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Acao do laser de baixa poténcia no processo de re-epitelizacido corneana
Resumo

A resposta cicatricial corneana, desencadeada por procedimentos refrativos com o objetivo de
correcao de ametropias (corre¢cdo de erros de refracdo), representa um fator determinante para
a eficacia do resultado final. Algumas complica¢des pos-operatorias como a hipocorregdo, a
hipercorrecdo, a exacerbacdo de processos inflamatorios e a formacdo de opacidades
corneanas (haze), estdo diretamente relacionadas a esse processo cicatricial. Por outro lado, a
aplicacdo da Terapia com Laser de Baixa Poténcia (TLBP) tem demonstrado resultados
surpreendentes especialmente no reparo tecidual. Dessa forma, conhecer como se da o
processo de biomodulagdo, com laser de baixa poténcia, na reparacdo de corneas, passa a ter
um atrativo especial na oftalmologia. Por isso, propds-se nesse trabalho a avaliagdo da acao
do laser de baixa poténcia, Arseneto de Galio Aluninio (AsGaAl), com comprimento de onda
em 650nm, sobre o processo de reparacao epitelial da cornea de coelhos (Nova Zelandia). A
fim de verificar o nivel de epitelizagdo clinica foi realizada uma avaliagdo morfométrica com
a ajuda do programa Leica Q-win, com acompanhamento durante todo o processo de
tratamento com Laser. Apds o término do tratamento, uma anélise histomorfométrica permitiu
avaliar o processo de re-epitelizacdo das cérneas. O presente trabalho mostrou que a agdo do
Laser de baixa poténcia de 650 nm e fluéncia de 1,5 J/cm® ndo apresentou diferenca
significativa na acelara¢do do processo de reparo tecidual do epitélio da cornea. Da mesma
forma, ele ndo apresentou efeito inibitorio do reparo tecidual, o que foi observado a partir da
investiga¢do realizada com a anélise histomorfologica e histomorfométrica.

Palavras-chave: fotobioestimulagdo, cicatrizagdo corneana, Terapia com Laser de Baixa
Poténcia



Low power laser action in the wound healing cornea process

Abstract

The corneal wound healing response, started by refractive surgical procedures to correct
ametropia, it is a major determinant of efficacy of the results. Some post surgical
complications as overcorrection, undercorrection, inflammatory procedures and corneal
stroma opacification, are directly related to the healing process. On the other hand, the low
power laser therapy has demonstrated amazing results in wound healing tissue. For
ophthalmology is a special attractive to know how occurs the biomodulation process with low
power laser therapy in the corneal wound healing. Therefore, the main of this work was to
evaluate the action of the low power laser, semi-conductor diode AsGaAl laser, wavelength at
650 nm, in the wound healing process of New Zealand rabbit cornea. To verify the clinical
healing a morphometrical evaluation was performed with Leica Q-Win Software, during all
the laser treatment. After the end of treatment the corneal healing process was evaluated by a
histomorphometrical analysis. The present work demonstrated that the 1,5 J/cm® low power
laser action at 650 nm has no significantly contribution to faster or inhibitory corneal healing
process by histomorphological an histomorphometrical analyses.

Key-words: fotobiostimulation, corneal healing, low power laser therapy
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1 INTRODUCAO

O emprego do laser constitui-se em um dos recursos utilizados em cirurgias de corneas
com o objetivo de corregdo de ametropias (correcdo de erros de refragdo). Com a ablacdo
tecidual, induzida pela acdo fisica do excimer laser sobre o estroma anterior da cornea, ¢
possivel corrigir erros refrativos pela remodelagem do contorno 6ptico da superficie anterior
da cornea (CREDIE, 2007). Laser in situ keratomileusis (LASIK) representa atualmente a
técnica cirirgica mais empregada para a correcdo de ametropias. Clinicamente apresenta uma
recuperacdo rapida da visdo, com minimo desconforto e maior reprodutibilidade do efeito
refracional. A ceratectomia fotorefrativa (PRK) consiste na remoc¢do mecanica da camada
epitelial corneana, incluindo sua membrana basal, com subsequente fotodisrupcdo da
membrana de Bowman e por¢do anterior do estroma corneano (NETTO et.al., 2005). Laser
subepitelial keratomileusis (LASEK) ¢ considerada uma modificag@o da técnica PRK, onde ¢
criado um retalho epitelial ap6s a aplicagdo de solugdo alcodlica, o qual € reposicionado apos

a fotodisrupg¢ao do tecido estromal (VINCIGUERRA et.al.,2003).

A resposta cicatricial corneana, desencadeada por esses procedimentos refrativos,
representa um fator determinante para a eficacia do resultado final. Algumas complicagdes
poOs-operatérias como a hipocorregdo, a hipercorrecdo, a exacerbacdo de processos
inflamatoérios e a formagao de opacidades corneanas e Haze, estao diretamente relacionadas a
esse processo cicatricial. Apds o LASIK, a resposta cicatricial ¢ geralmente mais branda,
envolvendo menor ativacdo celular. Entretanto, em casos de complicagdes intra-operatorias,
podera haver uma reagao cicatricial tipo fibrética, com alta concentracdo de miofibroblastos,
resultando na opacificacdo corneana. A resposta cicatricial observada apos PRK ¢ de modo
geral um fendmeno intenso, resultando muitas vezes em hiper ou hipocorrecdo, regressao do
efeito refrativo e principalmente opacificagdo corneana apos corre¢do de altas ametropias
(NETTO et.al., 2005). Estudos tem demonstrado que a cicatrizacdo apdés LASEK pode
resultar num lento e assimétrico processo de reepitelizacdo, com maior risco de opacidade

corneana ¢ lenta recuperagdo da acuidade visual (ESPANA et.al., 2003).

Por outro lado, a reparacdo tecidual, por agdo do Laser de Baixa Poténcia, tem sido
objeto de estudo desde as primeiras observacdes dos efeitos fotobioquimicos da radiagao laser

em tecidos biologicos na década de 70, na Hungria, particularmente em respeito a sua
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influéncia na modulacdo de certos tipos de célula que participam do micro-ambiente da
cicatrizagdo (PUGLIESE et.al.,2003). A divergéncia entre a efetividade clinica e a falta de
explicagdes cientificas criou um certo ceticismo sobre a eficiéncia desse método. Isso ndo
impediu, porém, a disseminacdo da técnica e sua utilizagdo clinica uma vez que ficou evidente
que a radiacdo laser apresenta a capacidade de alterar o metabolismo celular na auséncia de
aquecimento tecidual significante. Denomina-se, este fendmeno, de biomodulacdo, que
depende do comprimento de onda (A) da radiacdo Laser, do modo de emissdo e da dose

empregada (KARU, 1987; BASFORD, 1995).

