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AGAO DO DIODO LASER ( A.= 830 NM) SOBRE O PROCESSO DE CICATRIZAGAO DE LESOES
CUTANEAS: ESTUDO BIOMETRICO E HISTOLOGICO EM RATOS

SANDRA BASTOS REZENDE

RESUMO

Nesta pesquisa foi analisado o efeito da aceleracdo do processo de
cicatrizagdo de lesdes cutaneas em ratos, utilizando diodo laser
emitindo em 830 nm. Os 64 animais selecionados neste estudo
foram divididos aleatoriamente em quatro grupos de 16 ratos
(G1,G2,G3 e G4). Comparacdes biométricas e histoldogicas foram
realizadas nos seguintes periodos: 3,7 e 14 dias ap6s o0 ato
cirargico e aplicacao do laser. Foram utilizadas trés configuracdes
de irradiacdo, sendo uma contato pontual (G2) e duas uniformes
sem contato (G3 e G4), com dois valores de intensidade (G2: I=
428 mW/cm? ; G3=G4: I= 53 mW/ cm?), e dois valores de dose
(G2=G4: D= 3 J/ cm? ;G3: D= 1,3J/ cm?). O grupo 1, considerado
controle, n&o foi submetido a nenhum tratamento. Todas as lesdes
irradiadas apresentaram aceleragdao do processo de cicatrizacéao,
com relagcdo ao grupo controle. Entretanto, os nossos achados
indicam claramente que, dos dois valores de intensidade utilizados,

aquele menor (irradiacdo uniforme) levou aos melhores resultados.
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Por outro lado, dos dois valores de dose utilizados, o menor valor
desta também levou a resultados mais expressivos e significativos.
A combinacdo do valor de intensidade de 53 mW/ cm” e da dose de
1,3 J/ cm?® levaram a resultados 6timos dos pontos de vista
biométrico e histolégico, apresentando contracdo mais rapida da
lesdo, com maior rapidez na neoformacdo de tecido conjuntivo e

epitelial.

ACTION OF DIODE LASER (830NM) ON CUTANEOUS WOUND HEALING
PROCESS: BIOMETRICAL AND HISTOLOGICAL STUDY IN RATS

“ABSTRACT”

In this research, it was analyzed the acceleration of the
healing process of cutaneous lesions in mices, using a diode laser
emitting in 830 nm. The 64 selected animals in this study were
randomically divided into four groups of 16 animals each (G1, G2,
G3 e G4). Biometric and histological comparisons were
accomplished in the following periods: 3, 7 and 14 days after the
surgery and laser application. Three laser irradiation configurations
were used: a punctual contact (G2) and two non-contact and
uniform (G3 and G4). For group G2, the laser intensity was 428
mW/cm?2 , and for groups G3 and G4 it was 53 mW/cm2. The total
doses were D = 3 J/cm? for groups G2 and G4, and D = 1,3 J/cm?
for G3. The first group, G1, was considered control and thus not
submitted to any treatment after the surgery. All irradiated lesions
presented acceleration of the healing process with regard to the
control group. However, our results clearly indicate that the smaller
laser intensity (uniform irradiation) leaded to the best results. On

the other hand, the smaller used dose also leaded to the more
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Vi

significant and expressive results. The combination of the intensity
value of 53 mW/cm?2 and the dose of 1,3 J/cm?2 leaded to optimal
results, regarding the biometric and histological analysis, presenting
faster lesion contraction, quicker neoformation of epitelial and

conjunctive tissue (with more collagen fibers).
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D: dose ou fluéncia
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A: comprimento de onda

P:poténcia
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T:tempo

Ca: calcio

GaAs: galium arsenide, arseneto de galio
GaAlAs: galium aluminum arsenide, arseneto de galio e aluminio
H: hidrogénio

He-Ne: hélio e nebnio

K: potassio

Na: sodio

Nd:YAG: matriz hospedeira YAG dopada com Nd
'0,: oxigénio singleto

YAG: Y(ttrium) A(luminum) G(arnet), granada de itrio e aluminio;
Y3AI5012:6xido de itrio e aluminio
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Em medicina e odontologia, busca-se procedimentos
minimizadores da dor, ou edema, ou que estimulem a cicatrizacéao
com conseqlUente acao antiinflamatdria, ou ainda a bioestimulagéo(l)
celular da area tratada. Uma enorme variedade de terapias tem
surgido ao longo do tempo sempre que ocorrem avangcos nas areas
tecnoldgicas.

Os efeitos de bioestimulacdo podem ser também
provocados por irradiacdo luminosa de baixa intensidade, sendo
conhecido seu efeito, sobre o processo de reparacao dos tecidos.

Com o advento do primeiro laser (1960), iniciou-se uma
série de desenvolvimentos para a sua utilizacdo em procedimentos
terapéuticos e cirargicos, tais como execucdo de cortes e
vaporizagcdo de tecidos, termoterapias, etc... . Em especial, a
irradiacdo utilizando feixes laser tem levado a resultados
significativos também na area de bioestimulacéo.

Um dos pioneiros na pesquisa da aplicacdo do laser de
baixa intensidade nas areas biomédicas foi o Professor Endre
Mester. Em 1966, seu grupo do hospital Semmelwiss, em
Budapeste, Hungria, publicou o primeiro trabalho cientifico
referente aos efeitos nédo térmicos da luz laser sobre a pele de
ratos. Nos anos seguintes, foram publicados varios artigos sobre o
efeito do laser em feridas, assim como em cultura de leucocitos.
Nestes trabalhos demonstrou-se que tanto células em cultura como
lesGes teciduais podem apresentar bioestimulagcdo, utilizando-se

uma certa dose de luz laser.

(1)Bioestimulagcdo €é um termo genérico aplicado a qualquer
estimulo, agente ou acao que produza uma resposta fisiolégica com aumento

da atividade funcional.
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E conhecido que esta terapia utilizando feixes laser em
baixa intensidade n&o envolve interagcao térmica, ou seja, a energia
dos fotons ira ocasionar efeitos fotoquimicos, fotofisicos e/ou
fotobiologicos nas células e no tecido.

Se administrada na dose adequada, certas funcdes
celulares poderdo ser estimuladas.

Esse efeito € particularmente evidente se a célula em questdao tem
a sua funcao debilitada.(Karu,1989).

