Biostimulative effekt von laserstrahlen. Z. Exper. Chirurg. v. 15, p. 67, 1984.

. Experimentation on the interaction between infrared laser and wound healing. Exper.
Cirurg. v. 2, p. 94, 1969.



117

. Laser application in promoting of wound healing. In: KOEBNER, H. K. (Ed.) Lasers
in Medicine. New Y ork: Koebner, p. 83-95, 1980

MESTER, E. et al. Auswirkungen direkter laserbestrahlung auf menschliche Lymphocyten.
Archives Dermatology Res. v. 263, p. 241, 1978.

MESTER, E. et al. Clinical electron optic and enzyme-histochemical studies on the effect of
laser irradiation on wound healing. Langenbecks Archv. Chir. Suppl. v. 261, 1974.

MESTER, E. et al. Effect of laser radiation on the wound healing. Zeitschrift Exper. Chi. v. 8,
p. 258, 1971a.

. Effect of laser rays on wound healing. American Journal of Surgery. v. 122, p. 532,
1971b.

MESTER, E. et al. Effect of the laser in wound healing. Lyon Chi. v. 67, p. 416, 1971c.

MESTER, E. et al. Laser stimulation of wound healing by laser rays. Acta Chi. Acad. <ci.
Hungaricae. v. 13, p. 315, 1972.

MESTER, E. et al. Stimulation of wound healing by means of laser rays: clinica and electro
microscopical study. Acta Chi. Acad. Sci. Hungaricae v. 14, p. 347, 1973.

MESTER, E. et al. The effect of wound healing: enzyme-histochemical studies. Acta Chi.
Acad. <ci. Hungricae v. 15, p. 203, 1975.

MESTER, E. et al. Wundheil ung und regeneration: neuere untersuchugen tber die wirkung
der laserstrahlen auf die undheilung - immunologische effekte. Z. Exper. Chirurg. v. 10, p.
301, 1977.

MESTER, E.; JASZSAGI, E. The effects of laser radiation on wound healing and collagen
synthesis. Sudia Biophisica. v. 35, n. 3, p. 227, 1973.



118

MESTER, E.; MESTER, A. F.; MESTER, A. The biomedical effects of laser application.
Lasersin Surgery and Medicine. v. 5, p. 31, 1985.

MESTER, E.; SPIRY, T.; SZENDE, B. Effect of laser rays on wound healing. Bull. Soc. Int.
Chir. v. 32, p. 169, 1973.

MESTER, E.; TOTH, N.; MESTER, A. The biostimulative effect of laser beam. Laser Basic
BioMed. Res. v. 22, p. 4-7, 1982.

MICKILEY, A. F.; HARLEN, F.; WHILLOCK, M. J. Biological Interactions of opitical
radiations. In: HILGERS, A. Hazards of opitical raduation.[ s.l.:s.ed.], p. 12-23, 1988.

MILLER, A. The immunologic effects of trauma. In: NINNEMAN, J. L. (Ed.) Traumatic
injury: Infection and other immunological sequelae. Baltimore: University Park Press, p.17-32,
1983

MIRO, L. et al. Estudio capiloroscopico de la accion de un léser de AsGa sobre la
microcirculacion. Investigative Clinic Laser. v. 1, n. 2, p. 9-14, 1984.

MJOR, I. A.; HENSTEN-PETTERSEN, A.; ORSTAVIK, D. Biological properties. In:
MJOR, I. A. Dental materials: biological properties and clinical evaluations Boca Raton:
CRC Press, p. 21-68, 1985

MONTESANO, R.; ORCI, L. Transforming growth factor b stimulates collagen-matrix
contraction by fibroblasts: implications for wound healing. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. v. 85,
p. 4894-4897, 1988.

NEWMAN, S. L.; HENSON, J. E.; HENSON, P. M. Phagocytosis of senescent neutrophils by
human monocyte derived macrophages and rabbit inflammatory macrophages. Journal of
Experimental Medicine v. 156, p. 430-442, 1992,

NICOLAU, R. A. Andlise histomorfométrica de tecido 6sseo fotobiostimulador por laser de
AsGaAl (660 nm). 2001. 83 f. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Biomédica) - Instituto de



119

Pesquisas e Desenvolvimento da Universidade do Vae do Paraiba, SSo José dos
Campos, 2001

NOBLE, P. B. et al. Locomotory characteristics of fibroblasts within a three-dimensional
collagen lattice: modulation by a Helium/Neon soft laser. Lasersin Surgery and Medicine v.
12, p. 669-674, 1992.