A partir de entdo esse fendmeno tem sido, de forma crescente, investigado e aplicado
como ferramenta terapéutica na pratica clinica buscando proporcionar, entre outros, o
estimulo do processo de reparo tecidual. Pode-se dizer que os efeitos dessa modalidade, de
forma diferente dos até entdo conhecidos e explorados efeitos destrutivos desse tipo de
radiagdo, encontram-se relacionados a sua capacidade de, quando sob baixas densidades de
poténcia e energia, modular a funcao celular. Denominou-se esse tipo de terapia, que utiliza a
luz coerente € monocromatica, como Terapia com Laser de Baixa Poténcia (TLBP) ou Low
Level Laser Therapy (LLLT). Atualmente, a TLBP ¢é caracterizada por varios parametros,
como poténcia entre 107 ¢ 10" W, comprimento de onda entre 300 a 10.600 nm, tempo de
irradiacdo entre 10 a 3000 s, densidade de poténcia da ordem de 10 a 10° W/ecm? e dose entre

107 a 10* J/em® (POSTEN et. al., 2005).

Dessa forma, conhecer como se da o processo de biomodulacdo, com laser de baixa
poténcia, na reparagdo de corneas, passa a ter um atrativo especial na oftalmologia. Por isso,
propoOs-se neste trabalho a avaliacdo da acdo do laser de baixa poténcia, Arseneto de Galio
Aluninio (AsGaAl), com comprimento de onda em 650nm, sobre o processo de reparagdo
epitelial da cérnea de coelhos (Nova Zelandia). A fim de verificar o didmetro de epitelizagao
corneana foi realizada uma avalia¢do clinica morfologica in vivo com a ajuda do programa
Leica Q-win, com acompanhamento durante todo o tratamento com Laser. Apds o término do
tratamento, uma andlise histomorfométrica permitiu avaliar o processo de re-epitelizacdo das

corneas.

A presente proposta de pesquisa procurou estabelecer algumas consideragdes iniciais
sobre o efeito fotobiomodulador do laser de baixa poténcia, isto €, apresentam-se relevantes

resultados obtidos, principalmente, no que tange aos processos de reparo tecidual e estimulo
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na producao de coldgeno e elastina. Pesquisas recentes, utilizando técnicas modernas de
avaliacdo de DNA e proteinas também sdo apresentadas no intuito de buscar esclarecer a agao
da TLBP. No mesmo item encontram-se os processos de reparo e cicatrizagdo do epitélio da

cOrnea.

Na seqiiéncia encontra-se todo o procedimento metodoldgico desenvolvido durante
essa pesquisa, descrito em detalhes Os resultados obtidos na analise com o programa Leica Q-
win e aqueles obtidos com a andlise histomorfométrica sdo apresentados posteriormente. Na
seqiiéncia esses resultados sdo discutidos a luz das pesquisas recentes desenvolvidas na area.
A conclusdo final também ¢ apresentada e esperamos ser um atrativo para novas € mais

promissoras pesquisas na fotobiomodulacdo do epitélio corneano.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Em meados de 1965 a medicina passou a fazer uso da radiacdo Laser, principalmente
nas areas de oftamologia, oncologia, dermatologia e cirurgia plastica, que passaram a explorar
as caracterisitcas foto-térmicas resultantes da interacdo da radiagdo com tecidos biologicos,
quando utilizada em elevadas densidades de poténcia, direcionando seu uso aos

procedimentos cirurgicos ablativos e para foto-coagulagdo. (AMARAL, 2004)

Mais tarde, em 1968, a possibilidade da utilizacdo da radiacdo Laser foi relatada pelo
hungaro Endre Mester e colaboradores (1968) para a inducao de efeitos bioestimulativos.
Desde entdo inumeros trabalhos tém sido feitos e verificou-se que a radiacdo Laser de baixa
poténcia influencia diretamente os processos de crescimento celular, aumentando a
proliferacdo e producdao de colageno e fibroblastos. Em pequenos animais processos de
reparacao tecidual e melhora em processos inflamatorios também tem sido amplamente

reportados.

2.1 A fotobiomodulagao

Entre os fenomenos que ocorrem devido a interacdo da radiacdo Laser com o tecido
biologico encontra-se o espalhamento. O espalhamento caracteriza-se pelos sucessivos
processos de reflexdo e/ou refragdo dos fotons durante sua propagacao pelo meio (AMARAL,
2004). A magnitude da reflexdo esta relacionada a fatores como o angulo de incidéncia do
feixe Laser, o comprimento de onda (1) da radia¢do e o grau de homogeneidade dos tecidos
biologicos que para a radiagdo apresenta-se como uma gama de centros espalhadores. Outro
fenomeno resultante da interagdo da radiagdo Laser com o tecido bioldgico € a absor¢do, que
se deve a presenca de moléculas (cromoforos) capazes de absorver seletivamente os fotons
presentes no feixe (SOBANKO; ALSTER, 2008). Os tecidos bioldgicos apresentam, além de
baixo grau de homogeneidade, uma alta quantidade de moléculas absorventes, o que explica a
alta magnitude dos fendmenos de espalhamento e absor¢do em relagdo a radiagdo laser

(DIAMANTOPOULOS, 1994).

Em medicina, a utilizagdo clinica da radiagdo Laser encontra fundamento nas

alteracdes residuais desencadeadas pela absor¢ao dos fotons presentes no feixe Laser. O tipo
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de resposta induzida associa-se as caracteristicas dosimétricas da radiacdo utilizada
(comprimento de onda, modo de emissdo e dose), podendo variar desde simples alteragdes
bioquimicas celulares até a vaporizacdo de um tecido em virtude dos elevados niveis de
temperatura gerados no local. Varios sdo os componentes bioldgicos capazes de absorver a
radiagdo Laser cujos comprimentos de onda sdo freqlientemente utilizados na pratica clinica.
Entre eles, citam-se: os acidos nucleicos, a agua e as proteinas. (DIAMANTOPOULOQOS,
1994).

Estudos comparando o crescimento celular de fibroblastos quando estimulados com
TLBP e ultrasom pulsado de baixa intensidade (LIPUS) demonstraram que a atividade dos
fibroblastos ¢ significativamente ampliada com TLBP, demonstrando uma maior efetividade
no reparo tecidual quando comparado ao LIPUS (DE OLIVEIRA et.al., 2008). O crescimento
de fibroblastos também foi observado por agdo do laser de baixa poténcia em comprimentos
de onda diferentes, visivel e infravermelho, sendo que quando a poténcia de emissao dos
lasers era a mesma o crescimento foi igual para os dois comprimentos de onda, mas para a
mesma fluéncia (densidade de energia) a acdo do laser infravermelho induziu uma maior

proliferacdo (ALMEIDA-LOPES et.al., 2001).

Salienta-se que a responsividade das células a radiacdo deve-se a absor¢do seletiva de
seus fOtons por estruturas celulares denominadas de cromoforos (fotoreceptores nao
especializados). Esses fotoreceptores representam, obrigatoriamente, elementos constituintes
de vias bioquimicas celulares especificas, que ndo dependem da luz. Assim, com a absor¢do
dos fotons presentes na radiacdo, as moléculas adquirem um estado eletronicamente excitado
(mudanca do potencial redox), causando influéncia na regulacdo cinética da respectiva via
bioquimica. Esta alteracdo focal serve como um gatilho para uma série de alteragdes
bioquimicas em cadeia que culminam em uma mudanga das fungdes proliferativas de uma

célula (KARU, 1987; PINHEIRO et al., 2002).