Estes efeitos benéficos da radiacdo laser nos tecidos se
processam em diferentes formas: através da indu¢cdo da atividade
mitotica das ceélulas epteliais, estimulando a microcirculacdo local
(Cruédnes,1984), aumentando a atividade fibroblastica e a
velocidade de formacao de fibras (Silveira e Lopes,1991), e
principalmente, aumentando a sintese de coladgeno in vivo (Mester e
Jaszagi-Nagy,1973).

Muitos estudos tém mostrado a utilizacdo do laser em
baixa intensidade em odontologia, promovendo uma recuperacao
mais rapida e menos dolorosa, nos casos de ulceracdes aftosas,
Ulceras traumaticas, lesdes herpéticas (Ilwase et al.,1988, Silva et
al.,1992, Eduardo et al., 1996),e em lesbes resultantes de cirurgias
bucais e exodontias (Pradelli, 1985).

Apesar destas pesquisas demonstrarem o poder de
aceleracdo do processo de reparacao tecidual, ndo existe ainda um
modelo completo e suficiente para a compreensdo destes efeitos,
sendo de grande importancia contribuicdes tedrico-experimentais
gue busquem parametros 6timos em tempos viaveis para a pratica
clinica.

Utilizaremos a sigla LILT, proveniente da designacdo na
lingua inglesa "Low Intensity Laser Therapy", ou terapia laser em

baixa intensidade, para referéncias as técnicas de bioestimulacédo
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laser aqui consideradas.

2 OBJETIVOS

Avaliar biométrica e histologicamente o processo de
cicatrizacdo de Ilesdes cutaneas submetidas a radiacdo laser,
utilizando-se o feixe proveniente de um diodo laser de GaAlAs
(A=830nm), comparando diferentes modos de aplicacdo e

densidades de energia.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 A pele

A pele recobre a superficie do corpo e constitui-se de uma
porcdo epitelial de origem ectodérmica,a epiderme, e uma porgao
conjuntiva de origem mesodérmica, a derme. Abaixo e em
continuidade com a derme estd a hipoderme que, embora tenha a
mesma origem da derme, ndo faz parte da pele, apenas lhe serve
de suporte e unido com os O6rgaos subjacentes. A Figura 1 mostra a

anatomia da pele humana sadia.

I epiderme

A

derme

I Tecido
subcutaneo
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Figura 1: Anatomia da pele humana sadia (Adaptado por
Ribeiro,2000).

3.1.1 Epiderme

E constituida por um epitélio estratificado pavimentoso
gueratinizado. Além desse epitélio, a epiderme apresenta ainda trés
tipos de células: os melanocitos, as células de Langerhans e de
MerkelL.

Os melandécitos sdo as células que produzem o pigmento
melanina, protetor contra os raios ultravioleta. As células de
Langerhans fazem parte do sistema imunitario e originam-se de
células precursoras trazidas da medula 6ssea pelo sangue. As
células de Merkel sdo tidas como mecanorreceptores. Esta
interpretacdo, no entanto, ndo € universalmente aceita. Alguns
pesquisadores acreditam que as células de Merkel sejam
secretoras de horménios (Junqueira & Carneiro,1995).

A espessura e estrutura da epiderme variam com o local
estudado, e ela apresenta, da derme para a sua superficie, as
camadas basal ou germinativa, espinhosa, granulosa, lucida e
cérnea. Nas regides onde a epiderme é mais fina e mais simples,
frequentemente faltam as camadas granulosa e licida, bem como a
camada cdérnea é mais reduzida.

3.1.2 Derme

E o tecido conjuntivo sobre o qual se apdia a epiderme. A
derme apresenta espessura variavel de acordo com a regido
observada. Sua superficie externa €é extremamente irregular,
observando-se saliéncias que acompanham as reentrancias
correspondentes da epiderme. Essas saliéncias recebem o nome de
papilas dérmicas. Acredita-se que a funcdo das papilas seja
aumentar a zona de contato derme-epiderme, trazendo maior
resisténcia a pele (Junqueira & Carneiro,1995).

Descrevem-se na derme duas camadas, de limites poucos
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distintos, que sao a papilar e a reticular. A camada papilar, mais
superficial, é delgada, constituida por tecido conjuntivo frouxo.
Nesta camada, observam-se fibrilas especiais de colageno, que se
inserem na membrana basal e penetram profundamente na derme.
Estas fibrilas teriam a funcdo de prender a derme a epiderme.

A camada reticular, mais profunda, é mais espessa,
constituida por tecido conjuntivo denso e apresenta, portanto,
menos células e fibras colagenas mais abundantes e espessas do
gue a camada papilar. Ambas as camadas contém muitas fibras
elasticas, responsaveis em parte pelas caracteristicas de
elasticidade da pele. Além dos vasos sanguineos e linfaticos e
nervos, também sao encontradas na derme as seguintes estruturas

derivadas da epiderme: pélos, glandulas sebaceas e sudoriparas.

3.1.3 0 tecido conjuntivo da derme

Os tecidos sao constituidos por células mais a matriz
extracelular. A matriz extracelular, também chamada intersticio, é
guase inexistente em alguns tecidos, porém em outros é abundante
e contém estruturas e moléculas importantes do ponto de vista
estrutural e funcional.

O tecido conjuntivo, em particular, caracteriza-se,
morfologicamente, por apresentar diversos tipos de células,
separadas por abundante material intercelular sintetizado por elas.
Esse material é representado por uma parte com estrutura
microscoépica definida, as fibras do conjuntivo, e por uma parte ndo-
estruturada, a substancia fundamental amorfa. Banhando as células,
as fibras e a substancia amorfa, ha uma pequena quantidade de
fluido, o plasma intersticial.

As fibras do tecido conjuntivo sdo de trés tipos principais:
colagenas, reticulares e elasticas. Como as fibras colagenas e as

reticulares sdo constituidas pela proteina coldgeno, existem na
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realidade dois sistemas de fibras: o sistema colageno e o sistema
elastico. Na ferida em processo de cicatrizacdo, as fibras

distribuem-se inicialmente de modo randdémico.(Smith et.al.,1985)

3.1.4 As células do tecido conjuntivo

O conjuntivo possui células préprias e células vindas do
sangue. A divisdo de trabalho entre as células do conjuntivo
determina o aparecimento de varios tipos celulares, cada um com
caracteristicas morfologicas e funcionais préprias. Essas células
sao: fibroblasto, macr6fago, mastocito, plasmaécito, célula adiposa
e leucocito. A Figura 2 mostra as principais organelas de uma

célula.