NOGUEROL, B. F. et al. Ultrastructural changes of the mouse periodontum after HeNe laser
radiation: atransmission electron microscopic study . Laser Therapy. v. 6, p. 95100, 1994.

O'SULLIVAN, S. B.; SCHIMITZ, T. J. Fisioterapia: avaliacéo e tratamento. 4 ed. Sdo Paulo:
Manole, 2004.

OHSHIRO, T.; CALDERHEAD, R. G. Laser therapy: a decade further on.Laser Therapy. v.
10, p. 5-6, 1998.

. The development of low reactivelevel laser therapy (LLLT) and its present status.
Journal of Clinical Laser Medicineand Surgery. v. 9, n. 4, p. 267-275, 1991.

OHTA, A.; ABERGEL, R. P.; UITTO, J. Laser modulation of human immune system:
Inhibition of lymphocyte proliferation by a GalliumArsenide laser at low energy. Lasersin
Surgery and Medicine. v. 7, p. 199-201, 1987.

OSANAI, T. e al. Measurement of GaAlAs Diode laser action on phagocytic activity of
human neutrophils as a possible therapeutic dosimetry determinate. Laser Therapy. v. 2, n. 3,
p. 123-133, 1990.

OSTUNI, A.; PASSARELLA, S.; QUAGLIANIELLO, E. The energy dose d ependence of the
activity of glutamate de hydrogenase irradiated with helium neon laser. Laser Technology:. v.
4,n. 1/2, p. 13-16, 1994.

PAMJESHAHIN, M. R. et al. A Epidemiology and mortality of burns in the South West of
Iran. Burns. v. 27, n. 3, p. 219-26, 2001.



120

PARIZOTTO, N. A. Acdo do laser de hélio-nebdnio sobre o processo de reparo tecidual: um
estudo do colageno por microscopia el etronica de varredura, microscopia de forca atbmica e

espectroscopia por infravermelho. 1998. Tese (Doutorado) — Unicamp, Campinas, 1998.

PARRISH, J. A. Photomedicine: potentials for lasers. In: PRATESI, R.; SACCHI, C. A.
(Eds). Lasersin photomedicine and photobiology. [s.l.]:Springer Verlag, p. 3-20, 1980.

PEACOCK, E. E. Jr. Thewound repair. Philadelphia: W. B. Saunders, p. 76-85, 1984

POURREAU-SCHNEIDER N.; AHMED, A.; SOUDRY, M. Helium-Neon laser treatment
transforms fibroblasts into myofibroblasts. American Journal of Pathology. v. 137, p. 171-
178, 1990.

POURREAU-SCHNEIDER, N. et al. Modifications of growth dynamics and ultrastructure
after heliumneon laser treatment of human gingival fibroblast. Quintessence Int. v. 20, n. 12,
p. 887-893, 1989.

PRUITT Jr., B. A.; MASON J., A. D. Epidemiological, demographic and outcomes
characteristicsof burninjury. In: HERDOS, D. N. Total Burn Care. Philadel phia.:Saunders, p.
5, 1996.

PUGLIESE, L. S. et al. A influéncia da terapia a laser de baixa densidade de energia na
biomodulacdo das fibras colagenas e elésticas. Pesquisa Odontoldgica Brasileira. v. 17, n. 4,
p. 307-313, out./dez. 2003.

RAJARATNAM, S.; BOLTON, P.; DY SON, M. Macrophage responsiveness to laser therapy
with varying pulsing frequencies. Laser Therapy. v. 6, p. 107-112, 1994.

REED, R. K.; OHARHEIN, H. Pathogenesis of edema formation in burn injuries. World
Journal of Surgery. v. 16, p. 29, 1992,



121

REDDY, G. K.; STEHNO-BITTEL, L., ENWEMEKA, C. S. Laser photostimulation of
collagen production in healing rabbit achilles tendons Lasersin Surgery and Medicine. v. 22,
p. 281-287, 1998.

