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RESUMO

Introdugao: embora tenham sido realizados e publicados muitos estudos clinicos
favoraveis ao uso do /aser de baixa poténcia, na cicatrizagao de feridas cutaneas,
0S seus mecanismos que aceleram o processo de cicatrizagcdo nao estao
totalmente elucidados. Objetivo: reconhecer os efeitos do /aser de baixa poténcia
hélio e nebnio (He-Ne) na cicatrizagao de feridas cutaneas, em ratos, observando
a fase inflamatéria e a fibroplasia. Métodos: utilizaram-se 60 ratos Wistars,
machos adultos entre 100 e 150 dias, divididos em 2 grupos: grupo controle e
experimento. Foram submetidos a incis&o longitudinal, na parte mediana do dorso
e em seguida, realizou-se a sintese com pontos separados simples, de um em um
centimetro. Os animais foram avaliados no 3.° 7.° e 14° dia de pds-operatério. O
grupo experimento foi irradiado com laser He-Ne com densidade energética de 4
Jlcm? em 3 pontos da lesdo com duracdo de 36 segundos em cada ponto
diariamente. Depois de realizado o protocolo de experimento, os animais de cada
grupo foram submetidos a eutanasia no 3.° 7.° e 14° dia de poOs-operatorio. Para
a analise histologica foi ressecada a area da cicatriz e os cortes foram corados
pela Hematoxilina Eosina a fim de identificar os aspectos gerais, pela técnica do
Picrosirius por meio de videomorfometria para a identificagdo dos colagenos | e Il
e uma das laminas foi destinada ao estudo imunoistoquimico com anti CD45 (LCA
— Antigeno Leucocitario) para o reconhecimento das células inflamatérias.
Resultados: na avaliacido da inflamacédo, com trés dias de evolugcido, pbde-se
verificar que, nos dois grupos de estudo, o processo inflamatério tinha
caracteristicas de processo agudo. No sétimo dia, passou a ter caracteristicas de
sub-agudo e no décimo-quarto dia de crénico. Na comparacédo entre os dois
grupos, demonstrou haver maior densidade de colageno do tipo Ill no grupo
experimento, no terceiro dia (p = 0,001) o que deixa de existir no sétimo e no
décimo-quarto dia. Na analise de cada momento, pdde-se observar que o0 grupo
experimento tinha maior densidade de colageno total com trés dias de evolugéao (p
= 0,001). Na avaliaggo dos momentos 3.° 7.° e 14°, ndo houve diferenca
significativa com relacdo ao indice de maturidade da cicatriz (IMaC). A analise das
meédias do numero de leucdcitos, em cada um dos tempos, permitiu verificar que,
no grupo experimento, a intensidade do processo inflamatério foi menor nos trés
tempos e a regressao foi mais rapida, sendo no 3.° 7.° e 14° os valores de p <
0,001. Conclusao: observou-se que o laser nao modifica a qualidade da reacao
inflamatadria, incrementa a deposi¢cédo de colageno no inicio do processo cicatricial,
verificado na avaliagdo do 3.° dia em virtude da maior densidade de colageno,
tanto do tipo | como do tipo lll, n&o interfere no IMaC e diminui a intensidade do
infiltrado inflamatdrio, facilitando sua resolucdo em todos os tempos avaliados.

DESCRITORES: 1.Cicatrizacdo de Feridas. 2. Laser Terapia de Baixa
Intensidade. 3. Laser de gases Hélio e Nebnio. 4.Colageno.



ABSTRACT

Introduction: Many clinical studies have been carried out and published which
are favorable to the use of low power lasers, although the mechanisms by which
these improve the healing process have not been totally clarified. Aim: To
recognize the effect of the Helium Neon (HeNe) low power laser in the healing of
cutaneous wounds in rats, observing the inflammatory stage and fibroplasia.
Methods: Sixty male Wistar rats aged between 100 and 150 days were utilized,
divided into two groups: the control group and the experiment group. They were
submitted to a longitudinal incision in the mid region of the dorsum and then the
synthesis was made with simple separate stitches at one centimeter intervals. The
animals were evaluated on the third, seventh and fourteenth days after the
operation. The experiment group was submitted to the HeNe laser with an energy
density of 4 J/cm? on three stitches on the wound for thirty-six seconds on each
stitch on a daily basis. Following the experiment protocol, the animals from each
group were submitted to euthanasia on the third, seventh and fourteenth days
after surgery. For histological analysis, the scar area was removed and the cuts
were stained by Hematoxylin Eosin to identify the general aspects using the
picrosirius technique to identify collagens | and Ill, and one of the blades was
stained by immuno-histochemical study with anti CD45 (LCA — Leukocyte Antigen)
to identify the inflammatory cells. Results: On the third day there were
characteristics of the acute process in both groups. On the seventh day, the
characteristics became sub-acute, and on the fourteenth day they were chronic. In
the comparison between the two groups, there was greater type lll collagen
density in the experiment group on the third day (p = 0.001) which was no longer
found on the seventh and fourteenth days. In each analysis, the experiment
groups had higher total collagen density on the third day (p = 0.001). When
evaluated on the third, seventh and fourteenth days there was no significant
difference in terms of the healing maturity index. The analysis of the average
numbers of leukocytes on each of the three days showed that, in the experiment
group, the intensity of the inflammatory process was lower at all times and
regression was more rapid. On the third, seventh and fourteenth days, the values
were p<0.001. Conclusion: The laser does not modify the quality of the
inflammatory reaction; it increases deposition early in the healing process, which
was seen on the third day, due to the higher intensity of collagen both in type | and
type Ill; it does not interfere in the healing maturity index and reduces the intensity
of the inflammatory infiltration, facilitating its resolution, as observed at all times
during the evaluation.

KEY WORDS: 1. Wound Healing. 2. Laser Therapy Low-Level. 3. Laser Gas. 4.
Collagen.
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1 Introducao



O processo de cicatrizagao tecidual € muito complexo e envolve inUmeros
efeitos biologicos, tais como alteragdes vasculares e celulares, proliferagdo
epitelial, proliferacdo de fibroblastos, produgdo de colageno, elastina e
proteoglicanos, revascularizagéo e contragéo da ferida™ 2.

As agbes envolvidas neste processo de reparo estao integradas entre as
células, a matriz e os mensageiros quimicos que visam a recuperar a integridade
do tecido com a maior rapidez possivel. Este € um mecanismo homeostatico para
restauracédo do equilibrio fisiolégico e pode ser iniciado como resultado da perda
de comunicagao entre as células adjacentes e seu meio de sustentagcdo ou pela
morte celular. O reparo pode ser descrito em termos de quimiocinese,
multiplicagdo celular e diferenciagdo. A cascata de eventos que ocorre inclui a
migragao de células de origem nos tecidos vasculares e conjuntivos até o local da
lesdo. Para isto, substancias quimiotaxicas sao liberadas in situ®.

Existe ainda o envolvimento de dois mecanismos distintos: a regeneracao,
que se refere a substituicido das células lesadas por células do mesmo tipo sem
deixar qualquer sinal residual da lesdo anterior e a fibroplasia ou fibrose, que se
refere a substituicdo por tecido conjuntivo, deixando cicatriz permanente. Na
maioria dos casos, ambos os processos contribuem para o reparo cicatricial®.

A cicatrizag&o por primeira intengdo, também chamada de unido primaria, é
considerada o exemplo menos complicado no reparo de feridas. Esta € possivel
quando a ferida esta limpa. A incisdo provoca a morte de um numero limitado de
células epiteliais e células do tecido conjuntivo. O espaco da lesdo é preenchido
imediatamente por fibrina e células sanguineas. Dentro de vinte e quatro horas
surgem os neutréfilos nas margens da lesdo, a epiderme sofre importante
espessamento e em aproximadamente quarenta e oito horas ocorrem projecdes
de células epiteliais. Até completar o 3.° dia de lesédo, os neutrofilos sdao a maior
parte dos elementos celulares, substituidos, na sequéncia, pelos macréfagos. O
tecido de granulagao invade a ferida e em suas margens ocorre a deposi¢cédo das
fiboras de colageno. Prossegue a proliferacdo de células epiteliais com

consequente aumento da camada epidérmica. Aproximadamente no 5.° dia, a



ferida é preenchida por tecido de granulagdo, ocorrendo o0 pico da
neovascularizagao. As traves de colageno ficam mais evidentes formando pontes.
A epiderme recupera sua espessura normal e a diferenciagdo de células
superficiais produz uma arquitetura epidérmica madura com queratinizacao
superficial®.

Durante a segunda semana, ocorre acumulo continuo de colageno, bem
como a proliferacdo dos fibroblastos. O infiltrado de leucécitos, o edema e o
aumento da vascularidade ja desaparecem em sua maior parte. Nessa ocasiao,
inicia-se o longo processo de empalidecimento, devido ao aumento do acumulo
de colageno na cicatriz, acompanhado da regress&o dos canais vasculares®.

Completado um més de lesdo, a cicatriz consiste em um tecido conjuntivo
celular destituido de infiltrado inflamatério, recoberto por uma epiderme intacta. A
forca elastica ou de tensdo da ferida aumenta apds alguns meses, ndo sendo
possivel sua completa recuperagao®.

A cicatrizacdo também depende de varios fatores como: a localizagao
anatémica, o tipo de pele ou fototipo e da técnica cirurgica utilizada®*.

As falhas que ocorrem nos processos iniciais de reparagdo sao mais
importantes, levando a acentuagao do edema, a reduzida proliferagao vascular e
a diminuigdo dos elementos celulares tais como: leucdcitos, macrofagos e
fibroblastos*. Essas alteragcdes sdo responsaveis por complicagdes do processo
de cicatrizac&o, além de contribuirem para aumentar o risco de infecgdes®*.

O laser € uma emissao de luz coerente, monocromatica, com grande
concentragdo de energia, capaz de provocar alteragdes fisicas e biolégicass. A
incorporagao do laser como instrumento terapéutico tem sido acompanhada, na
area biomédica, desde 1960, porém apesar de inUmeras pesquisas sobre seus
efeitos, existe grande dificuldade em se justificar as variaveis fisicas como:
técnica de aplicagdo, doses, profundidade, modos e tempo de exposicéo®.

A radiacdo laser pode ser refletida, transmitida, absorvida ou espalhada
pelo tecido. A monocromaticidade do /aser determina a absorcédo seletiva por
parte dos croméforos, com resposta a um ou a varios comprimentos de onda,
fendmeno conhecido como ressonancia a uma determinada frequéncia. Portanto,
cada comprimento de onda tera um tipo diferente de interagdo segundo o tecido-

alvo®.



O laser de baixa poténcia tem sido utilizado desde o final da década de
1960, sendo sua poténcia de radiagado extremamente baixa (de 2 a 30 mW) e os
efeitos biolégicos podem ocorrer devido aos efeitos diretos da radiagdo e néo
como resultado de aquecimento®. O poder de penetragdo ndo vai além de poucos
milimetros sendo que sua energia € absorvida nos diferentes extratos da pele.