Figura 2: Organelas presentes em uma célula (Adaptado por
Ribeiro,2000).

O fibroblasto sintetiza colageno, elastina, proteoglicanas e
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glicoproteinas estruturais. E a célula mais comum no tecido
conjuntivo e a principal responsavel pela formacdo das fibras e do
material intercelular amorfo.

E uma célula dotada de mobilidade, porém sua
movimentacdo ¢é muito lenta. Ha dois tipos extremos de
fibroblastos, separados por tipos intermediarios. A célula, em
intensa atividade sintética, tem morfologia diferente do fibroblasto
gue ja sintetizou muito e que se situa entre as fibras por ele
fabricadas. Certos autores reservam a designacédo de fibroblasto
para a célula mais ativa, chamando a célula “inativa” de fibrécito
(Junqueira & Carneiro,1995).

Havendo um estimulo adequado, como ocorre nos
processos de cicatrizacdo, o fibrocito pode voltar a sintetizar
fibras, reassumindo o aspecto descrito para o fibroblasto. Na
cicatrizacdo dos ferimentos, aparece uma célula chamada
miofibroblasto, com caracteristicas intermediarias entre fibroblasto
e a célula muscular lisa. Essas células tém a morfologia do
fibroblasto, mas contém grande quantidade de microfilamentos de
actina e contém também miosina. Os miofibroblastos participam do
fechamento dos ferimentos, pela contracdo da cicatriz formada
(Junqueira,1995; Costa,1999; Berry,1998). No conjuntivo do adulto,
os fibroblastos ndo se dividem com frequéncia, entrando em mitose
apenas quando ocorre uma solicitacdo, como por exemplo, nas
lesbes do tecido conjuntivo.

O macréfago € uma célula polifuncional oriunda dos
mondcitos do sangue. Tem grande capacidade de fagocitose e sua
morfologia é variavel conforme seu estado funcional e sua
localizacdo. Os macrofagos podem estar fixos ou em movimento
amebdide e atuam como elementos de defesa. Fagocitam restos de
células, material intercelular alterado, bactérias e particulas inertes

gue penetram no organismo. Quando estimulados (por exemplo, nas
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infeccbes), os macréfagos passam por modificacdes morfoloégicas e
metabdlicas, sendo chamados macréfagos ativados. Essas células
tém maior atividade fagocitaria, maior capacidade de matar e
digerir particulas estranhas, producdo de lisossomos aumentada e
secretam diversas substancias que participam do processo
defensivo atraindo leucocitos e estimulando a atividade de outras
células.

O mastocito é uma célula globosa, grande e com
citoplasma carregado de granulos baséfilos. A principal funcdo dos
mastécitos é produzir e armazenar potentes mediadores quimicos
do processo inflamatéorio. Os granulos dos mastocitos séao
metacromaticos pois contém heparina, uma substancia
anticoagulante, ou entdao sulfato de condroitina, glicosaminoglicanas
sulfatadas. Além de heparina, esses granulos contém outros
mediadores quimicos da inflamagc&o, como a histamina.

O plasmoécito se origina do linfécito B ativado e produz
anticorpos. Sao células ovlides e pouco numerosas no conjuntivo
normal, exceto nos locais sujeitos a penetracdo de bactérias e
proteinas estranhas, mas aparecem em grande quantidade nas
areas onde existe inflamacéao crénica.

As células adiposas se originam no embrido, a partir dos
lipoblastos. Estas células sado parecidas com os fibroblastos, porém
logo acumulam gordura no seu citoplasma. As goticulas lipidicas
sdo inicialmente separadas umas das outras, mas depois se
fundem, formando goticula Unica; caracteristica da célula adiposa
unilocular.

Os leucécitos ou glébulos brancos sé&o constituintes
normais do tecido conjuntivo vindos do sangue por migracao através
da parede dos capilares e vénulas (diapedese). Os leucdOcitos mais
freqientes no tecido conjuntivo sdo os neutréfilos eosinéfilos e os

linfocitos.
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3.1.5 A matriz extracelular

7

A matriz extracelular é o todo do conteudo do tecido que esta
fora das células que o compBe. E composta por um conjunto
heterogéneo de macromoléculas produzidas pelas préprias células
dos tecidos.O tipo de macromolécula, bem como sua organizacao e
guantidade relativa, determinam as propriedades fisicas e
funcionais dos tecidos. A matriz pode constituir a maioria do tecido
como por exemplo na pele, ossos ou cartilagem, ou a minoria, como
no tecido nervoso. Atualmente, sabe-se que a matriz ndo é apenas
um componente passivo do tecido, mas pelo contrario, pode
influenciar a suas células no que diz respeito a varios fenémenos
biolégicos importantes como migracéao, proliferacéo,
desenvolvimento, forma e fungdo (Junqueira & Carneiro,2000).
Didaticamente, pode-se dividir as macromoléculas da matriz em
duas classes distintas: fibrilares e néo-fibrilares.

Os componentes fibrilares podem ser subdivididos em dois
subgrupos, as proteinas estruturais e as de adesdo, também
chamadas glicoproteinas de matriz. As proteinas estruturais séao,
principalmente, o colageno e a elastina.O coladgeno confere
resisténcia téncil ao tecido e a elastina, sua elasticidade.As
proteinas de adesdo promovem a ligacdo das células aos diferentes
elementos da matriz. Pode-se citar como exemplo a laminina, que
une as ceélulas epiteliais a sua membrana basal, e a fibronectina,
que liga e promove a adesao dos fibroblastos com a matriz
extracelular do tecido conjuntivo através de um grupo especial de
proteinas integrais da membrana chamadas de integrinas.

Os componentes nao-fibrilares s&o representados pelas
glicosaminoglicanas e proteoglicanas. As primeiras sao
polissacarideos de alto peso molecular e grande quantidade de

cargas negativas. As glicosaminoglicanas sédo encontradas, em sua
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maioria ligadas a proteinas e, neste caso denominam-se
proteoglicanas.Tais moléculas promovem um meio hidratado, similar
a um gel, que permite livremente a difusdo de nutrientes,
metabdlitos e hormbénios entre a corrente sangiinea e as células,

além de conferir resisténcia compressiva aos tecidos.

3.1.6 Colageno como elemento da matriz extracelular

Como componente majoritario da matriz extracelular da
pele e ossos, 0s colagenos sdo as proteinas mais abundantes nos
mamiferos, respondendo por 25% da massa protéica total do
organismo.