REICH, J. D. et al. The effect of electrical stimulation on the number of Mast Cellsin healing

wounds. Journal of American Academic Dermatology. v. 25, n. 1, p. 40-46, 1991.

RIGAU, J. Accion de la luz laser a baja intensidad en la modulacion de la funcion celular.
1996. Tese (Doutorado em Histologia) - Facultad de Medicina i Ciéncia de la Salut. Univ.
Rovirai Virgili. RéusTarragona, 1996.

ROBSON, M. C., EGGERS, P. J. Prostaglandinis and tromboxane. Critical Care Clinics, V.1,
n.1,p. 5977, 1985

ROCHKIND, S. et al. Systemic effects of Low-Power Laser irradiation on the peripheral and
central nervous system, cutaneous wounds, and burns. Lasersin Surgery and Medicine v. 9,

p. 174-182, 1989.

RODRIGO, P.; LERMA, E.; ZARAGOZA, J. R. Effectos de la irradiacion laser sobre ¢

tiroides. Estudio experimental en larata blanca. Inv Clin Laser, v.11, n.1, p.7-9, 1985.

ROTHE, M.; FALANGA, B. Factores de crescimiento: su hiologia y expectativas en

enfermedades dermatoldgicas y reparacion histica Archives Dematology. v. 1, n. 1, p. 33-
43, 19809.

RUBENSTEIN, E. Combined high-power and low power laser treatment for ulcerative vulval
lesions induced by human pappilomavirus (HPV). In: CONGRESS INTERNATIONAL ON
LASER, Proceedings.. Sat Lake City, Utah, 1987.

RUBIN, E.; FARBER, J. L. Patologia. Rio de Janeiro: Interlivros, 1990.



122

RUBIN, E. et al. Patologia: bases clinicopatoldgicas da medicina. 4 ed. Rio de Janeiro:
Guanabara Koogan, 2006.

RUDOLPH, R.; BALLANTYNE, D. L. J. Skin grafts. In: McCARTHY, J. G.; MAY, J. W.
Jr.; LITTLER, J. W. Plastic surgery. Philadelphia: W. B. Saunders, v. 1, 1990.

RUFOLLO, P. Impiego della laser-terapia nelle leucoplachie del cavo orae. In:
INTERNATIONAL CONGRESS ON LASER IN MEDICINE AND SURGERY,
Proceedings... Bologna, Itdlia[s.ed.], p. 279 1985.

RYHANEN, L.; RANTALA -RYHANEN, S.; TAN, E. M. L. Assay of collagenase activity by
arapid, sensitive, and specific method. Collagem Rel. Res. v. 2, p. 117-130, 1982.

SAFFLE, J. R. et al. Use of indirect calorimetry in the nutrional management of burned
patients. Journal Trauma. n. 25, p. 32-39, 1985.

SALGADO, J. F. M. Avaliacdo da velocidade do processo de reparagéo 0ssea primaria,
conjugando a técnica de regeneracédo éssea guiada com membrana de coldgeno anidnico e
terapia com laser de baixa poténcia. 2002. 93 f. Dissertacdo (Mestrado em Bioengenharia) —
Instituto de Pesquisas e Desenvolvimento, Universidade do Vae do Paraiba, Sao José dos
Campos, 2002.

SAPERIA, D. et al. Demonstration of elevated type | and type Il procollagen mRNA levelsin
cutaneo us wounds treated with heliumneon laser: proposed mechanism for enhanced wound

healing. Biochem. Biophy. Res. Communic. v. 138, p. 1123, 1986.

SARTI, M. A. et al. Transformations in type Il leydig cells in the rat after anterior pituitary
irradiation with low incident levels of HeNe Laser Energy. Laser Therapy. v. 7, p. 119
122, 1995.

SASAKI, K.; OHSHIRO, T. Assessment in the rat model of the effects of 830 nm diode laser
irradiation in adiachronic wound healing study. Laser Therapy. v. 9, p. 25-32, 1997.



123

SCHLAGER, A. et al. Low-Power Laser Light in the Healing of Burns. A Comparison
Between Two Different Wavelengths (635nm and 690nm) and a Placebo Group. Lasersin
Surgery and Medicine. v. 27, n. 1, p. 39-42, 2000.