Mester’ reportou que o laser hélio e nednio (He-Ne), de baixa poténcia,
poderia ajudar na cicatrizagcédo de lesbes causadas mecanicamente. Desde entao,
foi mostrado que este laser possui efeitos diversos em tecidos vivos, efeitos
conhecidos como bioestimulacdo por laser’. Argumentacdes de cicatrizagao de

lesdes foram confirmadas por alguns®'®, mas outros falharam em encontrar

alguma melhoria na cicatrizagdo de lesdo ou tlcera'"®. Em alguns estudos®°

, 0S
efeitos da luz vermelha monocromatica n&o-coerente foram idénticos aos da luz
do laser. Estudos in vivo provaram a dificuldade em identificar tantos fatores
locais quanto sistémicos os quais afetam a cicatrizacdo. Diversos estudiosos
utilizaram diferentes tipos de laser, cada um com seu comprimento de onda
caracteristico. O tempo de exposig¢ao e a frequéncia de tratamentos variaram e a
irradiacao, raramente, era a mesma para dois experimentos. Ha4 uma riqueza de
dados, mas a comparacao dos resultados é dificil.

Os efeitos terapéuticos do laser sobre os diferentes tipos biologicos sao
amplos, dentre esses se destacam os efeitos trofico-regenerativos,
antiinflamatérios e analgésicos, em estudos, tanto in vitro como in vivo. Esses
estudos demonstraram que a regeneragao tissular torna-se mais eficaz, quando

tratada com /aser de baixa poténcia’ ™.

1.3 realizaram estudo em ratos usando He-Ne e concluiram

Carvalho et. a
que o laser de He-Ne era eficiente no tratamento de feridas cutaneas acelerando
seu processo de reparo. Afirmaram que, quando esta radiacao era aplicada, havia
um incremento do processo cicatricial, com uma rede de fibras colagenas melhor
elaborada do que a das feridas dos animais ndao submetidos ao mesmo
tratamento.

A presente pesquisa foi motivada pela falta de consenso de trabalhos
cientificos sobre os efeitos que possam interferir no processo de cicatrizagao de
feridas cutaneas com a utilizacdo da radiacdo de /aser de baixa poténcia, tema
investigado por alguns autores, porém, ndo amplamente explorado em todas suas

variaveis. Este estudo pretende utilizar como base a avaliagao histolégica por



meio de técnica de histoquimica e imunoistoquimica, dos efeitos do /aser de baixa
poténcia na recuperacéo de feridas, sendo analisadas especificamente as fases

inflamatdria e de fibroplasia das lesdes.

1.1 OBJETIVO

Identificar os efeitos do laser de baixa poténcia He-Ne na cicatrizagcédo de

feridas cutaneas, em ratos, observando a fase inflamatdria e a fibroplasia.



2 Literatura



A palavra laser € um acrénimo para Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation: amplificagcdo da luz por meio da emiss&o estimulada de
radiacdo. Ela se refere a produgao de um feixe de radiacdo que se diferencia da
luz comum por algumas caracteristicas especificas como: monocromaticidade,

coeréncia temporal e espacial®'®.

2.1 BIOFiSICA DO LASER

Segundo Low e Reed® a maioria dos lasers é composta dos seguintes

elementos:

e ressonador: uma estrutura contendo o meio de /aser e que incorpora
um par de superficies refletoras ou espelhos posicionados
paralelamente;

e meio ativo: capaz de ser “bombeado” com energia de modo a resultar
na produgdo de uma emissao estimulada. Os principais meios ativos
utilizados s&o: a mistura gasosa de hélio e nednio (He-Ne) com um
comprimento de onda 632,8 nm (luz vermelha) e os semicondutores
de arseneto de galio (Ga-As), 630 € 950 nm; e

e mecanismo de excitacdo ou bombeamento (fonte de energia): o qual

possibilita o bombeamento do meio /laser para a producao da emissao

estimulada.

A radiacao a laser difere da luz comum nos seguintes aspectos®®'°.

e monocromaticidade: um unico comprimento de onda e portanto tem

uma frequéncia definida;
e colimacdo: uma luz /laser, o raio de luz ou fétons produzidos pelos

aparelhos que s&o paralelos, quase sem divergéncia da radiagao



emitida com a distancia; e

e coeréncia: a radiacio /aser ndo tem apenas o0 mesmo comprimento de
onda como também a mesma fase, ou seja, os picos e as depressdes
dos campos elétricos e magnéticos ocorrem ao mesmo tempo
(coeréncia temporal). Além disso, todos correm na mesma diregcao

(coeréncia espacial).

O laser de baixa intensidade pode interagir com o tecido irradiado de duas

formas®®1°:

e espalhamento da luz incidente: mudanca na diregao de propagagao

daluz; e

e absorcao da luz incidente por um cromoéforo: a luz nos comprimentos

de onda tipicamente empregados € prontamente absorvida por varias

biomoléculas como a melanina e a hemoglobina.

A profundidade de penetracdo e a absor¢cao dependem do comprimento de
onda da luz incidente®®.

As irradiagbes laser possuem um comprimento de onda especifico e unico
e desta forma tém frequéncia definida. No /aser visivel é produzida uma unica cor;
0 He-Ne produz uma luz vermelha com comprimento de onda de 632,8 nm. O

laser € a maneira mais eficiente de produzir radiagdo monocromatica.
2.2 LASER DE BAIXA INTENSIDADE

O termo laserterapia de baixa poténcia ou baixa intensidade é usado para
distinguir a aplicagdo terapéutica dos lasers de diodos supraluminosos,
monocromaticos e com poténcia relativa baixa (menor que 500m W). O /aser He-
Ne é considerado “soft laser” por promover baixa intensidade energética a qual
provoca uma reagao menor do que o /aser de alta energia que € conhecido por
“power laser”, usado com o objetivo de destruir e/ou cauterizar tecidos em
procedimentos cirtirgicos que utilizam laser’®.

Os equipamentos de /aser de baixa e média poténcia (também
considerados frios ou soft laser) ndo causam resposta térmica nos tecidos®.

A epiderme humana parece absorver 99% da radiagéo por /laser, mas isto



varia dependendo da pigmentagdo da pele. A absor¢do também depende da
duracao de onda e da frequéncia da luz do /laser. A radiagado por laser pode
penetrar a uma profundidade de 20 a 30 milimetros em areas de tecido mole, mas
somente dois a trés milimetros em ossos®.

Comprimentos de ondas diferentes possuem profundidades de
penetracdo diferentes; assim, € possivel adequar de forma segura as quantidades
ou densidades de energia absorvidas em diferentes profundidades, selecionando-
se um comprimento de onda apropriado.

Em estudo sobre o comprimento de onda do /aser, King et al'® relatam que
a profundidade de penetracdo da luz vermelha em tecido mole ¢é de
aproximadamente um a dois milimetros; mas em torno de dois a quatro milimetros
do laser infravermelho de comprimento de 800-900nm. Assim, as radiacdes que
penetram mais profundamente, isto €, aquelas do infravermelho (AsGA) tais como
904nm, sao indicadas para a tela subcutadnea, enquanto lesdes mais superficiais
como as lesdes de pele sdo apropriadamente tratadas por laserterapia de baixa
poténcia (lasers vermelho He-Ne), que serdo absorvidos na pele'®.

Ha trés maiores acdes nas quais a laserterapia é usada®® analgesia,

regeneracgao de tecidos e efeito antiinflamatério.

2.3 GERAGAO DO LASER HE-NE

O laser He-Ne é gerado a partir da aplicagdo de uma tensao elevada entre
os eletrodos de uma ampola contendo gas de He-Ne. A interagdo entre os dois
gases excitados faz com que ocorra um deslocamento de atomos de He-Ne ao
seu estado fundamental e assim acontece a emissdo de onda eletromagnética. As
ondas geradas sao guiadas para fora da ampola por meio de espelhos

estrategicamente colocados no interior da mesma®.

2.4 INTERACAO LASER-TECIDOS

Ao submeter a pele ao laser de He-Ne (luz visivel) ou de Arseneto de Galio
(infravermelho), uma pequena parcela de luz é absorvida pela derme e epiderme.
Isso ocorre devido a presenca de fotorreceptores nessas camadas.

Normalmente cada tipo de fotorreceptor € sensivel a um determinado
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comprimento de onda. Assim, o laser que € uma luz monocromatica, possui um

unico comprimento de onda, € absorvido de maneira seletiva.

2.4.1 Efeitos Primarios da Interacdo do Laser com a Matéria'®

e Efeito Bioquimico: o laser promove a liberacdo de substancias pré-

formadas como: histamina, serotonina e bradicinina, bem como
modificagdes enzimaticas normais, tanto acelerando quanto
retardando essas reacoes.

e Efeito Bioelétrico: a radiagdo /laser proporciona incremento na

producao de ATP, o que promove aumento na eficiéncia da bomba de
sédio-potassio. Com isso a diferenca de potencial elétrico existente
entre o interior e o exterior da célula é mantida com melhores
resultados.

o Efeito Bioenergético: defende-se que o aporte energético da radiagao

laser tem capacidade de normalizar o contingente fisico dos

individuos.

Os tipos de laser de baixa intensidade, como os de rubi, He-Ne e arseneto
de galio, possuem efeito fotobiolégico que promove incremento dos eventos
relacionados ao processo de cicatrizagao tecidual. Esses dispositivos atuam em
nivel celular, por meio de interagdo fotoquimica, podendo aumentar o
metabolismo celular e, consequentemente, induzir diferentes efeitos como
analgésico, antiinflamatdrio e reparador®®"’.

Kana et al.'"® pesquisaram os efeitos da irradiagdo a laser de baixa
intensidade He-Ne (poténcia de 25m W e comprimento de onda de 632,8 nm) em
feridas, no dorso de ratos. A emissédo do /aser foi realizada de forma continua,
com densidade energética de 4, 10 e 20 J/cm? diariamente, em um periodo de 17
dias consecutivos. Os autores verificaram que as feridas irradiadas com doses de
4 J/cm?, apresentaram cicatrizacdo mais rapida, com maior producao de
colageno. No grupo irradiado com 20 J/cm?, observaram redugdo da velocidade
de cicatrizagao.

Estudos anteriores, descritos por Mester et al.’, relataram que o laser de

baixa poténcia (He-Ne) promoveria aumento da deposicdo de colageno na
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cicatrizacdo de feridas. Os autores também descreveram um incremento na
vasodilatacao e na sintese do RNA.