Apesar de saber que os eventos bioquimicos em cadeia sdo os responsaveis pelos
varios tratamentos de sucesso com a TLBP, os mecanismos de a¢do dessa modalidade
terap€utica continuam ndo plenamente esclarecidos (KARU, 2004). Por isso, atualmente,
muitos estudos estdo voltados para o impacto do Laser nos processos de crescimento celular
da reparagao tecidual (POSTEN et. al., 2005). Sabe-se que a reparacao tecidual envolve uma

complexa interacdo entre varios tipos de células, seus mediadores e citocinas, € a matriz
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extracelular. Pode-se dividir esse processo em trés fases, a fase inflamatoéria, onde as
plaquetas, neutréfilos, macréfagos e linfocitos migram para a ferida, a fase proliferativa, onde
ha um aumento dos fibroblastos e dos macrofagos, e, finalmente, a fase de remodelamento,
onde os fibroblastos ajudam a recriar a matriz extracelular e o depdsito de coldgeno

(KIRSNER, 2003).

Os efeitos anti-inflamatorios do TLBP foram observados na a¢ao do laser de HeNe
(632,8 nm), que inibiu o aumento da sensibilidade dos nociceptores no processo inflamatorio,
demonstrando que o efeito analgésico pode estar relacionado com mediadores hiperalgésicos
ao invés de receptores opiodides periféricos (FERREIRA et. al.,2005). Albertini et. al. (2004)
demonstrou que a agio do laser do AsGaAl (650 nm) a uma fluéncia de 2,5 J/em® produziu
efeitos ainti-inflamatorios similares aos produzidos por acdo medicamentosa. Entretanto, em
animais adrenalinados, a irradia¢do laser falhou em inibir o edema o que leva a crer que a

acdo anti-inflamatoria do Laser ocorra por hormonios cortico esteroides.

Recentemente, Zang et. al. (2003), verificaram que 111 genes foram regulados pela
irradiacdo de células com Laser de 628 nm em paralelo com o aumento da proliferagdo em um
estudo de expressao genica de fibroblastos humanos. Esses 111 genes pertencem a 10
categorias funcionais diferentes, 7 delas estdo, direta ou inderetamente, ligadas aos processos
de proliferacdo celular e de supressdo de apoptose. Por outro lado, Saygun et. al. (2008)
demonstram que os mecanismos de bioestimulacdo da radiagdo laser (685 nm) podem estar
associados com os fatores de crescimento IGF-1, bFGF e IGFBP3 produzidos por fibroblastos
de gengiva humana. A ac¢do dos fatores de crescimento tanto nas células danificadas como nas

células inflamatorias ¢ parte critica do processo de reparagao.

Os trabalhos de Hawkins e Abrahamse (2006) demonstraram que o estimulo da
resposta celular (fibroblasto de ferida de pele humana) ¢ dependente da correta densidade de
energia (J/cm?) e o nimero de exposi¢des, promovendo migragdo e proliferagio pelo estimulo
a atividade mitocondrial ¢ a manutengdo da viabilidade sem causar estresse ou dano adicional
a célula. E que os efeitos da irradiacdo tem duragdo diferenciada, verificando que alteracdes
na viabilidade da ATP ocorrem imediatamente apo6s a irradiacdo, mas que a atividade da
enzima caspase 3/7, a expressao de fatores como o bFGF e atividade da enzima ALP s6 sao

mensuraveis 24h apos a irradiacdo (HAWKINS; ABRAHAMSE, 2007).
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2.2 Aspectos Histoldgicos Epitélio da Cornea

O epitélio da cornea configura-se como do tipo pavimentoso, pluriestratificado. Pode-
se dizer que o epitélio que recobre a face anterior da cérnea ¢ a continuagdo do epitélio da
regido limbica, com espessura de 50 pm. A microscopia optica, as células basais compdem
uma fileira unica de células colunares que repousam sobre uma membrana basal lisa. Tal
como na conjuntiva, elas sdo mitoticamente ativas. Acima da camada basal, encontram-se
duas ou trés fileiras de células poligonais e, mais superficialmente ainda, outras duas ou trés

fileiras de células pavimentosas ndo queratinizadas. (GOMES; ALVEZ, 2006).

Visto com auxilio da microscopia eletronica, o epitélio ¢ formado por células com
citoplasma contendo redes de tonofibrilas e escassas organelas. As células basais sdo
particularmente ricas em tonofibrilas e filamentos de actina. As tonofibrilas sdo responsaveis
pela manuteng¢do da arquitetura celular, enquanto que os filamentos de actina tém papel
relevante na migragdo celular durante o processo de reparacdo epitelial (GOMES; ALVEZ,

2006).

As células epiteliais corneais possuem dois mecanismos principais para adesao célula-
célula e célula-matriz extracelular. O primeiro envolve interagdes moleculares entre
receptores localizados na membrana celular epitelial e ligantes das células adjacentes ou da
matriz extracelular. Pode-se dizer que trés familias de moléculas de adesdo j& foram
identificadas: os N-CAM (célcio-independentes), as caderinas (calcio-dependentes) e as
integrinas. O segundo mecanismo de adesdo ¢ representado por jungdes especializadas entre
as proprias células epiteliais e entre as células epiteliais e o complexo membrana

basal/camada de Bowman/estroma. (GOMES; ALVEZ, 2006).

O epitéio corneal possui terminagdes nervosas nao-mielinizadas 300-400 vezes maior
que a da epiderme. Pode-se dizer que estas terminagdes nervosas apresentam um efeito trofico
no epitélio. Ainda, a estimulagcdo das terminacdes nervosas simpaticas inibe a cicatrizagao
epitelial da cornea. Paralelamente, o mesmo efeito ¢ observado com a deplecdo de
neurotransmissores peptidérgicos. As células epiteliais possuem receptores -adrenérgicos,
principalmente relacionados com a producao de AMPc, responsaveis pela permeabilidade das

jungdes tipo zonas ocludentes; e receptores muscarinicos a acetilcolina, responsaveis pela
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producdo de GMPc, relacionados com a regulacdo da divisdo e cicatrizagdo celulares.

(GOMES; ALVEZ, 2006).

2.2.1 Regeneracao Epitelial da Cérnea

No que diz respeito a regeneracdo epitelial da cdrnea, as células germinativas
localizadas no limbo tém, basicamente, as seguintes propriedades:

- As células basais do limbo da cornea nao expressam queratinas especificas do
epitélio corneal;

- Auséncia da componente estrutural das jun¢des comunicantes intercelulares, a
proteina conexina;

- Maior capacidade proliferativa in vivo;

- Ciclo celular lento como demonstrado em estudos com thymidina ou BRDU;

- A maioria dos tumores do epitélio corneal origina-se no limbo;

- A destruicdo do limbo produz estados de deficiéncia corneal.

Conforme demonstracdes recentes, através de estudos com citometria de fluxo, estas
células tém menor granulosidade citoplasmatica e maior capacidade clonegénica,
caracteristicas de células germinativas (ROMANO et.al., 2003). As diferencas da expressao
de varias proteinas tém sido de grande ajuda na constante busca de um marcador para a
caracterizagdo das células germinativas do limbo corneal.