SCHANFELD, N. Outpatient management of burnsin children. Pediatric Emergency Care. v.
6, p. 249-53, 1990.

SCHAWLOW, A. L. Principle ol laser Journal of clin. Laser Medicine and Surgery. v. 13, n.
3, 1995.

SCHMALZ, G. Use of cells cultures for toxicity testing of dental materials. advantages and
limitations. Journal of Dental Research. v. 22, n. 2, p. S6-S11, aug. 1994.

SERRA, M. C. V. F. A Crianga Queimada. In: GOMES, D. R.; SERRA, M. C.; PELLON, M.
A. Queimaduras Rio de Janeiro: Revinter, p.30-45, 1995.

SERRA, M. C. V. F. et al. Bums in cildren and adolescents: analysis of 1.302 cases. In:
QUADRENNIAL CONGRESS OF THE INTERNATIONAL SOCIETY OF BURNS
INJURIES, 11., Proceedings.. Seattle [s.ed.], p. 75-89, 2002.

SILVEIRA, J. C.; LOPES, E. E. Alguns aspectos do comportamento do mastdcito sob agdo do
raio laser de GaAs-904 nm: estudo experimental em cobaias - Cavia Porcellus. Arquivos do
Centro de Estudos do Curso de Odontologia. v. 28, n. 1/2, p. 73-96, 1991.

SIMPSON, D. M.; ROSS, R. The neutrophilic leukocyte in wound repair. A study with
antineutrophil serum Journal of Clinical Investigation. v. 51, p. 2009-2023, 1972.

SKOBELKIN, O. K.; MICHAILOV, V. A.; ZAKHAROVT, S. D. Preoperative activation of
the immune system by low reactive level laser therapy (LLLT) in oncologic patients: A
preliminary report. LLLT Cancer Surgery. p. 169-175, 1991.

SMITH-AGREDA, V. et al. Alteraciones de la ciclosis celular adeno-hipofisaria tras la
estimulacion con léser He/Ne e IR. Investigative Clinical Laser I11. v. 3, p. 99-105, 1986.



124

SMITH-AGREDA, V. et al. Aportaciones a estudio de las interacciones morfoquimicas de
las células adenohipofisarias tras la estimulacién com laser He/Ne 632,8 nm de baja potencia.
Investigative Clinical Laser 1. v. 2, p. 51-62, 1985.

SOUNDRY, M. et al. Action d’un laser héliumnéon sur |a croissance cellulaire: éudein vitro

sur fibroblastes gingivaux humains. Journal of Biologie Buccale, v. 16, p. 129-135, 1988.

SPANGBERG, L. Biological effects of root canal filing materials. 1. Media for the
investigation of the toxic effect of water-soluble substances on human cells in vitro.Odontol.
Rev.v. 20, n. 2, p. 123-132, 1969.

. Kinetic and quantitative evaluation of material cytotoxicity in vitro. Oral Surgery,
Oral Medicine and Oral Pathology. v. 35, n. 3, p. 389-401, 1973.

SPORN, M. B.; ROBERTS, A. B. Peptide growth factors are multifuntional. Nature. v. 332,
p. 217-219, 1988.

STADLER, J. et al. The effect of lowlevel laser irradiation on lymphocytes from peripheral
blood. In. ANNUAL MEETING OF LASERS IN SURGERY AND MEDICINE,
Proceedings... San Diego, Ca, [s.ed.], p. 16-18, 1999

STEINLECHNER, C. W. B.; DYSON, M. The effects of low level laser therapy on the
proliferation of keratinocytes. Laser Therapy. v. 5, p. 65-73, 1993.

STRUBE, D. et al. Storeffekte bei tierversuchen zur stimulation der wundheilung mit
laserlicht. Lasers Medicine Surgery. v. 4, p. 15-20, 1988.

SUGRUE, M. E. et al. The use of infrared laser therapy in the treatment of venous ulceration.
Ann. Vasc. Surgery. v. 4, p. 179181, 1990

SULEWSKI, J. G. Historical survey of laser dentistry. Dent. Clin. North American. v. 44, n. 4,
p. 717 — 752, 2000.



125

SURINCHACK, J. S. et al. Effects of low level energy lasers on the healing of full-trickness
skin defects. Laser in Surgery and Medicine n. 2, p. 267-274, 1983.