Saperia et al."

utilizaram o laser He-Ne, com comprimento de onda de
632,8 nm e com poténcia média de 1,56 mW, para irradiar feridas de tecido mole
(pele, musculo, tendao, ligamento) em animais. As lesdes foram irradiadas com
densidade energética de 0,596 J/cm?, trés vezes por semana, durante 28 dias.
Avaliaram a formagdo de colageno pelos niveis de RNA mensageiro para o
protocolageno tipo | e tipo lll, presentes na ferida. Os resultados demonstraram
elevados niveis de RNA apds 17 e 28 dias da irradiagdo com o /aser, indicando
que o0 seu uso poderia exercer uma agao na cicatrizacado tecidual na fase de
transcricdo do RNA.

Colver et al.’°

investigaram a natureza da influéncia, na cicatrizacédo de
lesdes, do laser de baixa intensidade, estudando para isto os setes componentes
do processo curativo in vitro: fibroblasto da pele humana, proliferagao das células
epiteliais e endoteliais, migragdo celular de implantes de pele, contragdo do
colageno, sintese do colageno e secregdo de glicosaminoglicanas (GAG).
Utilizaram o /aser de baixa intensidade He-Ne de 5 mW, que emite um feixe de
um milimetro de didmetro e comprimento de onda na faixa de 638nm. Verificaram
que nao houve alteragdo da proliferacédo celular por meio da irradiacdo com laser,
trés vezes ao dia, no periodo de trés dias. Concluiram que nao houve efeito na
migragao celular ou na taxa de contragdo de colageno. A taxa para sintese de
colageno, medida com a incorporacdo de H-prolina na proteina colagenase-
sensitiva no grupo experimento, ndo foi maior do que no grupo controle e a
secrecdo de GAG nédo aumentou no grupo irradiado. Sendo assim, os autores néo
encontraram efeito significativo na irradiagcdo de He-Ne em cultura de fibroblastos.

Skinner et al.?’

estudaram os efeitos do laser de baixa poténcia Arseneto
de Galio (AsGA) pulsado na cultura celular de fibroblastos em células
embrionarias humanas. A densidade de energia variou de 0 a 1 J/cm? e foi
aplicada a irradiagao no periodo de 1 a 4 dias. A produgédo do procolageno foi
monitorada pela sintese de [3H] hidroxiprolina e a replicacdo de DNA foi avaliada
por [3H] incorporacao de timidina. Os autores observaram aumento na producao
de fibroblasto, apds 4 dias de estimulagcdo a /laser com intervalos de 24 horas,

com intensidades entre 0,099 e 0,522 J/cm?2.
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Young et al.?

estudaram a influéncia da laserterapia na estimulagdo dos
mediadores para o reparo cicatricial. Utilizaram para a pesquisa macréfagos. As
células foram expostas a irradiacdes, em culturas, com diferentes comprimentos
de ondas: 660 nm, 820nm, 870nm e 880nm com densidade energética de 2,4
J/cm? por 20 segundos. A fonte de luz de 820nm foi coerente e polarizada, e as
outras ndo foram coerentes. Doze horas apds a exposigao, os macrofagos foram
retirados e colocados na cultura de fibroblastos. A proliferagado dos fibroblastos foi
avaliada em um periodo de cinco dias. Os resultados obtidos evidenciaram que os
comprimentos de onda do /aser de 660nm, 820nm e 870nm, encorajaram oS
macrofagos a produzirem fatores, os quais estimularam a proliferacdo dos
fibroblastos, quando comparados ao grupo controle. Ja no grupo para o qual o
comprimento da onda adotado foi de 880 nm (ndo coerente), observaram efeito
inibitério na proliferacdo dos fibroblastos. A conclusdo dos autores € que
dependendo do comprimento (duragdo) de onda do /aser, este pode ser um
agente terapéutico eficaz por prover estimulagdo ou inibigdo da proliferagdo de
fibroblastos quando necessario, sendo que a coeréncia nem sempre é essencial
para a biomodulacgao a /aser.

Bibicova et al.?

relatam que a laserterapia por meio do /aser de baixa
intensidade, He-Ne, com comprimento de onda de 6,0 mW em média, irradiado
em torno de 2 a 3 minutos, seria capaz de promover um preciso processo de
neoformacédo de capilares sanguineos (angiogénese) durante a reparagao dos
tecidos musculo-esqueléticos, em sapos. Comprovaram tal efeito apds terem
realizado estudos comparativos das densidades de volume e de superficie de
capilares de zonas lesionadas entre o grupo experimento e o grupo controle.

Em estudo anterior, foram investigados os efeitos da fotoestimulagdo na
sintese de colageno. Os achados destes indicam que a fotoestimulagao a laser
dos fibroblastos aumentou significativamente o colageno tanto quanto a sintese

de DNA?. Similarmente Rajaratnam et al.?®

observaram que a fotoestimulacéo a
laser influencia na fungdo dos macrofagos de produzir fatores de crescimento os
quais aumentam a proliferacao celular.

Yu et al.®®

pesquisaram a agao da irradiagédo a laser (660 nm) na producéo
de fator de crescimento de fibrolasto (bFGF) a partir de células de fibroblastos em
cultura celular. O estudo demonstrou que fibroblastos irradiados com /aser de

baixa energia de 2,16 J/cm? aumentaram a proliferagcdo celular e reforgou a
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producdao de bFGF, enquanto que fibroblastos irradiados com densidade
energética de 3,24 J/cm? ndo demonstraram aumento na proliferacdo celular ou
uma melhora da produg¢ao do bFGF em comparagdo com o grupo controle.

12" demonstraram aumento do nimero de fibroblastos de ratos,

Hardy et a
expostos a fotoestimulagao com /aser pulsado com densidade energética de 10
J/cm? por cinco minutos, tanto no grupo experimento quanto no grupo controle. Yu

et al®®

mostraram que a fotoestimulagdo a laser de fibroblastos resultou em
acumulo dos fatores basicos de crescimento e aumento significativo da contagem
de fibroblastos humanos derivados de cicatriz hipertrofica.

Pesquisas com culturas de células do tecido conjuntivo mostraram que a
fotoestimulagdo com laser He-Ne pode aumentar a produgdo do colageno e
protocolageno. Outro estudo sobre os efeitos da estimulagdo a /laser, em células,
tém reportado mudancas intracelulares especificas mais relatadas no
metabolismo do calcio. Efeitos estimulantes na proliferacdo dessas células podem
ser benéficos para restabelecer o tecido conjuntivo durante a cicatrizagdo de
feridas.?

Pesquisas avaliaram a influéncia da fotoestimulagdo a /aser de He-Ne com
baixas densidades energéticas em outros tipos de tecidos (tendbes, ossos, e
mucosa da faringe) com diferentes animais®*>'*%. Quanto & analise biomecanica
dos tenddes foi evidenciado aumento na concentragdo de colageno, indicando um
processo de cicatrizagdo mais rapido em comparagao ao grupo controle®®. Foi
demonstrado em pesquisas, que o laser promove organizagao de matriz 0ssea
em lesdes tibiais em ratos®', induzidas por cirurgia. Porém, outro estudo®
demonstrou que o laser nado interferiu na cicatrizacdo éssea e atribuiu esse
resultado a atenuacgéao (perda) de densidade energética. Em mucosas de faringes
de equinos, ficou evidenciado que as lesdes, irradiadas com laser de He-Ne,
cicatrizaram com 10 dias de tratamento em média, quando comparadas aos 18
dias do grupo controle®.

Enquanto evidéncias continuam a se acumular sobre os efeitos positivos da
fotoestimulagado a laser, pesquisadores estudam outros aspectos da cicatrizagcao
de feridas como: a produgao de colageno e a sintese de DNA, a estimulagéo de
macrofagos, a producéo de citocinas e a taxa de formagéao do tecido conjuntivo30.

Bisht et al.** avaliaram os efeitos do /aser de He-Ne na cicatrizagdo de

feridas em ratos. Realizaram duas incisdes dorsais medianas na pele dos
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animais. Os ferimentos da lateral esquerda foram irradiados diariamente com
laser de He-Ne com densidade energética de 4 J/cm?, as incisdes do lado direito
serviram como controle. A média de dias necessarios para a cicatrizacio
completa no grupo controle foi de 12 a 15 dias, enquanto que nos grupos
irradiados foram necessarios de 9 a 12 dias. Nas amostras histoldgicas, foi
possivel observar precoce epitelizacdo com maior reacdo fibroblastica e
neovascularizagdo nas incisdes irradiadas. A concentracdo de colageno
aumentou significativamente no grupo experimento no 17° dia de pos-operatorio.
Os autores comprovaram a acao bioestimulante do /aser na cicatrizacdo de
feridas nas peles dos ratos.

Pugliese et al.*

estudaram a acgao do /aser de baixa poténcia na sintese do
colageno e da elastina. Os autores realizaram ferimentos cutaneos, padronizados,
no dorso de 72 ratos da linhagem Wistar, e logo apods trataram as lesées com
laser de baixa poténcia do tipo Arseneto de Galio-Aluminio (Ga-Al-As) com 4 e 8
J/cm?. Os animais foram divididos em trés grupos, randomicamente, cada um com
média de 24 animais (G1, G2 e G3). O G1 era o grupo controle, o G2 recebeu
tratamento a base de laser com a técnica de aplicagao pontual, com forma de
onda continua a 670 nm e densidade de energia de 4 J/cm2 O G3 recebeu o
mesmo tratamento com uma densidade de energia de 8 J/cm?. Os animais foram
sacrificados com 24, 48 e 72 horas e aos 5.°, 7.° e 14.° dias. As secg¢des teciduais
foram coradas por Hematoxilina Eosina, Sirius Red e Orceina Resorcina. Os
autores evidenciaram aumento da deposigao de colageno e elastina nos animais
dos grupos 2 e 3 quando comparados ao grupo 1, embora sem significancia
estatistica (p > 0,05). Observaram também que esse aumento da deposigéo
atingiu maior significancia em relagédo ao G1 do 3.° ao 7.° dia. No tratamento com
irradiacao de 4 J/cm? (G2), observaram melhores resultados do que naquele em
que foi utilizada radiacdo de 8 J/cm?. Concluiram que o laser Ga-Al-As, nos
parametros especificados, induziu a biomodulagéo de fibras elasticas e colagenas
e, que a dose de 4 J/cm? foi mais eficaz do que a de 8 J/cm?.

No estudo de Rocha et al.*® 12 ratos Wistar foram submetidos a irradiacéo
com laser de baixa intensidade, com dosagem energética de 3,8 J/cm? com
tempo total de aplicacdo de 15 segundos. Divididos em dois grupos: controle e
experimento. Este ultimo foi tratado por trés vezes, imediatamente apds o ato

operatorio, dois e sete dias apds a realizagao de feridas cirurgicas. Dez dias apos
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o ato cirurgico, foram colhidas amostras das lesbes de ambos os grupos. Os
autores identificaram no estudo histopatologico e histomorfométrico aumento da
neovascularizacdo e da proliferacdo fibroblastica, e diminuicdo do infiltrado
inflamatdrio nas lesées do grupo experimento, concluindo a eficacia da terapia a
laser de baixa intensidade no processo de modulagéo da reparacgao tecidual, pois
contribuiu de forma significativa para uma cicatrizagdo tecidual mais rapida e
sequenciada.