No estado fresco, as fibras colagenas sao brancas,
conferindo essa cor aos tecidos nos quais predominam, e séao
birrefringentes, pois s&o constituidas por fibras alongadas e
paralelas.Em muitos tecidos aparecem agrupadas em arranjo
paralelo, formando feixes de fibras colagenas.

No microscépio eletrdonico, verifica-se que as fibrilas
colagenas apresentam uma estriacdo transversal tipica.Essa
estriacdo aparece como periodos de 67nm, cada periodo formado
por duas faixas, uma clara e outra escura, conforme exemplifica a
Figura 3 .Observadas no microscopio de luz, as fibras colagenas
sdo acidofilas, corando-se de roseo pela técnica da hematoxilina-
eosina.

As fibras colagenas séo constituidas por uma glicoproteina
estrutural denominada coldgeno, que tem composicdo de

aminoacidos bem caracteristicas.
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porgcao amino-terminal porcao carbono—terrqinal

B = S

le— |

67nm
Figura 3: Estriacdo das fibrilas de coldgenos (Adaptado por

Ribeiro,2000).

A molécula do colageno € constituida por trés cadeias,
denominadas cadeias-a (ver Figura 4).Cada uma delas € composta
pela combinacdo de trés aminoacidos sintetizados em seqlencia
repetidamente, sendo o primeiro deles sempre a glicina.

Estas trés cadeias sao enroladas em torno uma das outras
formando uma tripla-hélice. A riqueza de glicina (33,5% dos
aminoacidos totais do colageno) e de prolina/hidroxiprolina
(12%/10%).Confere propriedades especiais a tripla-hélice, gracas
as suas caracteristicas moleculares. O primeiro, por ser o menor
aminoacido existente permite uma aproximacdo maior entre as
cadeias-a, mantendo —as bem unidas, e o segundo, devido a sua
estrutura molecular ciclica, permite uma maior estabilidade

helicoidal a cada cadeia-a.

SandraBastosRezende



ACAO DO DIODO LASER EMITINDO EM 830nm, SOBRE O PROCESSO DE CICATRIZAGAO DE LESOES CUTANEAS 14
ESTUDO BIOMETRICO E HISTOLOGICO EM RATOS

Figura 4: Estrutura tripla-hélice da molécula de colageno (Adaptado
por Ribeiro,2000).

Devido as inumeras combinacGes possiveis dos trés
aminoacidos iniciais, poderia, teoricamente existir mais de 10.000
subtipos de coladgeno, contudo, até hoje foram descobertos por
volta de 21 subtipos apenas, nomeados com algarismos romanos
(exemplo: coladgeno tipo I, tipo II, tipo IIl, etc.). O coldgeno tipo |
representa mais de 90% do coldgeno total e € o principal colageno

da pele e ossos (Junqueira & Carneiro,1995).

3.1.7 A sintese do colageno

O gene que codifica a cadeia-a do colageno do tipo | (cuja
estrutura molecular € a mais conhecida) tem aproximadamente 44
guilobases de comprimento, com 50 éxons (partes da molécula de
um pré mRNA que vao codificar uma cadeia polipeptidica) em
meédia. A maioria dos éxons contém 54 nucleotideos ou seus
multiplos de comprimento o que sugere que durante a evolucao,
houve varias duplicacdes de um gene primordial de colageno que
continha esses 54 nucleotideos. Estes 54 nucleotideos codificam
exatamente seis sequUéncias de trés aminoacidos, cada uma
iniciando-se pela glicina.

Uma vez sintetizado o mRNA , este migra em direcdo ao
reticulo endoplasmético rugoso, onde formar& polirribossomos que

sintetizardo as cadeias- a para dentro do lumen reticular. Tais
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cadeias-a, a medida que sao sintetizadas, sofrem hidroxilacao de
alguns residuos de lisina e prolina selecionados para tal.

Outra caracteristica importante é que tanto na porcgao
amino-terminal, guanto na porcéao carbono-terminal, sao
sintetizados aminoacidos adicionais denominados peptideos de
registro. Esses alinham as cadeias- a entre si de modo a formar a
tripla-hélice e a impede de polimerizar (formar fibrilas) com as
outras tripla-hélices intracelularmente. A tripla-hélice ja formada,
ainda com os peptideos de registro, é denominada procolageno.

Posteriormente, as moléculas de procoldgeno séo
transportadas ao complexo de Golgi, onde s&o separadas em
vesiculas de secrecdo e transportadas para a periferia da célula
por microtubulos do citoesqueleto celular. Ao sofrerem exocitose,
ou seja, agora no meio extracelular, as moléculas de procolageno
sofrem acdo da enzima procoldgeno peptidase, que separa as
cadeias- a dos seus peptideos de registro. A tripla-hélice, agora
denominada tropocolageno, sofre polimerizacdo umas com as
outras, formando as fibrilas de coladgeno.

As caracteristicas da polimerizacdo do tropocolageno
promovem regides periddicas (a cada 67 nm), onde ocorrem
sobreposicdo de varias moléculas de tropocolageno ao longo de
toda a espessura da fibrila, ao lado de regides que apresentam
espacos livres entre duas dessas moléculas. Dentro de cada fibrila
ocorrem ligacdes cruzadas entre o0s residuos de lisina
intramolecularmente (dentro da mesma molécula de tropocolageno).
Quanto maior o niumero dessas ligagcdes, maior serd a resisténcia
ténsil que o tecido podera suportar.

As fibrilas s&o, entdo, organizadas segundo a orientacao
desejada e segundo a funcdo que desempenham no tecido. A célula
€ a responsavel por tal organizacdo e para isso dispfe de dois

mecanismos:
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> Através da sintese de outros componentes da matriz, que
influenciam na orientacdo das fibrilas de coldgeno e as
secretam junto ao procolageno. Assim, eles agem sobre as
fibrilas recém-sintetizadas, orientando-as segundo a
necessidade do tecido;
> Através da tracdo mecéanica das fibrilas, com a formacéo
de recessos citoplasmaticos ou migracao celular
Finalmente, apds orientar um grupo de fibrilas na mesma
direcdo, esse grupo pode ser chamado de fibras de colageno e num
estagio mais tardio as fibras podem ser organizadas formando
verdadeiros cabos na matriz extracelular denominados feixes, ou
serem organizadas em camadas com orientagdes tridimensionais
diferentes, umas sobre as outras, que formam a estrutura da

maioria dos 6rgaos.