Em relagdo aos conhecimentos contemporaneos, ¢ aceitdvel que o revestimento da
superficie ocular, de forma semelhante do cutaneo adote o modelo de renovacao celular
mediado por células germinativas. Em se tratando da coérnea, a idéia de que as células
germinativas estejam na camada basal do epitélio limbico, prevalecem. Conforme relata
Schofield (1983) “a hipdtese do nicho de células germinativas” pressupde que essas células
estejam abrigadas em locais em que ndo ocorra diferenciagdo celular e que se encontrem
protegidas de traumatismo fisico e da exposicdo a radiacdo ultravioleta pelas ondulagdes e
melanina encontradas no limbo. Romano et.al. (2003), também presume que a sinuosidade
das elevagoes radiais fibrovasculares formadas pelo estroma e o epitélio do limbo, conhecidas

como palicadas de Vogt, ao se aproximarem dos vasos sangiiineos que irrigam as células
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basais do epitélio, favorecam o aporte de citocinas mantenedoras da “indiferenciacao” das

células germinativas.

Entre as propriedades das células germinativas, a mitose assimétrica ¢ uma das mais
importantes, pois explica como ocorrem simultaneamente diferenciacao e regeneragao celular.
No caso do epitélio corneal, acredita-se que, apos a divisdo celular inicial, uma célula filha
permanega como célula germinativa para recompor o arsenal celular original, enquanto que a
outra torna-se uma célula amplificadora transitoria (CAT), com capacidade mitdtica e de
diferenciagdo celular. As células amplificadoras caminham para o centro da cérnea, povoando
sua camada basal. Apds novos ciclos de divisdo celular, parte delas entra em um processo de
diferencia¢do terminal, passando pelos estagios de células pds-mitdticas (CPM), células
diferenciadas terminais (CDT) e descamagdo. Esses estdgios podem ser visualizados na

Figura 1.

De forma simplificada, no processo de regeneragdo epitelial da cornea, células
epiteliais superficiais seriam constantemente liberadas no filme lacrimal e simultaneamente
substituidas por células que se movem anteriormente das camadas basais do epitélio que, por
sua vez, seriam repostas por outras células basais que movimentam-se centripetamente do
limbo. Esse conceito foi proposto por Thoft; Friend (1983) na hipdtese do X, Y ¢ Z e foi
comprovado por uma série de observacdes e experimentos. X representa a proliferacdo e
diferenciagdo verticalizada das células epiteliais basais (CAT->CPM—CDT); Y ¢ a
proliferacdo e migracdo centripeta das células epiteliais limbicas (CAT); e Z representa a
perda celular epitelial da superficie. Para que um estado de equilibrio seja mantido, ¢
necessario que X + Y resulte em Z. As células epiteliais das camadas basais e suprabasais
movem-se centripetamente a uma velocidade de 26 pm/dia (NAGASAKI; ZHAO, 2003).

Estima-se que o epitélio seja constantemente renovado a cada 7-10 dias.
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Figura 1 — Hierarquia da linhagem epitelial corneal. Esquema da proliferacdo das células epiteliais da cornea.
CG = células germinativas; CAT = células amplificadoras transitorias; CPM = células pds-mitoticas; CDT =
células diferenciadas terminais.

Fonte: Gomes ; Alves (2006, p. 17).

2.2.2 Cicatrizagdo Epitelial da Cérnea

Quando ocorre desequilibrio na equagdo X+Y=Z, como no caso de uma abrasdo
corneal, inicia-se o processo de cicatrizacdo ou reparacao epitelial. Resumidamente, pode ser
definido como a amplificagdo do processo de regeneracao fisioldogico que envolve eventos
celulares e sub-celulares, sob a influéncia de proteinas da matriz extracelular e fatores de

crescimento.

O processo de regeneragdo pode ser dividido em trés eventos principais: migracao,
proliferacdo e adesdo epitelial. Estes eventos s3o interdependentes e ocorrem
simultaneamente, porém a contribui¢do de cada um varia de acordo com a area, profundidade
e causa da lesdo (DUA et. al., 1994). A Tabela 1 apresenta a relacdo entre os trés eventos

principais do processo de regeneragdo e os fatores de crescimento e citocinas.
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Tabela 1 — Fatores de crescimento e citocinas com seus respectivos efeitos na regeneragao e

cicatrizagao epitelial da cornea.

F. de crescimento | Migracio \ Proliferacao \ Diferenciacio
EGF
bFGF
HGF
IGF
KGF
NGF
PDGF
TGF-oc
TGF-B1
TNF
IL-1
IL-6

EGF = fator de crescimento epidérmico; bFGF = fator de crescimento fibroblastico basico;, HGF = fator de
crescimento do hepatodcito; IGF = fator de crescimento tipo-insulina; KGF = fator de crescimento neural; PDGF
= fator de crescimento derivado da plaqueta; TGF-oc = fator transformante-oc; TGF-B1 = fator transformante B1;

TNF = fator de necrose tumoral; IL-1 = interleucina 1; IL-6 = interleucina 6.
Fonte: Gomes ; Alves (2006, p. 18).
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A seqiiéncia que se segue a perda de uma area do epitélio da superficie ocular pode ser
resumida nas seguintes etapas: logo ap6s a lesdo celular, cessa imediatamente a atividade
mitotica local e a reparacdo se faz pela migracdo das células basais circunjacentes para o
centro da lesdo. O movimento das células, em transito, parece advir de um rearranjo das fibras
de actina (GIPSON ; KEEZER, 1982) dentro das finas extensdes filopddicas das células
migrantes (PFISTER, 1994). Para transladarem-se, as células desconectam-se das vizinhas e
da membrana basal e viajam, com movimentos amebdides, até seu curso ser detido pelo
contato com as células de sentido oposto. Esse processo ¢ mediado pela interacdo de
integrinas da superficie epitelial e componentes da matriz extracelular, como fibronectina,
fibrina, laminina e peptideo de colageno, (BERMAN et.al., 1983) possuindo importante
participacdo de substancias proteoliticas, como ativador de plasminogénio-uro-quinase €
metaloproteinases (HAYASHI et.al., 1991). Em seguida, as células epiteliais voltam a se
ancorar na membrana basal pelos hemidesmossomos (em torno de 18 horas ap6s a lesdo) e as
mitoses retornam até o restabelecimento da espessura epitelial original. As “jun¢des
ocludentes” se refazem, restaurando a permeabilidade seletiva do epitélio (THOFT, 1989). No
entanto, a complementacdo da adesdo epitelial pelas fibrilas ancorantes ao estroma da cornea
e o término do processo de reestruturacao integral epitelial s6 ¢ finalizado meses ap0ds o inicio

da cicatrizacdo (ESPANA et.al., 2003).
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3 OBJETIVOS

O objetivo principal do presente trabalho foi verificar a agdo do laser de baixa poténcia
de AsGaAl com 650 nm de comprimento de onda e dose de 1,5 J/em® sobre o processo de

reparo tecidual do epitélio da cornea de coelhos.