As condic¢des ideais para avaliagao da eficacia da fotoestimulacéo do /aser
estdo sendo exploradas agora usando modelos de cicatrizes clinicas de feridas.
Portanto, estudos que usam modelos experimentais da ferida estdo ainda no
estagio inicial. Foi estabelecido que a hiperglicemia e o diabetes interferem
negativamente na cicatrizacdo, aumentando o risco de morbidade em ratos
diabéticos submetidos a procedimentos cirtrgicos®.

Em pesquisa realizada com /aser de baixa intensidade (He-Ne), em
queimaduras provocadas por nitrogénio liquido em ratos, ficou comprovado pela
analise histologica que a cicatrizagdo das feridas irradiadas foi mais rapida que a
das nao irradiadas. Nesse estudo foram realizadas trés padroes de queimaduras,
todas com seis milimetros de didametro, no dorso dos ratos, com nitrogénio liquido.
A primeira lesdo, em L, foi irradiada com 1.0 J/cm? com polarizacao linear paralela
a coluna dos ratos. A segunda lesédo, também em L, foi irradiada com a mesma
densidade energética de irradiagao, porém, esta foi alinhada perpendicularmente
a orientacao relatada. A terceira lesao foi feita no formato da letra C e este grupo
nao foi irradiado sendo determinado o grupo controle. Os animais foram
sacrificados no 3.° e 7.° dia apds a lesdo. Nos grupos experimentos, com leséo
em L, os quais foram irradiados, ficou evidenciada, pela analise histolégica, mais
rapida cicatrizagao. Foi observado também, que o reparo da pele dependia da
orientagcdo da polarizagdo com respeito ao eixo referencial com a coluna dos
animais. Os resultados indicaram que a diregao relativa da polarizacao do laser
desenvolve um papel importante no processo de cicatrizagao quando o /aser He-
Ne é usado com alta luz coerente®’.

Arruda et al.>® realizaram uma andlise comparativa da influéncia da terapia
a laser de baixa intensidade (TLBI) na organizagcédo das fibras de colageno, na
dose de 3 J/cm? com dois comprimentos de ondas, 670 nm e 904nm. Utilizaram

37 ratas Wistar, as quais foram submetidas a tenotomia total por meio de
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cisalhamento transversal do tendao na por¢gao média, entre a inser¢gao calcanea e
a jungao miotendinea. Os animais foram distribuidos em cinco grupos sendo o
grupo A: submetido a irradiagao a laser de 904 nm, o grupo B recebeu irradiagéo
de 670nm, o grupo AB recebeu a irradiagdo de ambos os lasers, o grupo CGL foi
submetido ao tratamento placebo e o grupo padrdao GP nao sofreu lesdo. Os
grupos experimentos receberam 12 sessbes de laserterapia. Os autores
utilizaram do paréametro retardo optico (RO) (método de analise de organizagao
das fibras de colageno utilizando uma de suas propriedades anisotropicas Opticas.
Os valores de retardo o6ptico sdo maiores quanto maior o brilho visivel da
birrefringéncia das fibras de colageno) para avaliagao dos grupos. Foi observado
que o0s grupos irradiados apresentaram valores de RO maiores pela
birrefringéncia, quando comparados ao grupo placebo, sendo que o grupo GAB
foi o que apresentou melhores resultados. Concluiram que o0s grupos
experimentos apresentaram maior organizagao das fibras colagenas ao longo do
eixo longitudinal do tendao, evidenciando melhor qualidade do reparo.

Aratijo et al.*°, para entender melhor os efeitos fotobioldgicos da radiacédo a
laser, realizaram estudo por microscopia eletrénica, imunoistoquimica e auto-
radiografia dos efeitos morfololdgicos e funcionais na pele lesionada de ratos
irradiados e ndo-irradiados. Para o estudo foram feitas espessas lesées no dorso
dos ratos e estas foram expostas por trés minutos a uma densidade energética de
1 J/cm? (irradiagédo do /aser He-Ne) a qual foi calculada de acordo com a area da
lesdo, com comprimento de onda de 632,8nm e 10 mW de poténcia de saida nos
1.°, 5.°,8.°, 12.° e 15.° dia de pds-operatorio. As lesbes que nao foram irradiadas
foram consideradas o grupo controle. As lesdes foram escolhidas aleatoriamente
para o laser e para o controle. Os animais foram inoculados com H-prolina e
sacrificados uma hora depois, no 8.°, 15.° e 22.° dias para as analises histologicas
e auto-radiograficas. Os resultados das analises evidenciaram que as lesdes do
grupo experimento submetidas a irradiacdo mostraram reepitelizagdo mais rapida
quando comparada ao grupo controle. Nas lesdes irradiadas, os pesquisadores
verificaram predominio de células musculares a-actina positivas, as quais
correspondem a um maior numero de miofibroblastos, observadas ao microscopio
eletrénico. Além disso, a irradiacdo do /aser reduziu o processo inflamatério local
e ficou demonstrada a organizagdo do colageno e de fibrilas nas éareas de

reparagdo. A analise por meio da auto-radiografia quantitativa mostrou que a
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incorporacao da H-prolina foi significativamente maior na pele irradiada no 15.° dia
apods o ferimento. Os autores concluiram que, em modelo murino, a radiagdo a

laser poderia acelerar a cicatrizagédo cutanea.
2.4.2 Tecido Epitelial

As lesdes da pele podem envolver apenas a epiderme ou a epiderme e a
derme. Quando a pele é rompida, a substituicdo rapida da superficie é essencial
para reduzir os riscos associados com a sobrecarga e com a contaminacgéo.

A reepitelizagao € iniciada no periodo de 24 horas apos a lesdo. As células
basais da epiderme sofrem modificagcbes as quais permitem que as mesmas
migrem para o local de les&o; elas afrouxam suas inserc¢des intercelulares
(desmossomos), perdem a rigidez celular e desenvolvem pseudopodia actinica, o
que facilita a mobilidade celular.

As células epiteliais migram rapidamente em direcdo a base da ferida,
percorrendo por meio da lamina basal remanescente ou da estrutura de fibrina e
do coagulo sanguineo formado, nas lesdes mais profundas. As células migram
através do leito da ferida em resposta a inUmeras substancias na matriz da ferida,
incluindo fibronectina, fibrina e colageno (tipo V), o qual proporciona uma malha
estrutural para a migragao™’.

Nao existe clareza concernente aos fatores que iniciam o processo de
reestruturagcdo. Contudo, incluem fatores quimiotaticos, macromoléculas
estruturais, enzimas degradadoras, geometria dos tecidos, fibrina, colageno,
fibronectina e fatores de crescimento*'.

A diferenciacdo epitelial acompanha a migracdo. A atividade mitética,
controlada pelo sistema do monofosfato de adenosina ciclica (AMPc), aumenta no
epitélio recém-formado, resultando no espessamento do tecido e desenvolvimento
de uma aparéncia estratificada normal. Em seguida, ocorre a queratinizagéo, a
qual inicia pelas camadas superiores, seguida pelo desenvolvimento de um
estrato corneo completo*'.

Por fim, a epiderme retorna ao normal. Quando a membrana basal esta
presente, a reepitelizacdo esta completa, as células reassumem sua funcio e
aparéncia normal e hemidesmossomos se formam novamente para unir a

membrana basal e a camada de células epidermais. Nos locais onde a membrana
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basal é deficiente, a lamina basal é sintetizada pelas células epiteliais sobre uma

infra-estrutura de colageno recém formado™*.



3 Meétodos
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Para realizacdo deste estudo obedeceu-se a Lei Federal n.° 6.638 e as
orientagdes do Colégio Brasileiro de Experimentagcdo Animal (COBEA), entidade
filiada ao International Council for Laboratory Animal Science. O projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Pontificia Universidade
Catdlica do Parana (PUC-PR), conforme protocolo n.° 181.06/CEUA-PUCPR
(Anexo 1).

3.1 AMOSTRA

Para o estudo utilizaram-se 60 ratos machos (Rattus norvegicus albinus,
Rodentia mammalia), da linhagem Wistar, provenientes do Biotério Central da
Pontificia Universidade Catolica do Parana (PUCPR), com peso variando entre
298g e 451g, com média de 397.84 gramas e desvio padréo de 32,74 gramas. A

idade variou entre 100 e 150 dias.

3.2 AMBIENTE DE EXPERIMENTAGAO

Realizou-se o experimento no Laboratério de Farmacologia da Pontificia
Universidade Catdlica do Parana. Durante todo o periodo de estudo, os animais
ficaram alojados no Biotério Central da PUCPR, habitando caixas proprias para a
espécie, em numero de cinco animais para cada caixa. Manteve-se a temperatura
ambiente em 22 £ 2° C, o ciclo claro/escuro em 12 horas e a umidade relativa do
ar e o volume de ruido os préprios do ambiente. Todas as caixas estavam
dispostas em prateleiras a igual distancia da fonte de luz. Os animais tiveram livre

acesso a ragao propria para a espécie (NUVILAB, NUVITAL®) e a agua.
3.3 PROCEDIMENTO

Sob anestesia obtida com injecdo muscular de 0,1 ml/100g de peso do

animal de uma mistura de um mililitro de quetamina (50mg) com um mililitro de
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xilazina 2% (20 mg), realizou-se a tricotomia da regido dorsal com tricotomo,
seguindo-se a anti-sepsia com polivinilpirrolidona-iodo e delimitagdo do campo
operatério com campo esterilizado fenestrado.

Em seguida, fez-se uma incisdo longitudinal, na parte mediana do dorso
iniciando abaixo de uma linha imaginaria que corresponde a base da insercao das
patas anteriores, com quatro centimetros de extensdo, cuja espessura
compreendeu a pele e a tela subcutanea. Na sequéncia, realizou-se a sintese
com pontos separados simples, com fio monofilamentar de nailon 4.0, separados

um do outro por 1 cm (Figura 1).

Figura 1 - Aspecto final da ferida, feita no dorso de rato.

3.3.1 Pds-Operatorio

Receberam, imediatamente apds o término do ato operatorio, dose unica
de diclofenaco de potassio 10 mg/kg, por via intramuscular com finalidade

analgésica e antiinflamatéria®.
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ApoOs a recuperagdo anestésica, estes animais, devidamente marcados,

foram devolvidos as suas gaiolas.

3.3.2 Grupos de Estudo

Os ratos foram distribuidos ao final do ato operatério, aleatoriamente, em
dois grupos distintos contendo 30 animais em cada grupo, sendo que cada um
recebeu a seguinte designagao: GE (grupo experimento), tratado com laser e GC
(grupo controle) nao tratados.