3.1.8 Hipoderme

E formada por tecido conjuntivo frouxo, que une de
maneira pouco firme a derme aos 6rgdos subjacentes. E a camada
responsavel pelo deslizamento da pele sobre as estruturas na qual
se apoia. Dependendo da regido em estudo e do grau de nutricdo
do organismo, a hipoderme podera ter uma camada variavel de
tecido adiposo que, quando desenvolvida, constitui o paniculo

adiposo.

3.2 Cicatrizacao

Cicatrizagdo é o processo pelo qual um tecido lesado é
substituido por tecido conjuntivo vascularizado, sendo semelhante
quer a lesdo tenha sido traumatica, quer causada por necrose. Em
ambos 0s casos, 0 primeiro passo é a instalacdo de uma reacéo
inflamatdria, cujo exsudato que resulta no tecido conjuntivo

cicatricial de células fagocitarias reabsorve o sangue extravasado e
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os produtos da destruicdo tecidual. Em seguida, ha proliferacéao
fibroblastica e endotelial (Pereira,1998).

A cicatrizacéo inicia-se, portanto, na fase inflamatoria,
manifestada pela presenca constante de macrofagos no local, que
fagocitam e digerem restos celulares presentes na area. A real
atividade reparativa é atingida através do tecido especializado
(tecido de granulacdo), que esta bem formado de trés a cinco dias
apo6s o inicio do processo. O tecido de granulacdo é a marca
registrada do processo da cicatrizacdo na inflamacdo. E constituido
pela proliferacdo de vasos sanguineos de neoformacéo
(angiogénese), derivados daqueles pré-existentes na area,
fibroblastos e células inflamatdrias agudas e crdnicas.

O reparo final consiste da substituicdo do tecido lesado
por células do mesmo tipo, algumas vezes, ndo deixando qualquer
residuo da leséo inicial, e da substituicdo por um tecido conjuntivo,
gue no seu estado permanente constitui uma cicatriz (Robbins et.
al.,1986).

A lesédo pode ainda ser classificada em incisional, onde as
bordas da ferida se mantém em contato, como é o caso das feridas
cirargicas, lineares, onde os bordos sao aproximados através de
suturas ou esparadrapos.

Em lesdes excisionais, 0os bordos se tornam afastados em
consequUéncia da perda de parte dos tecidos da pele. A perda do
epitélio e parte da derme superficial pode levar a formacédo de
Glcera. O primeiro caso € denominado cicatrizagcdo por primeira
intencdo e no segundo caso, por segunda intencdo. Esta
classificacdo é importante, pois fenbmenos diferentes ocorrem em
cada tipo de cicatrizacdo (Robbins,1986).

Na cicatrizacdo por primeira intencdo ou unido priméria, a
cicatrizacdo ocorre sem contaminagcao bacteriana significante e com

um minimo de perda do tecido. Quando ha perda mais extensa de
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células e tecido, tal como ocorre na superficie dos ferimentos com
perda de substancia, o processo reparador € mais complicado e a
perda de substancia deve ser preenchida.

A regeneracdo das ceélulas parenquimais nado consegue
reconstituir a arquitetura original. O tecido de granulacdo cresce a
partir das margens para completar o reparo. Esta forma de
cicatrizacdo € referida como unido secundaria ou cicatrizacdo por
segunda intencdo. As Figura 5 e Figura 6 mostram uma
representacao artistica para cicatrizacdo por primeira e segunda

intencao, respectivamente.

Ferida Incisional Cicatriz

Figura 5: Cicatrizacdo por primeira intencdo (Almeida-Lopes,1999).
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Tecido de Cicatriz
granulacdo

Ferida Tecido de Cicatriz
Aberta granulacdo

Figura 6: Cicatrizacdo por segunda intencédo (Almeida-Lopes,1999).
No nosso experimento, a lesdo foi feita com um punch de
8mm de diametro, ferida excisional. Neste caso, a cicatrizacdo se

da por segunda intencao.

3.2.1 A cicatrizacdo por segunda intencao
Fase inflamatoria

Apo6s injuria tecidual, ocorrendo dilaceragcdo da pele por
acidente ou finalidade cirdrgica, inicia-se uma série ordenada de
eventos biolégicos que servem ndo apenas para conter a leséao,
mas também para preparar as células que ndo foram danificadas
permanentemente para a replicacdo necesséaria para a substituicdo
das células mortas.

A sequéncia de eventos que tem como objetivo imediato a

reparacdo dos tecidos danificados pode ser dividida em 3 fases:
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uma fase inicial que consiste em inflamacédo, seguida de um estagio
de fibroplasia , e acompanhada de remodelagem tecidual e
formacao de cicatriz. (Robbins et al., 1984)

Nos primeiros momentos da lesdo, ha o rompimento de
pequenos vasos sanguineos, que causa 0 extravasamento do
sangue e a conseqlUente formacdo de um coagulo. Para que o
coagulo se forme, ocorre a ativacdo de plaquetas, que além de
formar o trombo, liberam véarias substédncias ativas no local da
lesdo. Essas substancias e outras liberadas pelo tecido danificado
vao funcionar como quimiotaticos e vasoativos, que promovem a
exsudacao de fagdécitos do sangue para as margens da leséo.

Os estimulos mais importantes sao os fibrinopeptideos
gerados pela fibrindlise, as quimiocinas liberadas pelas plaquetas e
mondécitos do coagulo, e IL-1 e TNF-a, produzidos por macroéfagos
e mondcitos.Aproximadamente seis horas depois, a margem da
ferida contém fagdcitos, e por volta de vinte e quatro horas, o
coagulo ja estad invadido por essas células, com predominio dos
neutroéfilos.

Esses tipos celulares tém como funcdo fagocitar e digerir
microorganismos invasores, bem como restos de células
mortas.Com quarenta e oito horas, o numero de neutrdéfilos diminui
sensivelmente, passando o0 exsudato a ser constituido
predominantemente por macréfagos.

Os macrofagos liberam uma grande quantidade de
substancias ( enzimas, citocinas, fatores de crescimento,
substancias vaso ativas e fatores quimiotaticos), que vao atrair
outras células inflamatdérias e iniciar a formacdo do tecido de
granulacdo (Pereira,1998).Estimuladas pela falta da célula vizinha
morta na lesdo, as células da borda do epitélio (queratindcitos) se
rediferenciam, tornando-se capazes de apoiar-se na rede de fibrina,

adquirir capacidade de migracédo lateral e fagocitar o exsudato em
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seu caminho.