Como objetivos especificos buscou-se verificar se o laser de AsGaAl (650nm) em
doses diarias de 1,5 J/em® apresentou alguma diferenca estatisticamente mensuravel na

velocidade de reparo tecidual e na qualidade do epitélio neoformado.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Experimento Animal

Nesse trabalho foram realizados dois experimentos com animais, o experimento piloto
e o experimento final. Nos dois casos foram utilizados coelhos Nova Zelandia, com idade em
torno de 25 dias, peso de 800g a 1 kg, machos, sendo divididos em 02 grupos, um grupo
controle e outro irradiado. Para o experimento piloto foram utilizados um total de 6 animais, 3
no grupo controle e 3 no grupo irradiado. Para o experimento final foram utilizados um total
de 16 animais, 8 para o grupo controle ¢ 8 para o grupo irradiado. Os protocolos de
desepitelizacao da cornea e de irradiagdo foram iguais nos dois experimentos e sao descritos a
seguir. Os grupos controles também tiveram suas corneas desepitelizadas, mas ndo passaram
pelo processo de irradiagdo laser. Tanto para o grupo controle como para o grupo irradiado os
dois olhos de cada animal foram desepitelizados com acdo anestésica descrita no item 4.1.1.
Ao final do periodo de tratamento, conforme apresentado na Tabela 2, os animais foram
anestesiados com Butorfanol 0,5mg/kg, 40mg/kg de Ketamina (Syntec) e 8mg/kg de Xilazina
(Syntec) e, apoés aprofundamento da anestesia, foram eutanasiados com 5Sml de Cloreto de
Potassio a 19,1% via intracardiaca. Logo apds a eutandsia, foi feita a enucleacdo dos dois
olhos com técnica de assepsia padrao, como pode ser observado na Figura 2. Os olhos foram
conservados em solugdo de formol tamponado a 10% para posterior andlise histoldgica. Os
processos de desepitelizagdo da cdrnea, irradiagdo com laser de baixa poténcia e andlise

histologica sdo descritos a seguir.

Figura 2 — Enucleagdo dos olhos dos animais
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4.1.1 Desepitelizagdo da cornea

Para realizar o processo de desepitelizagdo da cornea os animais foram anestesiados
com Butorfanol 0,5mg/kg, em seguida foram aplicados 40mg/kg (0,4ml/kg) de Ketamina
(Syntec) e 8mg/kg (0,4ml/kg) de Xilazina (Syntec). Como anestésico local foi utilizado o
Anestalcon® (Cloridrato de proximetaina 0,5%), 1 gota por olho, ¢ para miose 2 gotas por
olho de Pilocarpina® (Cloridrato de pilocarpina 4%), os dois antes da desepitelizagio. Com os
animais sedados a desepitelizacao foi realizada utilizando um marcador de zona Optica de
diametro igual a 6,5 mm e um micromotor. O olho marcado para retirada do epitélio pode ser
visto na Figura 3. Para acdo antiinflamatéria e antibidtica foram aplicados 3 vezes ao dia até o
abate os colirios Cetrolac® (cetorolaco de trometamina 5mg/ml) antiinflamatorio ndo

hormonal e o Vigamox (moxifloxacino 0,5% - cloridrato) respectivamente.

Figura 3 — Olho de coelho marcado para retirada do epitélio

A desepitelizacdo consiste em um processo de raspagem muito delicado e, para
visualizagao do processo, foi utilizado um estereoscopio (Edmund Scientific Co.). As cérneas
in vivo foram fotografadas logo apods a desepiteliza¢dao (Oh), 24 horas, 48 horas, 72h e 96h
com uma camara de video digital (JVC — TKC1480E) acoplada a um microcomputador. A
fim de marcar a area desepitelizada foi utilizado um marcador fluorescente, a fluoresceina, 1
gota por olho. A Figura 4 apresenta o processo de coleta das imagens fotograficas dos olhos

utilizando o estereoscopio.
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Figura 4 — Coleta das imagens no estereoscopio

As imagens foram registradas e analisadas (determina¢do numérica de diametro
desepitelizado) com o software Leica Q-Win. Os periodos de tratamento e recuperagdo apos a
desepitelizagdo até o sacrificio dos animais foram de 48 horas (4 animais do grupo controle e
4 animais do grupo irradiado no experimento final), 72 horas (4 animais do grupo controle ¢ 4
animais do grupo irradiado no experimento final) e 96 horas (3 animais do grupo controle e 3
animais do grupo irradiado no experimento piloto). A tabela 2 apresenta os periodos de

tratamento para cada animal em cada grupo.
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Tabela 2 — Periodo de tratamento dos animais por grupo e por experimento

Periodo de tratamento e

Experimento Grupo Animal
recuperagao
1
g 72 horas
4
Controle
5
6 48 horas
7
8
Final
1
) 72 horas
3
Irradiado 4
5
6 48 horas
7
8
Controle 1
2
Piloto 3 96 horas
Irradiad !
rradiado 2
3

4.1.2 Irradiagao

Para irradiacdo foi utilizado um laser de diodo AsGaAl (Microdont”), em 650 nm,
poténcia de 40 mW, tempo de irradiacdo de 60 s, diametro de irradiagdo de 1,4 cm e fluéncia
de 1,5 J/em®. O equipamento da Microdont™ possui uma lente acoplada & saida que permite
que o foco do feixe laser seja ampliado, desta forma foi possivel obter o diametro de 1,4 cm a
uma distancia aproximada de 15 cm da saida do feixe. A dose de 1,5 J/cm® foi medida nessa
configuracdo, com a ajuda do medidor Optico multifuncional da Newport modelo 1835-C. O

laser utilizado apresenta modo de emissdo continuo. Foram realizadas irradiagdes em 0 h,
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24h, 48h, 72h ¢ 96h. Ambos os olhos foram irradiados de maneira a evitar a interferéncia do
efeito sistémico produzido pela biomodulacdo deste tipo de radiagdo. Antes de iniciar a
irradiacdo, foi instilado 1 gota de pilocarpina (50ul) (colirio que causa miose) em cada olho

para diminuir o ofuscamento gerado pelo laser. A Figura 5 apresenta o processo de irradiagao.

Figura 5 — Processo de irradiagdo com laser de baixa poténcia

4.13 Histologia

Todo o processo de preparo das laminas histoldgicas foi realizado no laboratorio de
Histologia da Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista "Julio de
Mesquita Filho". Campus de Sao José dos Campos (Unesp), com a supervisao do prof. Dr.

Miguel Angelo C. Salgado.

Para viabilizar o preparo das laminas histologicas das corneas foi necessario infliltrar

dentro do globo ocular cerca de 1 ml de solu¢do de formol tamponado a 10% e conservar os
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globos em solucao de formol tamponado a 10%. Apds esse procedimento foi possivel cortar

os globos sem que as paredes colabassem.

Os testes de fixag@o e posterior preparo da lamina revelaram dobras nos tecidos alvo
em funcdo da parede do globo ocular e cornea estarem juntas, varias espessuras para corte €
preparo da lamina foram testadas, mas pela permanéncia do problema, optou-se por incluir a
cornea separadamente do restante do globo ocular. As corneas foram cortadas ao meio e as
duas metades fixadas no mesmo bloco. Foram preparadas 5 laminas semi seriadas de cada

cOrnea.

A obtencdo das fotomicrografias foi realizada com o auxilio do microscopio Leica
modelo DM LB2 com captura das imagens por meio da camera Leica modelo DFC280 e do
programa Leica IM50 versdo 4.0. A Figura 6 apresenta uma fotomicrografia de lamina de

cornea, onde € possivel visualizar o eptélio normal da cérnea em dois aumentos.
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Figura 6 — Fotomicrografia de cornea de coelho em ldmina teste com destaque para epitélio normal. H.E.