Cada grupo foi subdividido em trés subgrupos com o mesmo numero de
animais, denominados GE dia 3, GE dia 7 e GE dia 14 e GC dia 3, GC dia 7 e GC
dia 14 (Figura 2), sendo respectivamente o terceiro, o sétimo e o décimo - quarto
dias poés-cirurgia.

O GE recebeu tratamento com /aser de baixa poténcia He-Ne com 4 J/cm?
de densidade de energia em 3 pontos da lesdo com duragédo de 36 segundos em

cada ponto.

Figura 2 — Esquema representativo da delimitacdo da composi¢cdo da amostra.

3.3.3 Tratamento a laser
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O aparelho utilizado foi aferido pela empresa Medmarte do Instituto Sao
Paulo na cidade de Curitiba, denominado /aser He-Ne Plasmax IV, LHN 9709 da
marca KLD Biossistemas® (Figura 3) com poténcia continua maxima de 5 mW,

comprimento de onda de 632,8 nm visivel com densidade de energia de 4 J/cm? .

Figura 3 - Aparelho de /laser He-Ne da marca KLD Biossistemas®.

Vinte quatro horas depois de realizada a leséo, as feridas dos animais do
GE receberam tratamento com /aser He-Ne, sendo um subgrupo por trés dias,
outro por sete dias e o ultimo por 14 dias, dosagem 4 Jicm? por 36 segundos
(padrédo do equipamento) em cada ponto, no local da lesdo de um em um
centimetro, totalizando trés pontos (Figura 4). Para aplicagao do /aser, os animais

foram sedados com propofol a 10 mg/Kg via intraperitoneal®.
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Figura 4 - Rato recebendo a aplicagao do laser

3.3.4 Eutanasia

Apos a analise macroscopica, no terceiro, sétimo e décimo-quarto dias,
sortearam-se dez animais de cada grupo que foram submetidos a eutanasia, em
cada um dos tempos, com dose letal de tiopental sddico intra-peritoneal (120
mg/Kg) (método de eutanasia recomendado para roedores e outros pequenos
mamiferos, contido na Resolucdo 714 do Conselho Federal de Medicina

Veterinaria de 20 de junho de 2002) aplicada na fossa iliaca esquerda.

3.3.5 Coleta do Material para Estudo

Para o estudo, foi ressecado um segmento de pele com area de 5x4 cm
que continha a cicatriz na parte medial. Foram desprezados, cerca de um
centimetro das extremidades do retalho, utilizando-se os trés centimetros centrais

da cicatriz para o estudo (Figura 5).
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Figura 5 - Esquema da delimitacao do retalho ressecado e do segmento da cicatriz

utilizado para exame
3.4 METODO DA ANALISE HISTOLOGICA

As pecgas foram estendidas em papel filtro, mergulhada em formalina
tamponada a 10%, em frascos numerados e assim encaminhadas ao estudo
histopatolégico. A fixacdo se deu por 24 horas.

Apos este periodo, as pecas preparadas foram incluidas em blocos de
parafina e submetidas a cortes transversais de cinco micrébmetros,
confeccionando-se trés laminas com dois cortes em cada uma. Os cortes
histolégicos foram corados pela Hematoxilina Eosina para identificagcdo dos
aspectos gerais, pela técnica do Sirius Red para a identificagdo dos colagenos | e
Il e uma das laminas foi destinada para estudo imunoistoquimico para
identificacao das células inflamatodrias.

Os cortes histolégicos, corados pela Hematoxilina-eosina, foram analisados

por meio do microscopio optico marca Olympus® modelo BX-51.
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Avaliaram-se campos representativos da area da cicatriz e neles os
achados de reacédo inflamatoria, edema, congestao vascular e presenga de tecido
de granulagado, baseados em protocolo proposto em estudo de Vizzotto et al.**
seguindo escore numérico, com notas negativas para as variaveis agudas e notas

positivas para as cronicas (Quadros 1 e 2).

Quadro 1 - Classificag&o e atribuigdo de indices aos achados histologicos nos

cortes corados pela Hematoxilina-eosina (HE)

Parametros Intensidade
Acentuada Moderada Discreta Ausente

Neutrdéfilos -3 -2 -1 0
Edema -3 -2 -1 0
Congestao -3 -2 -1 0
Monomorfonucleares 3 2 1 0
Tecido de granulagao 3 2 1 0
Fibrose 3 2 1 0

Quadro 2 - Caracterizagéo da fase do processo inflamatoério de acordo com

escores final de cada grupo

Fase do processo inflamatério Escore final de classificagao
Agudo -9a-3
Subagudo -29a3
Cronico 3,1a9

Para a visibilizagdo do coldgeno, baseado nos estudos de Junqueira®,
escolheu-se o método Picrosirius (Picrosirius-red F3BA), que em combinagéo
com a microscopia de polarizagédo (videomorfometria), permite identificar as fibras
colagenas, quantifica-las, qualifica-las e determinar a sua extensdo. Nessa
técnica, as fibras colagenas mais espessas e fortemente birrefringentes

apresentam-se coradas de tons de laranja a vermelho e representam o colageno
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I, enquanto as fibras mais finas e dispersas, fracamente birrefringentes
apresentam-se coradas de verde e representaram o colageno lll (Figura 6).

As imagens foram captadas por uma camera Sony® CCD 101, enviadas a
um monitor Sony Trinitron® colorido, congeladas e digitalizadas por uma placa
digitalizadora Oculus TCX® (coreco), foram analisadas pelo aplicativo Image Plus
4.5 para Windows em computador Pentium lll. Para cada lamina foi realizada a
leitura de trés campos, com ampli'agdo de 200 X, sobre a area da cicatriz e foi

obtida a média da leitura.

Figura 6 - Fotomicrografia de corte histologico de area de cicatriz, corado pelo Sirius Red,
sob luz polarizada, mostrando em tons de laranja a vermelho o colageno tipo |

e em verde o colageno tipo Il (200X)

Para a andlise imunoistoquimica utilizou-se o anti CD45 (LCA — Antigeno
Leucocitario) para avaliagdo da fase inflamatéria da cicatrizacéo®.

O grupo de anticorpos CD45 (antigeno comum do leucdcito) reconhece
uma familia de proteinas tirosina fosfotases que sado expressas em todas as
células hematolinféides e suas precursoras (com a excegao de eritrocitos e
megacariécitos maduros) e que nao estdo presentes em qualquer célula nao-

hematolinfoide. A coloragédo positiva € usualmente membranosa na distribuigéo,
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mas ocasionalmente coloracédo paranuclear é observada. Ha varios subgrupos de
anticorpos que detectam diferentes isoformas de proteinas CD45 "4,

Do material selecionado, na avaliagdo histolégica, foi preparada uma
lamina para a imunoistoquimica. Os cortes de tecido para reagdo CD-45 (LCA
clone136-4B5 IV WS- IgG1 da FK-Biotec®), em diluicdo 1:100, foram submetidos
a recuperagao antigénica em banho-maria com tampé&o citrato a 10 mmol/L em pH
6,0 para posterior processamento imunoistoquimico.

Para garantir a veracidade da coloragdo foram realizados controles. Para
controle externo positivo foi utilizado um fragmento de linfonodo. A derme e o
epitélio serviram de controle interno negativo.

Para analise foram contadas as células positivas, coradas em marrom,
para LCA por campo de grande aumento, num total de 10 campos, conforme

procedimento realizado no estudo de Barbosa*’.
3.4.1 indice de Maturidade da Cicatriz

Baseando-se nos percentuais de colageno tipo | e tipo lll, foi criado o indice
da maturacdo da Cicatriz — IMaC*®, definido como a razdo entre o percentual de
colageno tipo | sobre o percentual de colageno tipo Ill. Este indice varia entre zero
(percentual de colageno tipo I=0 e percentual de colageno tipo 111I=100) e mais
infinito (percentual de colageno tipo I=100 e percentual de colageno tipo I11=0).
Valores maiores do que um indicam que o percentual de colageno tipo | € maior
do que o percentual de colageno tipo lll, como pode se verificar na equagéo
(Quadro 3)*.

Quadro 3 — Equacgao para célculo do indice de Maturagao da Cicatriz (IMaC)

IMaC = % de Colageno Tipo |

% de Colageno Tipo Il
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Quadro 4 - Variagbes do indice de maturidade da cicatriz (IMaC) — de 0 a mais

infinito (+)
IMaC % Colageno Tipo | - Maduro % de Colageno Tipo lll - Imaturo
0 0 100
+ 100 0

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados descritivos obtidos do estudo foram expressos por médias e
desvios padrdes. Para a avaliacdo do efeito de grupo e do dia de avaliagao sobre
as variaveis do estudo, foi utilizada a Analise de Variancia (ANOVA) com dois
fatores (grupo e dia de avaliagdo).

A condicao de normalidade das variaveis foi verificada pelo teste de
Shapiro-Wilks e, para avaliagcdo da homogeneidade das variancias, foi usado o
teste de Lévene. Nos casos em que houve interagdo significativa entre os fatores,
a analise foi feita dentro de grupos e dentro de dia, considerando-se o teste t-
Student para a comparagdo dos grupos e a ANOVA com um fator para a
comparacgao dos dias de avaliagdo. Para as comparacdes multiplas foi usado o
teste LSD. Para as analises das tabelas do IMaC foi utilizado o teste de Fischer.

O nivel de significancia estatistica adotado foi de p < 0,05.



4 Resultados
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Durante o periodo de experimento nao houve obito.

Na observagcdo macroscépica, das feridas dos animais sorteados para a
analise no 3.° dia, tinham-se feridas com crostas em toda a extensdo. Nos
sorteados para o 7.° dia pods-operatorio, o animal de numero 10 do GE
apresentava ferida com pequena deiscéncia distal. As demais cicatrizes eram
limpas e reepitelizadas. Entre os sorteados para o 14.° dia, o animal de numero
seis do GE apresentava deiscéncia da parte média superior da ferida e o animal
de numero nove do GC apresentava deiscéncia mediana. As demais feridas

estavam limpas e reepitelizadas.

4.1 ASPECTOS MICROSCOPICOS GERAIS

Nos cortes histoldgicos das cicatrizes, com trés dias de evolugéo, péde-se
verificar que, nos dois grupos de estudo, o processo inflamatério tinha
caracteristicas de processo agudo (Quadro 5). No sétimo dia, passou a ter
caracteristicas de sub-agudo (Quadro 6) e no décimo-quarto dia, de crénico

(quadro 7)

Quadro 5 - Escore inflamatdrio obtido na analise histologica, para os dois grupos,

com 3 dias de evolugao

Processo inflamatoério

Grupo
Agudo Sub-agudo Crbnico
Dia 3 Experimento 10 0 0
Controle 9 1 0
Total 19 1 0
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Quadro 6 - Escore inflamatdrio obtido na analise histologica, para os dois grupos,

com 7 dias de evolugao

Processo inflamatério
Grupo
Agudo | Sub-agudo Crénico
Dia 7 Experimento 0 10 0
Controle 0 9 1
Total 0 19 1

Quadro 7 - Escore inflamatério obtido na analise histoldgica, para os dois grupos,

com 14 dias de evolugcao

Processo inflamatério
Grupo
Agudo Sub-agudo Crbnico
Dia 14 Experimento 0 4 6
Controle 0 2 7
Total 0 6 13

Observacao: perda de uma amostra histolégica do grupo controle por artefato de técnica.