SVAASAND, L. O. Biostimulation with lowintensity lasers. physics or metaphysics?
NordiskMed. v.105, p. 72, 1990.

SWANK, G. M.; DEITCH, E. A. Role of the gut in multiple organ failure: bacterial
translocation and permeability changes. World Journal of Surgery. n. 20, p. 411-417, 1996.

TADROS, T. et al. Angiotensin Il inhibitor Du P753 attenuates burn and endotoxin-induced
gut ischemia, lipid peroxidation, mucosal permeability, and bacteria translocation. Ann.
Surgery. v. 231, p. 566-576, 2000.

TEJERINA, C. et al. Burnsin patients over 60 years old: epidemiology and mortality. Burns
v. 18, n. 2, p. 14952, 1992,

TERRIBILE W. M. V. et al. Experimental wound healing with coherent and non-coherent
radiation. Laser Technology. v. 2, n. 3, p. 121-134, 1992.

TODD, R.; DONOFF, B. R.; CHIANG, T. The eosinophil as a cellular source of transforming
growth factor alpha in healing cutaneous wounds. American Journal of Pathology. v. 138, p.

1307-1313, 1991.

TREDGET, E. E.; MING YU, Y. The metabolic effects of thermal injury. World Journal of
Surgery. n. 16, p. 68-79, 1992,

TRELLES, M. A. Herpes genital y 14ser de baja potencia. Inv Clin Laser II. v. 3, p. 120, 1986.

TRELLES, M. A. et al. Clinical use of He-Ne laser for wound healing. Journal of Bloodless
Medicine Surgery.v.7,n. 1, p. 3-7, 1989

TRELLES, M. A et al. Histamine & Low Power Laser. Journal of Bloodless Medicine
Surgery. v. 6, n. 1, p. 1516, 1988.



126

TRELLES, M. A. et al. The action of low-reactive level laser therapy (LLLT) on Mast Cells:
apossible pain relief mechanism examined. Laser Therapy. v. 1, n. 1, p. 27-30, 1989b.

TRELLES, M. A.; MAYAYO, E.; IGLESIAS, J. M. Histological study of the effect of the
632 nm HeNe irradiation on the nasa mucous of the rabbit. Its clinical interest. In:
INTERNATIONAL CONGRESS OPTOELEKTRONIK. Proceedings.. [sl.:;s.ed], p.105
109, 1983,

TUNER, J.; HODE, L. Laser therapy in dentistry and medicine. Stockholm: Prima Books,
1996.

VAN NESTE, D. Skin response to histamine Acta Dermatol. Venereol (Stoch). v. 71, p. 25
28, 1991.

VELEZ-GONZALEZ, M. et al. Treatment of relapse in Herpes simplex on labial & facial
areas and of primary herpes simplex on genital areas and area pudenda with low power laser
(He-Ne) or acyclovir administered oraly. In: THE INTERNATIONAL SOCIETY FOR
OPTICAL ENGINEERING. Proceedings.. [sl.: s.ed.], p. 43-48, 1994.

VERA MENDEZ, T. M. T. Avaliacdo da influéncia da dose e do comprimento de onda no
processo de reparo subcuténeo de feridas submetidas a laserterapia. 2002. Dissertacdo
(Mestrado em Engenharia Biomédica) - Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento da
Universidade do Vale do Paraiba, Sdo José dos Campos, 2002.

VICENT, G. M. et al. Presence of blood significantly decreases transmission of 630 nm laser
light. Lasersin Surgery and Medicine. v. 11, p. 399403, 1991.

VILLAPLANA, L. A. et al. Changes in abino rat testicle interstitial cells after pituitary
stimulation in vivo with HeNe Laser. Laser Therapy. v. 7, p. 19-22, 1995,

VISCOR, G.; PALACIOS, L.; PALOMEQUE, J. Effect of He-Ne laser irradiation of blood in
vitro on erythrocyte microrheological properties. Lasers Life Science. v. 3, n. 1, p. 31-36,
1989.



127

VOLPI, N. et al. Adenylate pool and energy change in human lymphocytes and granulocytes
irradiated at 632 nm (HeNe laser). Laser Technology. v. 5, n. 1/2, p. 19-23, 1995.