Aumento de 5x em (a) e aumento de 20x em (b).

Apobs acertado os processos de preparo das laminas histologicas, os testes com
coloragdo HE (Hematoxilina-Eosina) ¢ com Tricromico de Mallory mostraram que a
coloracdo Mallory diferencia melhor o epitélio neoformado conforme pode ser visto na Figura

7.

(a) (b)

Figura 7- Fotomicrografia da cornea de coelho com epitélio neoformado corada com (a) HE e (b) Tricromico de

Mallory.
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As medidas histomorfométricas do crescimento do epitélio corneano foram obtidas
com o auxilio do programa Adobe® Photoshop” 7.0. A partir da aplicagdo de grades de
dimensdo conhecida sobre as fotomicrografias de aumento de 5x foi possivel mensurar a

extensdo ndo epitelizada das corneas tratadas e ndo tratadas com laser de baixa poténcia.
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5 RESULTADOS

A andlise clinica morfolégica in vivo foi realizada por meio das fotografias das

corneas marcadas com fluoresceina, obtidas com o estereoscopio, Figura 8.

Figura 8 — Imagens fotograficas da regido desepitelizada marcada com fluoresceina para os tempos Oh, 24h, 48h,

72h e 96h.

Utilizando o software Leica Q-Win foi possivel medir o didmetro das corneas que

estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 03 - Medidas de diametro desepitelizado de cdérnea obtidas na analise clinica

morfologica in vivo.

Medidas do diametro da cérnea (um)

Controle Irradiado
Corneas Oh 24h 48h 72h 96h Oh 24h 48h 72h 96h
1 5720,00 3965,00 910,00 0,00 5720,00 4336,80 1510,60 473,20
2 5361,20 4089,80 1905,80 1547,00 5356,00 4212,00 1079,00 0,00
3 5928,00 4412,20 1206,40 0,00 5720,00 4290,00 1404,00 728,00
4 5473,00 4004,00 1560,00 1456,00 5491,20 4290,00 1573,00 616,20
5 5356,00 3814,20 738,40 0,00 5421,00 3770,00 1976,00 1430,00
ﬁ 6 5582,20 4165,00 1508,00 624,00 5314,40 4006,60 2860,00 2080,00
% 7 5699,20 4139,20 1456,00 0,00 5649,80 3614,00 1723,80 954,20
‘g’ 8 5408,00 3900,00 2210,00 988,00 5772,00 3884,40 1612,00 1118,00
g 9 5928,00 3770,00 2529,80 5590,00 3725,80 2498,60
§ 10 5530,20 3380,00 2392,00 6058,00 3523,00 2600,00
@ 11 5215,60 3796,00 2210,00 5668,00 3406,00 2340,00
12 5798,00 3606,20 2211,30 5590,00 2860,00 1690,00
13 5590,00 4560,40 2548,00 5265,00 3341,00 2470,00
14 5330,00 3120,00 1937,00 5779,80 3120,00 2730,00
15 5421,00 4290,00 3135,60 5504,20 4014,10 2888,60
16 5574,40 4030,00 3120,00 5811,00 3658,20 3226,60
% 17 5999,00 4221,00 2332,20 0,00 0,00 5948,00 3924,00 1054,80 0,00 0,00
= 18 5998,00 4256,00 2299,00 0,00 0,00 5505,00 3450,00 505,00 0,00 0,00
8 19 5999,90 4255,00 2292,00 0,00 0,00 5862,00 3749,00 714,00 0,00 0,00
E 20 5995,80 4330,00 2227,00 0,00 0,00 5406,00 3419,00 495,00 0,00 0,00
g 21 5205,50 3486,00 1850,00 0,00 0,00 5998,00 4149,30 1325,00 0,00 0,00
s 22 5482,00 3552,00 1845,00 0,00 0,00 5951,30 4087,00 1085,00 0,00 0,00
Média 5617,95 3961,00 2019,25 329,64 0,00 5653,67 3765,01 1789,14 528,54 0,00

DP 267,57 364,99 614,91 578,95 0,00 230,27 399,20 811,30 665,31 0,00
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Os resultados apresentados na Tabela 3 foram obtidos para o experimento piloto e para
o experimento final divididos nos diversos tempos de analise, Oh, 24h, 48h, 72h e 96h, sendo
que para esse ultimo tempo foram analisadas 6 cérneas do grupo controle e 6 corneas do
grupo irradiado, todas no experimento piloto. Para os tempos de Oh, 24h e 48h foram
analisadas 22 corneas do grupo controle e 22 cérneas do grupo irradiado. Para o tempo de 72
horas foram analisadas 14 corneas do grupo controle e 14 cérneas do grupo irradiado. Os
valores de média e desvio padrdo também sdo apresentados para os conjuntos de dados nos

diferentes tempos.

A andlise de significancia estatistica foi realizada nos diferentes conjuntos de dados
para os tempos Oh, 24h, 48h e 72h, entre as medidas do didmetro das cérneas dos grupos
controle ¢ irradiado, com o programa Origin® 6.0 aplicando o teste “one-way ANOVA”. Para
o tempo 96h o teste ndo foi aplicado, pois a média e desvio padrao sdao nulos. Os resultados

dessa analise estdo na Tabela 4.

Tabela 4 - Significancia estatistica das medidas de didmetro desepitelizado de cornea obtidas

na analise clinica morfologica in vivo.

Teste de significincia - ANOVA
Comparacio entre controle e irradiado

Oh 24h 48h 72h
p=0,63759 p = 0,09662 p=0,29509 p = 0,40646

A partir da analise do diametro re-epitelizado, dos animais do experimento piloto, foi
possivel observar uma re-epitelizagdo mais acentuada para o grupo irradiado até 48h, como
verificado na Figura 9. Por essa razao, definiram-se novos periodos de tratamento para os 16
animais do experimento final, de 48h e 72h, conforme j4 apresentado na Tabela 2, a fim de

verificar histologicamente essa acao.

Por outro lado, a plotagem dos dados da Tabela 3, reunindo os dados do experimento

piloto e do experimento final, ¢ apresentada na Figura 10.
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Figura 9 — Reparacdo epitelial da cornea no experimento piloto
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Figura 10 — reparagdo epitelial da cornea

A anélise morfoldgica das cérneas em processo de re-epitelizagdo é apresentada para
os grupos controle e irradiado para o tempo de 48h nas figuras 11 e 12 respectivamente. As
fotomicrografias das cornas dos animais do grupo controle (Figura 11) apresentam em (a) o
epitélio normal, em (b) a regeneragdo do epitélio e em (c) regido central da cornea que ainda

ndo foi recoberta por novo epitélio.
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Figura 11 - Fotomicrografia da cornea de coelhos do grupo Controle, periodo de 48 horas. (a) epitélio normal da

regido periférica; (b) e (c) regeneragdo do epitélio na regido central da lesdo. Tricromico de Mallory. 20x.