Nao foi possivel avaliagéo.

No quadro 8 sdo apresentados os valores de mediana, valor minimo e valor
maximo do escore, nos trés momentos avaliados (Figura 7). A comparagao entre

0s grupos, nestes momentos ndo demonstrou diferencgas significantes (Quadro 9).

Quadro 8 - Média dos valores totais dos escores nos trés momentos de avaliagao

Momento Grupo n Mediana Minimo Maximo
Dia 3 Controle 10 -4,5 -6 -1
Experimento 10 -4 -8 -3
Dia7 Controle 10 1 -1 5
Experimento 10 1,5 -1 3
Dia 14 Controle 9 4 3 4
Experimento 10 4 0 5
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Quadro 9 - Valores de p para a comparagao do escores entre o grupo controle e

experimentos nos trés momentos de avaliagéao

o Valor de p
Momento de avaliagéo _
(controle x experimento)

Dia 3 0,579
Dia 7 0,912
Dia 14 0,661

Foi possivel observar um processo progressivo significante, dentro de cada

um dos grupos (Quadro 10).

Quadro 10 - Valores de p para a comparagao dos escores nos trés momentos de

avaliagao, dentro de cada grupo

Valor de p
Grupo
(3°. PO x 7°. PO x 14°. PO)
Controle <0,001 *
Experimento <0,001 **

(*)  3°.POx7°PO: p<0,001
3°. PO x 14°. PO: p<0,001
7°. PO x 14°. PO: p=0,003

(**y  3°. POx7°PO: p<0,001
3°. PO x 14°. PO: p<0,001
7°. PO x 14°. PO: p<0,001
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Figura 7 - Demonstracao grafica da evolugao inflamatéria nos grupos controle e

experimento, nos trés tempos avaliados (Fonte: quadro 8)

Nas figuras 8, 9 e 10 podem ser observados aspectos do infiltrado de

polimorfonucleares, congestao vascular, edema e fibrose.
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Figura 8 — Aspectos histolégicos observados no terceiro dia, demonstrando a presenca

de células inflamatérias (PMN) (—) e congestao vascular (*), nos cortes

histolégicos das cicatrizes dos grupos experimento e controle (HE — 100 X)



Figura 9 — Fotomicrografias demonstrando o processo inflamatério (=) com 7 dias de
evolugao, em cortes obtidos de cicatrizes de GE (Experimento) e de GC
(Controle) (HE — 100 X).

Figura 10 — Fotomicrografias de cortes histolégicos obtidos de cicatrizes dos grupos GE

(Experimento) e de GC (Controle) com 14 dias de evolugao onde se pode
observar reducao do infiltrado de células inflamatérias (—) e fibroplasia (*)
(HE - 100 X)
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4.2 AVALIACAO DA DENSIDADE DE COLAGENO NAS CICATRIZES

4.2.1 Colageno Tipo |

Inicialmente, testou-se a hipdtese nula de que nao existe interagao entre
grupo e momento de avaliagao, versus a hipdtese alternativa da existéncia da
interacdo. O resultado do teste indicou a nado rejeicdo da hipotese nula (p =
0,527). Nao se observou diferenga significante entre os grupos, nos trés

momentos analisados (Figura 11)
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Figura 11 - Relacdo das médias percentuais de colageno | dos dois grupos em cada

momento de avaliagdo (Fonte: quadro 11)

Considerando-se esse resultado, testou-se a hipdétese nula de que as
médias nos trés momentos de avaliagdo sao iguais, versus a hipétese alternativa
de que pelo menos um dos momentos tem média diferente dos demais. Também
se testou a hipotese nula de que as médias sao iguais nos dois grupos, versus a
hipotese alternativa de que os grupos tém meédias diferentes.

No quadro 11, sdo apresentadas as estatisticas descritivas de cada grupo,

em cada momento de avaliagéo.
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Quadro 11 - Estatisticas descritivas do percentual de colageno |

Momento Grupo n | Média | Mediana | Minimo | Maximo Desvio
padrao
Dia 3 Controle 10| 11,56 10,56 4,88 19,51 5,01
Experimento 10| 15,34 14,84 6,60 22,89 6,29
Dia7 Controle 10| 30,51 31,94 16,96 45,02 9,33
Experimento 10| 29,21 27,94 20,53 42,64 7,14
Dia 14 |Controle 10| 34,58 34,70 20,91 46,31 7,41
Experimento 10| 34,35 35,88 15,01 46,02 8,64

Na comparagdo dos momentos, em cada um dos grupos, o resultado do

teste estatistico indicou a rejeicdo da hipdtese nula (p<0,001) (Figura 12).
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Figura 12 - Comparacgao das médias do colageno | nos trés momentos, dos dois grupos.
Observa-se média crescente dentro de cada grupo, mas nao entre os grupos
(Fonte: Quadro 11)

Na comparagao dos grupos, o resultado do teste estatistico indicou a nao

rejeicdo da hipotese nula (p=0,698).
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4.2.2 Colageno Tipo I

Inicialmente, testou-se a hipdtese nula de que nao existe interagao entre
grupo e momento de avaliagdo, versus a hipotese alternativa de existéncia de
interacdo. O resultado do teste indicou a rejeicdo da hipétese nula (p=0,023)
(Figura 13).
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Figura 13 - Relagdo das médias percentuais do colageno lll, dos dois grupos, em cada

momento de avaliacdo (Fonte: quadro 12)

Considerando-se esse resultado, a comparacdo dos grupos e dos
momentos foi feita separadamente, ou seja, os grupos foram comparados dentro
de cada momento e os momentos foram comparados dentro de cada grupo
(Quadro 12).



Quadro 12 - Estatisticas descritivas do percentual de colageno IlI
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Momento | Grupo n Média | Mediana | Minimo | Maximo Desvio
padrao

Dia 3 Controle 10 | 18,30 17,26 6,97 29,68 7,66
Experimento 10 | 33,59 31,29 16,41 52,63 10,18

Dia 7 Controle 10 | 32,04 33,97 8,86 43,02 10,15
Experimento 10 | 29,63 27,47 14,62 49,27 10,34

Dia 14 | Controle 10 36,16 37,21 25,76 45,56 6,15
Experimento 10 | 40,13 38,64 14,29 60,59 13,65

A comparacgao entre os dois grupos, demonstrou haver maior densidade de

colageno do tipo Il no grupo experimento, no terceiro dia (p = 0,001) que deixa de

existir no sétimo e no décimo-quarto dia (Quadro 13).

Quadro 13 - Comparagao das médias do colageno lll, dos dois grupos, em cada

momento de avaliacao

Momento de avaliagcao

Valor de p

(controle x experimento)

Dia 3
Dia 7
Dia 14

0,001
0,605
0,412

O grupo controle mostra ganho gradual de colageno Il do terceiro para o

sétimo dia (p = 0,001), ndo havendo ganho significante do sétimo para o décimo-

quarto dia (p = 0,269). Ja o grupo experimento apresenta densidade maior no

terceiro dia e permanece com densidade semelhante nos demais tempos de

observagao (Quadro 14).
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Quadro 14 - Comparagao das médias do colageno Ill, nos momentos de

avaliacdo, em cada grupo

Valor de p
Grupo
(3°. PO x 7°. PO x 14°. PO)
Controle <0,001*
Experimento 0,139

(*) 3°. PO x 7°. PO:  p=0,001
3°. PO x 14°. PO: p<0,001
7°. PO x 14°. PO: p=0,269

Para cada momento, testou-se a hipotese nula de que as médias sao
iguais nos dois grupos, versus a hipotese alternativa de que os grupos tém

médias diferentes. S6 ocorreu diferenga significante no terceiro dia (Figura 14).
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Figura 14 - Comparagao das médias do colageno lll, nos trés momentos (Fonte: quadro
12)

4.2.3 Colageno Total
Embora existam outros tipos de colageno, considerando que suas

proporcdes nos tecidos sao muito pequenas, utilizou-se a somatoéria dos

colagenos do tipo | e lll para a analise do colageno total.
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Inicialmente, testou-se a hipétese nula de que nao existe interagao entre
grupo e momento de avaliagdo, versus a hipotese alternativa de existéncia de
interagdo. O resultado do teste indicou a rejeicdo da hipdtese nula (p = 0,014)
(Figura 15).
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Figura 15 - Relacdo das medias percentuais de colageno total, dos dois grupos, em

cada momento de avaliagao (Fonte: quadro 15)

Considerando-se esse resultado, a comparagédo dos grupos e dos
momentos foi feita separadamente, ou seja, os grupos foram comparados dentro
de cada momento e os momentos foram comparados dentro de cada grupo
(Quadro 15) (Figura 16).

Quadro 15 - Estatisticas descritivas do percentual de colageno total

Momento Grupo n Média | Mediana | Minimo | Maximo Desvio

padrao

_ Controle 10 | 29,86 25,87 19,85 49,19 10,12
Dia3 Experimento 10 | 48,92 49,40 23,01 63,15 12,51

_ Controle 10 | 62,54 64,88 25,82 84,91 17,43
Dia 7 Experimento 10 58,83 58,14 44,98 78,45 11,69

. Controle 10 | 70,73 72,72 49,68 85,79 10,86
Dia 14 Experimento 10 | 74,47 76,56 60,31 83,12 7,53
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Na analise de cada momento pode-se observar que o grupo experimento
tinha maior densidade de colageno com trés dias de evolugao (p = 0,001). Esta
vantagem ndo se manteve nos demais tempos de avaliagdo (Quadro 16). A
observagao intra-grupo mostrou ganho significante com o evoluir do tempo
(Quadro 17).

Quadro 16 - Comparagao das médias do colageno total, nos dois grupos, em

cada um dos momentos de avaliagao

_ Valor de p
Momento de avaliagéo

(controle x experimento)

Dia 3 0,001
Dia 7 0,583
Dia 14 0,383

Quadro 17 - Comparagéo das médias do colageno total, nos trés momentos de

avaliacdo, em cada grupo

Valor de p
Grupo
(3°. PO x 7°. PO x 14°. PO)
Controle <0,001*
Experimento <0,001 **

(*)  3° PO Xx7°. PO: p < 0,001
3°. PO x 14°. PO: p < 0,001
7°. PO x 14°. PO: p = 0,177

(**)  3° PO x 7° PO: p = 0,0499

3°. PO x 14°. PO: p < 0,001
7°. PO x 14°. PO: p = 0,003

Para cada momento, testou-se a hipotese nula de que as médias sao

iguais nos dois grupos, versus a hipdtese alternativa de que os grupos tém
médias diferentes.
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Figura 16 - Comparacgéo das médias do colageno total, nos trés momentos de

avaliagao, dos dois grupos (Fonte: quadro 15)

Nas figuras 17,
densidade dos colagenos do tipo | e do tipo Il nos trés momentos avaliados
corados pelo método Picrosirius, como mencionado anteriormente, a cor laranja

representa o colageno tipo I, enquanto que a cor verde, a densidade do colageno

tipo IlI.