WACHTEL, T. L. Epidemiology, classification, initial care, and administrative considerations
for critically burned patients. Critical Care Clinics. v.1, n. 1, p. 3-6, 1985.

WAITZMAN, A. A.; NELIGAN, P.C. How to manage burns in primary case. Com Fam
Physician. v. 39, p. 2394-2400, 1993.

WALKER, M. et al. Effect of Low- Intensity Laser Irradiation (660 nm) on a Radiation-
Impaired Wound -Healing Model in Murine Skin. Lasers in Surgery and Medicine v. 26, p.
41-47, 2000.

WARD, P. A.; FRIEDL, H. P. Role of histamine, complement and xantine oxidase in thermal
injury of skin. American Journal of Pathology. v. 135, n. 1, p. 203-217, 1989.

WATANABE, |. et al. Estudo a0 microscépio Optico e eletronico de transmissdo na
cicatrizagdo de feridas produzidas pelo laser de CO2 no palato do rato. Acta Cirurg. Bras. v.
2,n. 4, p.108-112, 1987.

WEBB, C.; DYSON, M.; LEWIS, W. H. P. Stimulatory effect on 660 nm low levd laser
energy on hypertrophic scan-derived fibroblasts. Possible mechanisms for increase in cell
culture. Lasersin Surgery and Medicine. v. 22, p. 294-301, 1998.

WEI, Y. U. et al.. Effects of photostimulation on wound healing in diabetic mice. Lasersin
Surgery Medicine. v. 20, p. 56-63, 1997a.

WEI, Y. U. et al. Improvement of host response to sepsis by photobiomodulation. Lasers in
Surgery and Medicine. v. 21, p. 262-268, 1997b.



128

WEI Y. U.; NAIM, J. O,; LANZAFAME, R. J. The effect of laser irradiation on the rel ease of
bFGF from 3T3 fibroblasts. Journal of Photochemistry and PhotoBiology .B: Biol. v. 59, n. 2,
p.167-170, 1994.

WHARTON, D. C.; GIBSON, W. H. Possible chromophore os Copper. In: PEISACH, J;
CUSEN, P.; BLUMBERG, Y. W. E. Copper: The Bochem [s.l.;s.ed.], p. 236-265 1966.

WHARTON, D. C.; TZAGOLOFF, A. Studies on the electron transfer system. Journal of
Biology and Chemistry. v. 239, p. 2036, 1964.

WILLIAMS, T. J. Factors that affect vessel reactivity and leukocyte emigration. In: CLARK,
R. A. F.; HENSON, P. M. (Eds.) The molecular and cellular biology of wound repair. New
York: Plenum Press, p.115 147, 1988.

WOLFE, R. R. Relation of metabolic studies to clinical nutrition: the example of burn injury.
American Journal of Clinical Nutrition. n. 64, p.800-808, 1996.

YILMAZ, S. et al. Effects of Galium Arsenide Diodo Laser on Human Periodontal Disease: A
Microbiological and Clinical Study. Lasers in Surgery and Medicine v. 30, n. 1, p. 60-
66, 2002.

YOUNG, S. R.; DYSON, M.; BOLTON, P. Effect of light on calcium uptake by
macrophages. Laser Therapy. v. 2, n. 2, p. 53-57, 1990.



129

ANEXO

(RS« i

UNIVERSIDADE DO VALE DO PARAIRA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UNIVAP

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n.® L178/2005/CEP, intitulado “O
efeito do laser de baixa poténcia (658nm) na reparagde fecidwal de
queimadiras de terceiro grau, em ratos Wistar®, sob a responsabilidade do
Prof. Dr. Egberto Munin, estd de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagfio Animal (COBEA/Junho de 1991) ¢ segue as Normas Para a
Pratica Diddtico-Cientifica da Vivissecplio de Animais (Lei 6638 de 0B/05/1579)
sendo, portanto, aprovade por esta Comissdo de Etica em Pesguisa.

Informamos que o pesquisador responsivel por este Protocole de
Pesquisa devera apresentar a este Comité de Etica um relatério das atividades
desenvolvidas no periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovagio.

Siio José dos Campos, 16 de dezembro de 2005

FROF. DR. LANDULFO STLYEIRA JUNIOR
Presidente do Comité de Etica em Pesquisa da UNIVAP
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