Células endoteliais de capilares crescem em direcdo ao
meio da lesdo de ambas as bordas da ferida, em resposta a fatores
angiogénicos, TNF-a pelos macréfagos e o metabolismo anaerdébio

local é responsavel pela producédo de lactato.

Formacdo do tecido de granulacéo

A formacdo do tecido de granulacdo envolve o acamulo de
macrofagos, a proliferacdo de fibroblastos, a deposicdo de matriz
extracelular e a angiogénese.

Nesta fase portanto , os macréfagos presentes ja séo
maioria. A partir deste momento, os macrofagos controlam o
processo de cicatrizacdo através da secrecdo de fatores de
crescimento. Os fibroblastos estdo totalmente ativados,
proliferando e produzindo fibrilas de colagenos tipo Ill na fase
inicial da cicatrizacdo, e proteoglicanas. Entretanto, por razdes
ainda desconhecidas, produzem poucas fibras
elasticas.(Costa,1999)

Os fibroblastos, apoiando-se na rede de fibrina presente
no exsudato destas células, estimulados pelo PDGF liberado,
proliferam, migram para o centro da lesdo, depositam matriz
extracelular e causam a retracdo da ferida. A matriz extracelular
sintetizada pelos fibroblastos serve como substrato para a
migracdo de macrofagos, células angiogénicas e outros
fibroblastos.

Nesta fase, comeca a substituicAo da matriz extracelular
antiga e lesada por uma matriz nova recém-sintetizada. A producéo
de colageno é estimulada por fatores de crescimento (PDGF,FGF e
TGF- B) e citocinas (IL-1, IL-4), estas Ultimas secretadas por
leucocitos e fibroblastos ativados no local. Um ponto a ser

destacado neste processo é que tao importante quanto a producéo
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de matriz nova é a degradacao da matriz antiga. O resultado final
da cicatrizacdo vai depender de um equilibrado balanco entre
producao e degradacao de componentes da matriz
extracelular.(Costa,1999)

A degradacdo da matriz ocorre nos espacos extracelulares
através da acdo de uma familia de enzimas proteoliticas
denominadas metaloproteinases. As metaloproteinases séao
produzidas por varios tipos celulares como fibroblastos, neutréfilos,
macrofagos, e sua secrecdo € estimulada por fatores de
crescimento presentes localmente como o PDGF e o FGF, citocinas
como a IL-1 e TNF-a, e estimulo fagocitario.

O processo de migracédo epitelial € lento (em torno de 0,5
mm/dia), de modo que para diminuir o tempo de ferida aberta e
exposta, o tecido de granulacdo dispde de dois mecanismos que
promovem um fechamento mais rapido da ferida através de sua
contracéo.

O primeiro processo é representado pelo exsudato que, ao
secar em contato com o meio ambiente, encolhe e traciona as
bordas da lesdo, uma em direcdo a outra; o segundo e mais
importante processo ocorre através do aparecimento e contracéao
dos miofibroblastos. Miofibroblastos sédo fibroblastos que se
rediferenciam e passam a sintetizar proteinas contrateis
intracelulares semelhantes as do musculo liso, adquirindo a
capacidade de contracao.

Até hoje, ndo se sabe o que estimula essa rediferenciacao
dos fibroblastos, mas acredita-se que existam fatores fisicos e
guimicos envolvidos (Costa,1999). Dessa forma, estando ligados
uns aos outros e ao estroma, a sua contracdo promove a

aproximacgao das bordas da ferida.

Remodelagem do tecido
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A Ultima etapa do processo de reparo é também a mais
longa. Como as anteriores, é continua e se inicia com a retirada do
acido hialurénico e fibronectina ainda durante a formacao do tecido
de granulacao, seguida pela deposicao de colagenos
(principalmente tipo IIl, mas também tipos | e V) e outros
componentes da matriz extracelular. Ocorre a proliferacdo dos
vasos linfaticos, os macrofagos comecam a fagocitar a fibrina, o
epitélio estd quase fechado e, mais importante, intensifica-se a
producdo do coldgeno tipo | pelos fibroblastos, o que
macroscopicamente fornece a ferida uma aparéncia cicatricial.

Posteriormente, muitos vasos e células desaparecem
através da apoptose (destruicdo programada da célula), o que
torna a cicatriz cada vez mais palida. O colageno torna-se mais
resistente através do aumento do numero de ligagBes cruzadas
entre suas moléculas, apesar de manter ainda um alto turnover. As
fibras elasticas continuam escassas. Eosinéfilos podem ser vistos
nesta fase, mas ndo se sabe exatamente a sua funcdo,apenas
especula-se que liberam fatores de crescimento.(Pereira,1998)

Uma cicatriz nunca atinge a mesma resisténcia ténsil que o
tecido original possuia, podendo chegar no maximo, até 70-80% da
resisténcia original ao final do processo.(Pereira,1998)

Para entender como a luz laser de baixa intensidade atua
nesse processo de reparacdo de lesbes, é necessario conhecer a
estrutura normal dos tecidos envolvidos na injluria e os estagios
envolvidos no reparo destes tecidos.

Os efeitos da LILT nos eventos celulares, que ocorrem
durante a cicatrizacdo de lesbes agudas da pele, € importante no
entendimento dos mecanismos que agem nesse processo. Estes
estimulam a atividade celular, conduzindo a liberacdo de fatores de
crescimento por macrofagos (Young,1989), proliferacdo de

queratinocitos (Haas,1990 VYu,1996), aumento da populagdo e
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desgranulacdo de mastocitos (El Sayed,1996 Trelles, 2000) e
angiogénese(Sroka et al., 1999; Bisht et al.;1994 Tuner et al.,
1998).

Esses efeitos podem levar a uma aceleragcdo no processo
de cicatrizacdo de lesdes, devido, em parte, a reducdo na duracéo
da inflamacdo aguda, resultando em uma entrada mais rapida no
estagio proliferativo de reparo, quando o tecido de granulacdo é

produzido.

3.3 Fenbmenos de interacdo da luz com a matéria

3.3.1 Absorcgao

Os elétrons que gravitam em torno do nucleo de um atomo
podem ocupar diferentes Orbitas de posic6es bem conhecidas. A
passagem de um elétron de uma posicao para outra mais afastada
do nucleo corresponde a um aumento de energia interna do atomo.