As fotomicrografias das cornas dos animais do grupo irradiado (Figura 12) apresentam
em (a) o epitélio normal, em (b) a regeneragdo do epitélio e em (c) regido central da cornea

que ainda ndo foi recoberta por novo epitélio.

Figura 12 - Fotomicrografia da cornea de coelhos do grupo Irradiado, periodo de 48 horas. (a) epitélio normal da

regido periférica; (b) e (c) regeneragdo do epitélio na regido central da lesdo. Tricromico de Mallory. 20x.
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As Figuras 13 e 14 apresentam o processo de re-epitelizagao para os grupos Controle e
Irradiado para o tempo de 72h. As fotomicrografias das cérneas dos animais do grupo
controle (Figura 13) apresentam em (a) o epitélio normal e em (b) presenca do epitélio

neoformado na regido central da cérnea.

Figura 13 - Fotomicrografia da cornea de coelhos do grupo Controle, periodo de 72 horas. (a) epitélio normal da

regido periférica; (b) presenca do epitélio neoformado na regido central da lesdo. Tricromico de Mallory. 20x.

As fotomicrografias das corneas dos animais do grupo irradiado (Figura 14)
apresentam em (a) o epitélio normal e em (b) presenca do epitélio neoformado na regido

central da cornea.

Figura 14 - Fotomicrografia da cornea de coelhos do grupo Irradiado, periodo de 72 horas. (a) epitélio normal da

regido periférica; (b) presenca do epitélio neoformado na regido central da lesdo. Tricromico de Mallory. 20x.

Os resultados da analise histomorfométrica dos grupos controle e irradiado em 48h e
72h estao reunidos na Tabela 5. Verifica-se que a analise histomorfométrica do grupo controle
so foi realizada sobre as corneas esquerdas. Entretanto, para o grupo irradiado todas as

corneas foram analisadas.
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Tabela 5 — Medidas de diametro desepitelizado de cornea obtidas na andlise

histomorfométrica.

Medidas do diametro da cérnea - histomorfometria (um)

Controle Irradiado
Cérneas 48h 72h 48h 72h
1 0,00
2 0,00 0,00
3 0,00
4 0,00 0,00
5 1069,70
= 6 0,00 3149,70
% 7 0,00
= 8 0,00 0,00
E 9 0,00 594,30
8 10 1723,40
© 11 2674,30 59,40
12 772,60
13 118,90 2080,00
14 1842,30
15 1188,60 2080,00
16 2377,10
Média 995,45 0,00 1441,14 527,43
DP 1240,31 0,00 845,68 1123,73

A andlise de significancia estatistica foi realizada nos diferentes conjuntos de dados
para os tempos 48h e 72h, entre as medidas do didmetro das coérneas dos grupos controle e

irradiado, com o programa Origin® 6.0 aplicando o teste “one-way ANOVA”.

Tabela 6 - Significancia estatistica das medidas de didmetro desepitelizado de cérnea obtidas

na analise histomorfométrica.

Teste de significincia - ANOVA
Comparacio entre controle e irradiado

48h 72h
p=047516 p=0,38119

O histograma representativo dos dados histomorfométricos ¢ apresentado na Figura

15.
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Figura 15 — Histomorfometria dos grupos controle e irradiado em 48h e 72h
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6 DISCUSSAO

No presente trabalho buscou-se verificar os efeitos da TLBP como a acelera¢do do
processo cicatricial e a melhor organizacdo do epitélio neoformado sobre o processo de
cicatrizacdo corneana, uma vez que esses dois efeitos aliados poderiam contribuir para o
restabelecimento das caracteristicas funcionais da cérnea como a transparéncia e as
propriedades refrativas. Entretanto, os resultados apresentados nas Tabelas 4 e 6 demonstram
que ndo ha diferenca significativa na velocidade de cicatrizagdo das coérneas tratadas com
Laser de baixa poténcia e o grupo controle. Acredita-se que a auséncia de vascularizacdo no
Endotélio, onde repousam as células basais do epitélio, e a caracteristica das celulas
endoteliais presentes no tecido conjuntivo, achatadas, com pouco citoplama e poucos fatores

de crescimento, tenham inviabilizado o processo de fotobioestimulagdo com TLBP.

Os resultados apresentados na Tabela 3 demonstram que os tempos de tratamento, 48h
e 72h, até o fechamento do epitélio corneano, foram adequados para o objetivo do trabalho
que era a verificacdo da agdo da TLBP sobre o processo de re-epitelizagdo corneana, pois em
96h o epitélio se apresentou completamente fechado, tanto para o grupo controle como para o

grupo irradiado.

A andlise histomorfométrica do didmetro da cdrnea desepitelizada, disponivel na
tabela 5, demonstra que todas as cdrneas analisadas do grupo controle apresentaram
fechamento do epitélio e que, para o grupo irradiado, duas das 8 cérneas nao apresentaram
fechamento do epitélio. Observa-se que essas duas corneas pertenciam ao mesmo animal, o
que pode ser indicativo de que o ndo fechamento seja um efeito sistémico do animal em

questao.

Por outro lado, os resultados apresentados na Tabela 5 parecem estar em desacordo
com os resultados apresentados na Tabela 3, no que diz respeito a medida do didmetro
desepitelizado em 72 horas tanto para o grupo controle como para o grupo irradiado. Observa-
se que as medidas histomorfométricas revelam um epitélio completamente fechado em 72 h
para as corneas esquerdas do grupo controle, e essas mesmas corneas nao apresentam
fechamento na anélise clinica morfologica in vivo. Para o grupo irradiado o mesmo acontece,
na analise clinico morfologica apenas uma das 8 corneas analisadas apresenta fechamento

total de epitélio, enquanto que na andlise histomorfométrica 6 das 8 corneas estdo fechadas.
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Essa aparente descrepancia entre os resultados ocorre pela caracteristica propria da andlise
clinico morfologica in vivo, pois utiliza a fluoresceina como marcador a fim de permitir
identificagdo da regido desepitelizada. Como ha apenas uma fina camada de epitélio
neoformado, a fluoresceina pode estar se aderindo a cornea e criando a falsa idéia de epitélio

nao formado, pois essa fina camada ainda ndo apresenta impermeabilidade.

A dose utilizado em nosso trabalho foi de 1,5 J/cmz, uma dose inferior as verificadas
na literatura para biomodulacdo de tecidos. Todavia, a escolha se deu em fun¢do da auséncia
de literatura relatando a utilizacdo do Laser de AsGaAl para fotobioestimular o crescimento
de epitélio corneano. Entretanto, o AsGaAl aparece como agente biomudulador em varios

trabalhos.

Pugliese et.al. (2003) observaram que o Laser de AsGaAl (670 nm) induziu a
biomodula¢io de colageno e fibras elasticas com densidades de energia de 4 e 8 J/em?,
evidenciando um aumento no deposito desses elementos fibrilares em animais submetidos a
terapia com Laser. Da mesma forma, Rocha Jr. et.al. (2006), aplicando Laser de AsGaAl (870
nm) com densidade de energia de 3,8 J/cm® em feridas cutdneas de ratos observou que a
TLBP acelerou a proliferacao tecidual, aumentou a vascularizagdo local, apresentou um
significativo aumento na proliferagdo fibrobléstica e formou um tecido de granulagdo mais

organizado.