Figura 17 - Fotomicrografias de cortes histologicos de areas de cicatrizes dos grupos GE e
GC, coradas pelo Sirius Red, sob luz polarizada, mostrando em tons de

laranja a vermelho o colageno tipo | e em verde o colageno tipo Il (200X), na

avaliacdo do 3.° dia.

18 e 19 pode-se observar aspectos histoldégicos da




Figura 18 - Fotomicrografias de cortes histoldgicos de areas de cicatrizes, corados pelo
Sirius Red, sob luz polarizada, mostrando em tons de laranja a vermelho o
colageno tipo | e em verde o colageno tipo Il (200X) no 7° dia de avaliagao, no
GE e GC.

Figura 19 - Fotomicrografias de cortes histoldgicos de areas de cicatrizes, coradas pelo

Sirius Red, sob luz polarizada, mostrando em tons de laranja a vermelho o
colageno tipo | e em verde o colageno tipo Il (200X) no 14° dia de avaliagao
no GE e GC.

4.2.4 indice de Maturidade da Cicatriz (IMaC)

No quadro 18, sdo apresentadas as estatisticas descritivas do IMaC de

cada grupo, em cada momento de avaliagao.
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Quadro 18 - indice de maturidade das cicatrizes nos trés tempos estudados e nos

dois grupos
Momento Grupo n | Média | Mediana | Minimo | Maximo Desvio
padrao
Controle 10 | 0,79 0,53 0,29 2,67 0,70
] Experimento| 10 | 0,48 0,50 0,16 0,78 0,20
Controle 10 | 1,04 1,01 0,56 1,91 0,39
! Experimento| 10 | 1,14 0,88 0,57 2,92 0,69
14 Controle 10 | 0,97 0,87 0,66 1,32 0,24

Experimento| 10 | 1,08 0,94 0,25 3,22 0,82

Inicialmente, testou-se a hipdtese nula de que nao existe interagao entre
grupo e momento de avaliagdo, versus a hipdtese alternativa de existéncia de
interac&o. O resultado do teste indicou a n&o rejeicdo da hipétese nula (p=0,408)
(Figura 20).
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Figura 20 - Relagdo das médias do IMaC do grupo experimento e controle nos trés

momentos de pds-operatorio.(fonte: quadro 18)

Considerando-se esse resultado, testou-se a hipdtese nula de que as

meédias sao iguais nos dois grupos, versus a hipotese alternativa de que os
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grupos tém médias diferentes. Também se testou a hipotese nula de que as
médias nos trés momentos de avaliagdo s&o iguais, versus a hipdtese alternativa
de que pelo menos um dos momentos tem média diferente dos demais.

Na comparagao dos grupos, o resultado do teste estatistico indicou a ndo
rejeicao da hipétese nula (p = 0,834).

Na comparagdo dos momentos, o resultado do teste estatistico indicou a
rejeicdo da hipotese nula (p = 0,026) (Figura 21).
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Figura 21 - Comparacgéo das médias do IMaC dos dois grupos, nos trés momentos do

pos-operatério. (Fonte: quadro 18)

4241 Analise do indice de maturidade dicotomizado

Entende-se como indice dicotomizado a avaliagdo, separando o numero de
cicatrizes com indice até 1 e as com indice maior do que 1.

Para cada momento de avaliagdo (3 dias, 7 dias e 14 dias), testou-se a
hipétese nula de que a proporcdo de casos com indice de maturidade maior do
que 1 no grupo controle é igual a proporgao de casos com indice de maturidade
maior que 1 no grupo estudo, versus a hipotese alternativa de proporgdes
diferentes. Na avaliagdo do 3.° dia, ndo existiu diferengca entre os grupos
(p=0,474) (Tabela 1). Também ndo existiu diferenca na avaliagdo do 7.° dia (p=1)
(Tabela 2) e do 14.° dia (p=1) (Tabela 3) (Figura 22).



grupos

Tabela 1 — indice de maturidade da cicatriz na avaliagdo do 3° dia, nos dois

] GRUPO
Indice de maturidade
Controle Experimento
Até 1 8 10
80,00% 100,00%
Maior que 1 2 0
20,00% 0,00%
Total 10 10

p=0474

grupos

Tabela 2 — indice de maturidade da cicatriz na avaliagdo do 7° dia, nos dois

. GRUPO
Indice de maturidade
Controle Estudo
5 6
Até 1
50,00% 60,00%
5 4
Maior que 1
50,00% 40,00%
Total 10 10

p=1

grupos

Tabela 3 — indice de maturidade da cicatriz na avaliagdo do 14° dia, nos dois

. GRUPO
Indice de maturidade
Controle Estudo
6 5
Até 1
60,00% 50,00%
4 5
Maior que 1
40,00% 50,00%
Total 10 10
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INDICE DE MATURIDADE (Colageno licolageno 1)
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Figura 22 - Percentual do IMaC do grupo controle e experimento nos 3 momentos do pos-

operatério

4.3 REACAO INFLAMATORIA AVALIADA PELA IMUNOISTOQUIMICA

Para a analise histomorfométrica do infiltrado inflamatério utilizou-se a
marcacao dos leucdcitos pelo anti-CD45%.

Inicialmente, testou-se a hipotese nula de que néo existia interacéo entre
grupo e momento de avaliagdo, versus a hipotese alternativa de existéncia de
interagdo. O resultado do teste indicou a rejeicdo da hipétese nula (p<0,001)
(Figura 23).
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Figura 23 - Relagdo das médias percentuais de leucdcitos, nos dois grupos em cada

momento de avaliagdo (Fonte: quadro 19)

Considerando-se este resultado, a comparagcdo dos grupos e dos
momentos foi feita separadamente, ou seja, os grupos foram comparados dentro
de cada momento e os momentos foram comparados dentro de cada grupo
(Quadro 19).

Quadro 19 - Estatisticas descritivas das médias do niumero de leucdécitos de cada

grupo, em cada momento de avaliagéao

Momento Grupo n Média | Mediana | Minimo | Maximo Desvio
padrao
_ Controle 10 | 28,70 28,55 26,70 31,90 1,50
Dia3 Experimento | 10 22,97 22,80 21,10 25,70 1,57
. Controle 10 | 24,61 25,25 22,40 26,60 1,36
Plat Experimento | 10 | 21,84 21,90 20,30 23,30 1,15
_ Controle 9 10,06 9,90 8,40 11,90 1,10
Dia 14 Experimento 9 4,07 4,30 2,50 4,90 0,74

A analise das médias do numero de leucécitos em cada um dos tempos
permitiu verificar que, no grupo experimento, a intensidade do processo
inflamatorio foi menor nos trés tempos (Quadro 20) e a regressao foi mais rapida
(Quadro 21) (Figura 24).
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Quadro 20 - Comparagéo das médias do numero de leucdcitos, nos dois grupos

em cada um dos momentos de avaliagcao

o Valor de p
Momento de avaliagéo _
(controle x experimento)

Dia 3 < 0,001
Dia 7 < 0,001
Dia 14 < 0,001

Quadro 21 — Comparacao das médias de leucocitos presentes nos trés

momentos, em cada grupo

Valor de p
Grupo
(3°. PO x 7°. PO x 14°. PO)
Controle <0,001*
Experimento < 0,001 **

(*)  3°.POx7°PO: p<0,001
3°. PO x 14°. PO: p < 0,001
7°. PO x 14°. PO: p < 0,001

(**)  3°.POx7°PO: p=0,048
3°. PO x 14°. PO: p < 0,001
7°. PO x 14°. PO: p < 0,001
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Figura 24 - Comparagao das médias do numero de leucdcitos presentes nos cortes
histologicos, nos trés momentos de avaliagdo, nos dois grupos (Fonte:
Quadro 19)

As figuras 25, 26 e 27 demonstram a infiltracdo de leucécitos nos trés

momentos de avaliagao.

Figura 25 — Fotomicrografias de cortes histolégicos demonstrando os leucécitos

marcados pelo anti CD45 (*), na avaliagao do terceiro dia (400 X)
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Figura 26 — Fotomicrografias de cortes histolégicos demonstrando os leucécitos

marcados pelo anti CD45 (*), na avaliagéo do sétimo dia (400 X)

Figura 27 — Fotomicrografias de cortes histolégicos demonstrando os leucécitos

marcados pelo anti CD45 (*), na avaliagao do décimo-quarto dia (400 X)



5 Discussao
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A cicatrizacdo de feridas pode ser beneficiada quando os principais
eventos que a possibilitam sao estimulados, ou seja, nutricao, proliferacao celular

13,14,30,50_ O J/aser de baixa

e controle da inflamagado e infecgdo, por exemplo
intensidade tem sido identificado em diversos estudos com modelo de animais,
ratos e coelhos, como coadjuvante na cicatrizagdo devido ao incremento da
revascularizacdo, da energia em forma de ATP as células de reparo, a
proliferagdo de fibroblastos e a inibicdo de mediadores quimicos da inflamagao®’.

Diante dos principais fatores envolvidos no processo cicatricial, buscou-se
identificar neste estudo a influéncia do /aser na cicatrizagdo em seus aspectos
gerais. Os fatores escolhidos na analise procuraram observar a resolugdo do
processo inflamatorio, considerando a congestao vascular, o edema e o infiltrado
inflamatério na lesao; o reparo tecidual, com a observacdo da densidade do
colageno e os tipos predominantes e ainda a regressao da inflamagéo por meio
da presenca de leucdcitos.

O modelo animal em rato tem sido o mais usado pela maioria dos
pesquisadores, quando pretendem avaliar a cicatrizacdo da pele e da tela

subcutanea'® 41839

, pois este animal tem ciclo de vida curto, € de facil aquisicdo e
uniformizacdo da amostra, € de baixo custo tanto de aquisicdo quanto de
manutencdo e exige simples hospedagem. Ja o modelo animal em coelhos é
preferido quando a cicatrizacdo a ser observada da-se em musculos ou
tenddes>"2.

O modelo in vivo foi preferido ao in vitro devido a maior possibilidade de
considerar os efeitos de atenuacado da densidade energética no tecido do que na
aplicagao direta na célula.