Denomina-se estado fundamental o] estado que
corresponde a energia minima. Os outros estados, de energia
superior aquela do estado fundamental, sdo estados “excitados”. A
passagem do estado fundamental (E1) para o estado excitado (E2)
realiza-se pela absorcdo de uma energia exterior ao atomo. O
atomo submetido a um campo eletromagnético pode absorver um
fé6ton com uma determinada frequéncia e ser conduzido do estado
E1, de menor energia, para E2. Tal processo é chamado de

absorcédo (Maillet,1987),conforme exemplifica a Figura 7.

SandraBastosRezende



ACAO DO DIODO LASER EMITINDO EM 830nm, SOBRE O PROCESSO DE CICATRIZAGAO DE LESOES CUTANEAS 25
ESTUDO BIOMETRICO E HISTOLOGICO EM RATOS

NN
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Comprimento de onda=
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Figura 7: Processo de absorcdo de um féton.

3.3.2 Emissédo espontanea

A energia adquirida pelo atomo excitado podera ser
perdida espontaneamente por transicdo de um nivel superior E2
para um nivel inferior E1, e dar lugar a emissdao de uma onda
eletromagnética de determinada frequéncia. A emissdo espontanea
ocorre quando um atomo efetua espontaneamente a transicdo de um
estado excitado E2 para um estado de menor energia E1, emitindo
um quantum de energia,conforme exemplifica a Figura 8.

A emissdo espontanea é incoerente, ndo existindo relacéo
de fase, direcdo ou de polarizagcdo entre todas essas emissdes, e a
radiacdo é multidirecional. A emissdo espontadnea coletiva dé

origem a fosforescéncia ou luminescéncia, do tipo observado nos

interruptores luminosos.
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Figura 8: Processo de emissdo espontanea de fétons.

3.3.3 Emissao estimulada

A emissdo estimulada é provocada pela chegada de um
féton, de energia igual aquela possivel de ser liberada pelo atomo,
que retorna do nivel superior E2 ao nivel inferior E1, ou seja, deve
ter a mesma frequéncia que o foton cuja emissdo ele vai induzir
resultando em dois fotons induzidos. A Figura 9 retrata este
processo.

Assim se prepararmos convenientemente o sistema de tal
forma que ele possua a populacdo no estado de maior energia,
maior que a populacdo do estado de menor energia, podemos ter
amplificacdo Optica. Isso s6 ocorre quando houver inversdo de
populacéo.

Essa inversdo estimulada possui propriedades notaveis: as
radiacdes induzidas e indutoras tém a mesma fase, a mesma
direcdo e a mesma frequencia. Portanto, ndo existe qualquer
discriminacdo fisica possivel entre o foton indutor e o fdton

induzido, e tudo ocorre como se houvesse uma verdadeira
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“Amplificacdo da Luz por Emissdo Estimulada de Radiagao”. E esta,

portanto, a explicacdo do termo “LASER”(Maillet ,1987).

Foton incidente

A~

SV | EaVaAYe

; . Féton adicional
Foton incidente idéntico emitido

Comprimento de onda=A
Energia=(Ez-E>)

Figura 9: Processo de emissédo estimulada.
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3.4 Caracteristicas da luz laser

3.4.1 Coeréncia

E quando os fotons se propagam em fase no tempo e no
espaco. A coeréncia proporciona a radiacdo um unico caminho para
o qual todas as ondas caminham de forma ordenada no espaco. A
superficie emissora de um laser é constituida pela lamina semi-
refletora que forma uma das extremidades da cavidade ressonante.

Tal propriedade de vibracdo em fase, em todos os pontos
dessa superficie, denomina-se coeréncia espacial. Assim a emissao
coerente permite que se obtenham enormes concentracbes de
energia por unidade de superficie.

A coeréncia temporal esta relacionada ao comprimento de
coeréncia dos lasers que pode ser medida em metros chegando,
muitas vezes, a quildmetros.

Uma l|lampada comum ndo apresenta o fendmeno de
coeréncia, uma vez que ao produzir emissao espontanea de luz,
essas ondas deixam a fonte de maneira desordenada, com direcéao

e sentidos diversos, caminhando cada uma para um local diferente.

3.4.2 Monocromaticidade

Ocorre quando foétons estimulam fotons da mesma
frequéncia.

A luz branca comum é uma mistura de cores e quando
atravessa um prisma, forma um espectro visivel ao olho humano que
varia do vermelho ao violeta.

A luz laser consiste de ondas que possuem um
comprimento especifico e, portanto, com uma Unica cor.

3.4.3 Colimacéao

Ocorre quando os fétons se propagam em fase no tempo e
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no espaco.
Devido ao fato de que cada féton emitido possuir 0 mesmo
comprimento de onda, o feixe laser saird paralelo por conta do

pequeno angulo de divergéncia e também unidirecional.

3.5 Parametros de tratamento

A luz interage com um tecido bioldégico de quatro formas:
reflexdo, transmissdo, absor¢do e espalhamento. A Figura 10

retrata a interacdo da radiacdo com a pele.

reflexan

By I
- - . - q

& s - =2 | =
2 ~ S
& I o | g | a

L R Y = - -

£ ® ® ° - e -

transmissao
Figura 10: formas de interacdo da luz com o tecido

biol6gico(Adaptado por Ribeiro,2000).

A interacdo da radiacdo laser com o tecido deve produzir
uma mudanca fisica e/ou quimica, que resulte na resposta bioldgica

desejada. Frequentemente, os parametros desta irradiacdo séao
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determinados empiricamente e catalogados. Esta resposta bioldgica
€ dependente da dose de radiacdo (definida a seguir), do namero
de tratamentos realizados, e com menor dependéncia do
comprimento de onda da radiacéao.

O espectro de absorcédo de um sistema biolégico permite a
avaliacdo da profundidade de penetracdo da radiacdo laser, em
funcdo do seu comprimento de onda. E desejavel para esta
aplicacdo biomédica de lasers que a radiacdo apresente uma
penetracdo significativa no tecido, promovendo uma exposicdo o
mais homogénea possivel, nas diversas camadas do tecido, a luz de
intensidade adequada. Os tecidos bioldégicos possuem cromaoforos
(substancias que absorvem luz), tais como a melanina,
hemoglobina, hemomoléculas, porfirinas etc. (ver Figura 11), que ao
absorverem a luz laser (processo ressonante), podem atrapalhar o
processo de irradiacdo de camadas mais profundas do tecido.