Além de verificar o aumento na producao do fator de crescimento bFGF com a TLBP,
o estudo de Houreld e Abrahamse (2008) mostrou que células de feridas de animais diabéticos
(WS1) respondem em funcdo de dose e de comprimento de onda. Para diferentes
comprimentos de onda (632,8 or 830 nm), com fluéncia de 5 J/em?, o efeito foi estimulatorio,
as feridas estavam completamente fechadas em 4 dias e as células estavam protegidas da
apoptose, enquanto que células irradiadas com 16 J/cm® mostraram fechamento de ferida

incompleto e aumento da apoptose.

A cicatrizagdo de feridas ¢ uma interacdo complexa entre muitos tipos de células e
suas citocinas e mediadores, e a matriz extracelular (POSTEN et.al., 2005). Em feridas
cutaneas a cicatriza¢cdo também ¢ um processo dindmico, que se inicia assim que a injuria

acontece, ¢ durante o qual ocorre a proliferagdo celular e sintese de elementos que constituem
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a matriz extracelular como o colageno, a elastina e as fibras reticulares (THOMAS et.al.,

1995; ROCHKIND et.al., 1989; KIRSNER, 2003).

Saygun et.al. (2008) observou em cultura de células de fibroblastos de gengiva
humana que o efeito bioestimulatério da TLBP pode estar associado com o aumento da
producdo de fatores de crescimento como IGF-1, bFGF e IGFBP3. Safavi et.al. (2008)
tratando animais com HeNe (632,8 nm) com dose de 7,5 J/em® observou que os efeitos
inibitéorio da TLBP sobre a produg¢do da Interleucina IL-13 e do interferon IFN-y e
estimulatério sobre os fatores de crescimento TGF-B ¢ PDGF podem ser responsaveis pela
acdo anti-inflamatdria e os resultados positivos nos processos de reparo tecidual. A inibi¢ao
da expressdo génica da citocina pro-inflamatéria IL-1p também foi abservada no trabalho de
Gavish et.al. (2006). Nesse estudo, os pesquisadores também demonstraram que a TLBP
estimulou a proliferagdao de células de musculo liso de artéria aortica de porcos, aumentou a
sintese de colageno e modulou a atividade e expressdo das metalaproteinases MMP-2, MMP-

1 e TIMP-2.

Da mesma forma, a cicatrizagdo corneana nada mais ¢ do que uma resposta de defesa
celular observada nos quadros de infecc¢do e injliiria mecanica, cujos principais objetivos sdo a
restauragdo da estrutura tecidual e o restabelecimento de suas caracteristicas funcionais como
a transparéncia e as propriedades refrativas da coérnea (BALDWIN; MARSHALL, 2002;
NETTO et.al., 2005). O processo cicatricial de reparagdo do trauma se inicia imediatamente
apds a lesdo epitelial, com a secundaria liberacdo de citocinas e fatores de crescimento

(WILSON et.al., 1996; MOHAN et.al., 1997, HELENA et.al., 1998; NETTO et.al. 2005b).

No processo de cicatrizagdo da cornea a interleucina IL-1 juntamente com o fator de
necrose tumoral (TNF-a), o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), a proteina
morfogenética dssea 2 e 4 (BMP) e o fator de crescimento epidérmico (EGF) t€ém um papel
especial modulando muitos processos chaves envolvidos na cicatriza¢do do estroma, como a
sintese dos Fas ligantes que participam do processo de indugdo da apoptose (NETTO et.al.,
2005b; DRUPPS; WILSON, 2006). Além disso, o IL-1 regula a producdo dos fatores de
crecimento HGF, KGF, PDGF e outras citocinas (NETTO et.al., 2005b).
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Da mesma forma, a ag¢do do fator de crescimento TGF-B ¢ dependente de sua
concentragdo, podendo em alguns momentos contribuir para o fechamento do epitélio
corneano € em outros inibir esse processo, como foi verificado em um um extenso
levantamento sobre os fatores de crescimento envolvidos no processo de cicatrizagdo do
epitélio da cornea realizado por Baldwin and Marshall (2002). Dessa forma, pode-se
considerar que a fluéncia de irradiagdo com Laser de baixa poténcia podera ter influéncia
direta na concentragdo do TGF-f e, consequentemente, no processo de cicatrizagdo do

epitélio da cornea.

Outro aspecto relevante, no processo de modulagdo dos efeitos dos fatores de
crescimento sobre os mecanismos de reparacdo epitelial da coérnea, reside no desafio de
promover a reparagao tecidual pela via da regeneracao preferencialmente a reacdo cicatricial
tipo fibrética, que devido a alta concentracdo de miofibroblastos resulta na opacificagao
corneana (NETTO et.al., 2005; 2005b). Acredita-se que a escolha entre a regeneragdo ou a
fibrose reside no controle da ativagdo fibroblastica (NETTO, et.al., 2005b). Logo, como
apresentado anteriormente, a acdo da TLBP, que apresenta significativo aumento na
proliferacao fibroblastica em outros tecidos, pode ndo ser o estimulo ideal para o processo de

reparo tecidual do epitélio da cérnea

Entretanto, ¢ importante salientar, pela revisdo bibliografica, que a acdo das diversas
citocinas e dos fatores de crescimento envolvidos na reparacao epitelial corneana ainda nao
estd completamente elucidada. Da mesma forma, a ativacdo dessas citocinas e fatores de
crescimento pela a¢do do Laser de baixa poténcia também ndo ¢ completamente conhecida ou
plenamente relacionada as dosagens ou aos comprimentos de onda de irradiagdo. Portanto,
nao ¢ possivel excluir a TLBP como um possivel processo auxiliar no reparo tecidual do

epitélio da cornea.

Entdo, necessario se faz melhor compreender os mecanismos de agdo do processo de
reparo tecidual com a a¢do do Laser e, especificamente, os mecanismos de reparo do epitélio
da cornea. Portanto, estudos complementares, envolvendo diferentes dosagens, comprimentos
de onda, processos de andlise que permitam verificar o comportamento dos principais fatores
de crescimentos e citocinas envolvidos no reparo corneano, deverdo ser realizados antes de se
formular uma conclusao definitiva sobre a acdo da TLBP no processo de reepitelizagdao

corncana.



46

7 CONCLUSAO

Conclui-se, a partir dos resultados apresentados e discutidos no prresente trabalho, que
a acio do Laser de baixa poténcia AsGaAl de 650 nm e fluéncia de 1,5 J/em® ndo apresentou
diferenca significativa na acelaracao do processo de reparo tecidual do epitélio da cornea,

nem na qualidade do epitélio neoformado.
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n.°’A095/CEP/2007, sobre “Aplicacio de
laser de baixa poténcia em despitelizacdo corneana” sob a responsabilidade
de Renato Amaro Zingaro foi aprovado por esta Comissio de Etica em
Pesquisa por estar de acordo com os Principios Eticos seguindo as Diretrizes
Nacionais e Internacionais da pesquisa envolvendo animais.

Informamos que o pesquisador responsavel por este Protocolo de Pesquisa
deverd apresentar a este Comité de Etica um relatério das atividades

desenvolvidas no periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovacao.

Sdo José dos Campos, 10 de setembro de 2007.
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