Segundo Ortiz et al.>® o éxito do /aser de baixa intensidade na cicatrizacdo
de feridas deve-se as respostas biolégicas que esta luz induz nos tecidos como:
reducdo do edema, resolugcdo precoce de processo inflamatério, aumento na
sintese de colageno e epitelizagéo.

Quanto a escolha do comprimento de onda do /aser para realizagao deste

estudo, a emissao da luz vermelha do He-Ne foi preferida, uma vez que King et
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al.'® comprovaram que este comprimento de onda é adequado para o tratamento
de lesbes mais superficiais como as lesdes de pele, pois sua energia penetra em
torno de 2 milimetros, enquanto que a emissao do /laser de Ga-As infravermelho
penetra de 2 a 4 milimetros na tela subcutdnea sendo indicado para tratamento
de lesbes mais profundas.

Na avaliacdo dos achados de reacdo inflamatéria, no presente estudo,
foram utilizados os seguintes parametros: edema, congestao vascular e presenga
de tecido de granulacdo, baseado em estudos anteriores seguindo escore
numeérico, com notas negativas para as variaveis agudas e notas positivas para as
cronicas®®. Os resultados demonstram que ndo houve diferenca significativa entre
0 grupo controle e experimento com relagdo ao score da reagao inflamatéria. O
grupo controle teve score mediano no 3.° dia de -4,5 o que caracteriza processo
inflamatdrio agudo, enquanto que o grupo experimento apresentou score de -4,0,
também reacado inflamatéria aguda. Quanto ao 7.° dia, o grupo controle e
experimento apresentavam caracteristicas de processo inflamatério subagudo e,
no 14.° dia, ambos os grupos apresentavam o mesmo score de 4, caracterizado
como processo inflamatério crénico.

Com relacao ao percentual de colageno tipo I, na comparagcao dos grupos
controle e experimento, ndo houve diferenga significativa. Porém, quando
comparados os momentos de avaliagdo 3.°, 7.° e 14.° dia, em cada grupo, o
percentual de colageno tipo | apresentou aumento, porém néo significativo no 3°
dia. Quanto ao percentual do colageno tipo lll, foi observado aumento significativo
também no 3° dia de avaliagdo no grupo irradiado. Na comparagado dos grupos,
controle e experimento, o percentual total de colageno foi maior no grupo
experimento sendo que no 3° dia apresentou significancia estatistica. Os
resultados confirmam que o /aser de baixa intensidade com densidade energética
de 4 J/cm? promove aumento na deposi¢gao de colageno tipo Ill no 3.° dia pos-
operatdrio.

Carvalho et al.™

realizaram uma analise morfométrica do percentual das
fibras colagenas por densidade de cor em 48 ratos. Utilizaram o /laser He-Ne com
dose de 4 J/cm? no grupo experimento. Avaliaram os resultados no 3.°, 7.° e 14.°
dia do pés-operatdrio e também constataram aumento significativo no percentual
de colageno do 3.° ao 7.° dia. Quando comparado o 14.° com o 7.° dia

observaram uma desaceleragdo no percentual de colageno no grupo |
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(experimento), Os autores atribuem esta desaceleragcdo ao estado de maturagao
destas feridas, uma vez que ha relatos de que na fase de remodelagem/
maturacgao a proliferagdo celular diminui assim como, o numero e o tamanho dos
fibroblastos. No presente estudo, ha evidéncias de diminuicdo no percentual de
colageno tipo Il a partir do sétimo dia.

1.'* estudaram os efeitos do /aser de baixa intensidade sobre

Pugliese et a
os ferimentos cutaneos padronizados em 62 ratos Wistar. Foi utilizado o laser de
Ga-Al-As com diferentes densidades energéticas. Nas analises morfométricas
observaram uma maior expressao de fibras colagenas, embora sem significancia
estatistica. Constataram também que os melhores resultados ocorreram nos
grupos irradiados com 4 J/cm? do que os grupos irradiados com 8 J/cm? Na
avaliacdo da reacédo inflamatoria observaram que nos grupos irradiados ocorreu
uma reducado no edema, congestao e infiltrado inflamatério. Quanto ao incremento
da cicatrizacdo, os autores atribuiram ao /laser um aumento significativo no
deposito de colageno que pode acontecer por indugdo da proliferacdo celular ou
ainda por um aumento no processo de sintese e secreg¢ao proteica, existindo
também a possibilidade de ambos os mecanismos ocorrerem simultaneamente.

Sobre a maturidade da cicatriz, o indice de maturagdo do colageno foi
avaliado pelo método Picrosirius. As lédminas coradas pelo Sirius Red
possibilitaram avaliar o tipo de colageno e quantifica-lo nas amostras. Diversos
autores compararam varios métodos de coloracdo para analise do colageno e
concluiram que o corante Picrosirius € o mais seletivo, de facil execucao e
interpretacdo, sendo especifico para o estudo do colageno tecidual, pois a
quantidade de corante aderido é proporcional a quantidade da proteina presente,
possibilitando o seu uso para a quantificacdo da mesma*® 4% >4,

Apesar dos resultados do IMaC nao conferirem significancia estatistica,
notou-se no grupo experimento no 7.° e 14.° dia uma desaceleragdo do processo
de cicatrizagdo, estes achados corroboram com estudos anteriores’® e podem ser
justificados pela diminuigdo da proliferagao dos elementos celulares nesta fase.

Quando analisadas por meio da imunoistoquimica, as quantidades de
células inflamatdrias presentes nas lesdes de ambos os grupos apresentaram um
aumento nas amostras do grupo controle, quando comparada com o grupo
experimento (tratado com /aser), fato este que determina a diminuig¢ao significativa

do processo inflamatério. E importante salientar que os resultados apontaram
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maior infiltrado de células inflamatdrias no grupo controle. No grupo experimento,
além de ser menor, ocorreu precoce resolucdo do processo inflamatoério. Esses

achados também foram verificados por outros autores'>°

0s quais também
observaram redugédo do edema inflamatério nos grupos irradiados com laser de
baixa poténcia.

Na comparagao dos momentos de avaliagao 3.°, 7.° e 14.° dia, observou-se
também reducéo significativa das células inflamatérias no grupo irradiado. Estes
achados corroboram com estudos anteriores®*>°. Os autores concluiram que os
efeitos positivos do /aser na cicatrizacdo tecidual se devem ao incremento da
proliferacéo celular e a expressiva reducao do infiltrado inflamatério.

Exames realizados por laboratoérios tém determinado que a fotoestimulagao
do /aser reduz a inflamacédo pela diminuicdo do nivel de prostaglandina E2
(PGE2) e inibicdo da ciclooxigenase-2, em culturas. S&o atribuidas outras
explicacdes para defender os mecanismos analgésico e neuro-farmacoldgico do
laser que sdo bem documentados, quando o mesmo é aplicado sobre pontos
especificos ou chamados trigger points, agindo na liberacdo de endorfina,
substancia neuroquimica que tem ac&o de inibicao da dor*®*°,

Artijo et al®® observaram que o processo de reepitelizacdo ocorreu
precocemente no grupo irradiado com /laser He-Ne. Verificaram que na derme das
feridas irradiadas continha mais fibroblastos grandes ativados, bem como um
maior numero de miofibroblastos. Além disso, constataram que os fibroblastos
das lesbes irradiadas apresentaram uma maior densidade de colageno contendo
fagossomos. Concluiram ainda que a irradiag&o inibe as respostas inflamatorias,
pois observaram o precoce desaparecimento de neutrdfilos, necrose nos
primeiros dias de cicatrizacdo e discreto edema intersticial nos ultimos dias da
inflamacao.

Rocha et al.®®

investigaram o comportamento de feridas cutaneas
provocadas, na regido dorsal de 12 ratos Wistar, as quais foram submetidas a
irradiacdo com laser de baixa intensidade, com dosagem energética de 3,8 J/cm?,
com tempo total de aplicagdo de 15 segundos. Os animais foram alocados em
dois grupos, controle e experimento e este ultimo foi tratado por trés vezes,
imediatamente apos o ato operatério, 48 horas e sete dias apos a realizacdo de
feridas cirurgicas. Dez dias apdés o ato cirurgico, foram colhidas amostras das

lesdes de ambos o0s grupos para realizacdo do estudo histopatolégico e
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histomorfométrico. Foram evidenciados aumentos da neovascularizagdo e da
proliferacdo fibroblastica, e diminuicdo do infiltrado inflamatorio nas lesbes do
grupo experimento. Os autores concluiram que a terapia a /aser de baixa
intensidade € um método eficaz no processo de modulagao da reparacao tecidual,
o que contribui de forma significativa para uma cicatrizagao tecidual precoce.

O recurso do laser, apesar de ser empregado desde a década de 70 na
pratica médica, € ainda objeto de estudo. Na presente pesquisa, verificou-se o
incremento da densidade de colageno tipo Ill no 3° dia pds-operatorio, aumento
no percentual total de colageno, diminuigdo do infiltrado inflamatério e precoce
resolucao da fase inflamatdria nas feridas irradiadas, fatos esses, que justificam a
utilizagao do laser em cicatrizagéo de feridas.

Embora tenham sido realizados e publicados muitos estudos clinicos
favoraveis ao uso do /aser, seus mecanismos que aceleram o processo de
cicatrizacdo ainda nao estdo totalmente elucidados. Ficam outras hipoteses a
serem testadas como: o /laser melhora a transcricdo de RNA ao mesmo tempo
que reduz a fase inflamatdria e antecipa a fibroplasia? Para verificar a agcdo do
laser na transcricdo de RNA se faz necessario novas pesquisas utilizando de um
imunomarcador para RNA. O incremento de oxigénio e ATP favorecido pelo uso
do /aser é fator determinante para uma angiogénese precoce? Para confirmar
essa hipotese, faz-se necessario o uso do imunomarcador especifico para vaso
sanguineo. Para assegurar os efeitos do /aser de baixa intensidade no processo
de cicatrizacao falta ainda consenso e padronizacado das variaveis fisicas: tempos
e técnicas de aplicacdo, densidades de energia, poténcias de saida e

comprimentos de onda.



6 Conclusoes
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A analise dos resultados permite concluir que, nas condi¢gdes do
experimento, a laserterapia com He-Ne, com poténcia continua maxima de 5 mW,
comprimento de onda de 632,8 nm, visivel com densidade de energia de 4 J/cm?,
aplicada em feridas de ratos:

1. ndo modifica a qualidade da reacao inflamatéria, encontrando-se no 3.° dia
reacao inflamatéria do tipo agudo, no 7.° dia do tipo sub-agudo e no 14.° do
tipo crénico;

2. leva a maior densidade de colageno no inicio do processo, verificado na
avaliagao do 3.° dia em virtude da maior densidade de colageno tipo lll;

3. nao interfere no IMaC de forma significativa em todos os momentos
avaliados; e

4. diminui a intensidade do infiltrado inflamatério, verificado em todos os

tempos avaliados.
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