A profundidade de penetracdo no tecido para laseres
compreendidos entre os comprimentos de onda de 590 nm e 1,5 um
estd entre 2 a 8 mm e o espalhamento predomina sobre a absorcéao
(Zezzel,2000).
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Figura 11: Espectro de absorcédo de alguns cromoforos do
tecido (Maldonado,2000).

3.5.1 Comprimento de onda

Para a radiacdo apresentar uma penetracdo significativa
no tecido (como desejado), é importante a escolha do comprimento
de onda da radiacéao.

Empiricamente, tém se obtido bons resultados com a
radiacdao do laser de He-Ne (A = 633 nm), principalmente para
Ulceras e regeneracdo nervosa. Por outro lado, lasers de GaAs
emitindo em A = 904nm tém sido utilizados para o tratamento de
lesdes mais profundas, tendo maior influéncia no pdés-operatério
guanto a dor e inchaco. Lasers de GaAlAs emitindo em A = 790nm
ou 830nm sdo também boas alternativas para o tratamento de dor,
edema e ulcera crénicas(Tunér,1999).

Varios outros lasers, entretanto, tém sido utilizados para
LILT apresentando resultados também positivos. Na Figura 12, sao

apresentados os comprimentos de onda dos principais lasers
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médicos, sobrepostos aos espectros de absorcdo dos principais

cromoéforos.
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Figura 12: Comprimento de onda de varios lasers utilizados em

medicina, e espectro de absor¢cdo dos principais cromoéforos de

tecidos. A linha tracejada corresponde ao diodo laser utilizado
neste trabalho(Maldonado,2000).

3.5.2 Intensidade

E a grandeza fisica que permite avaliar a possibilidade de
dano térmico, sendo a poténcia de luz incidente, por unidade de
area. Quando o regime do laser é pulsado, a poténcia varia entre
um valor maximo (poténcia pico) e zero, de forma que é a poténcia
média do laser que € significativa para o calculo da dose. Se o
regime de operacdo do laser for continuo, a poténcia do laser

permanece constante por todo periodo de tempo e € igual a
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poténcia média.Comumente na literatura, a intensidade € dada em
W/cm?,

Interacbes da Iluz com o tecido que apresentam
contribuicbes de efeitos térmicos sao verificadas para intensidades
médias superiores a 0,5 W/cm?. Assim, procura-se ajustar a
irradiacdo do tecido lesionado de maneira a se utilizar intensidades
abaixo deste limite (tipicamente, da ordem de 0,1W/cm?), mesmo no
caso de aplicacdo pontual, onde a intensidade pode ser alta nos
pontos de aplicacdo (mesmo sendo baixa na média, na area da
lesdo). No caso pulsado, procura-se ndo ultrapassar este limite
(0,5 W/cmz) mesmo nos instantes de maximo de poténcia dos
pulsos, se os pulsos sao longos (da ordem de segundos).

E conhecido (empiricamente) que o valor de intensidade
luminosa média utilizado é influente na qualidade do resultado final
da LILT.

3.5.3 Dose de tratamento

Este € um dos mais importantes parametros. O termo
dose, tradicionalmente empregado na terminologia da area de
bioestimulacdo laser, corresponde a& grandeza fisica conhecida por
fluéncia, ou seja, energia por unidade de area. Utiliza-se este
termo, entretanto, devido aos tempos envolvidos serem tipicamente
longos (varios segundos) e pelo fato de se utilizar no céalculo da
dose a poténcia média do laser (mesmo no caso de lasers
chaveados ou pulsados).

A dose tem a mesma unidade da grandeza fluéncia, sendo
dada em J/cm?. Deve-se calcular o valor da dose multiplicando-se a
intensidade, P/A (onde P é a poténcia em watts e A € a area em

cm?), pelo tempo t em segundos: D =P .t/ A (J/cm?).
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Usualmente, o ajuste de parametros de irradiacdo tem
como ponto de partida um valor de dose preconizado. Assim, tendo-
se escolhido um valor de poténcia aplicado a area da lesdo (ou
poténcia por unidade de area), calcula-se o tempo de exposicao
para atingir o valor de dose desejado.

Muitos autores como Mester, acreditam que ndo se deve
ultrapassar uma densidade de energia de 12J/cm?, pois entdo

poderiamos causar um efeito inibidor (Tunér,1999).

3.6 Modelos para a acao da bioestimulacao laser

Karu, em 1989, publicou um artigo de revisdo sobre a
fotobiologia dos efeitos do laser de baixa intensidade. Neste
trabalho sdo compilados numerosos estudos quantitativos de efeitos
provocados por luz monocromatica visivel, em baixa intensidade,
sobre células ( Escherichia Coli, fermentos, células Hela,
fibroblastos de hamsters chineses e linfécitos humanos). Condicbes
ideais de irradiacdo( comprimento de onda, dose e intensidade) que
conduzem a estimulacdo da atividade desejada, sdo apresentadas.
As conclusbes foram:
> a bioestimulagdo laser é um fendmeno fotobiologico. Luz

coerente ndo € necessaria para estes efeitos
> os fotoaceitadores priméarios sdao componentes da cadeia

respiratoria. Isso explicaria a universalidade dos efeitos
com laser de baixa densidade de poténcia,;

Os componentes da cadeia respiratoria podem ser
fotoaceitadores no caso da estimulacdo do metabolismo celular,
bem como da inibicdo, dependendo da dose de luz. Em baixas
doses, a irradiacao causa regulacdo redox do metabolismo celular;
em altas doses, prevalece o efeito fotodinamico;
> o quantum de luz é somente um desencadeador para a

regulacdo do metabolismo celular. Isso explicaria as
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baixas doses e intensidades necessarias;
> a magnitude do efeito da bioestimulacdo depende do

estado fisiologico da ceélula antes da irradiacdo. Isso

explicaria por que o efeito ndo é sempre possivel;

> os efeitos terapéuticos da LILT poderiam ser explicados
por um aumento da proliferacdo de células em GO e G1, ou
por mudancas hna atividade fisioléogica de células
excitaveis.

Segundo Kamikawa (1992), os mecanismos dos efeitos do
laser em baixa intensidade operam em virtude de a¢des fotoquimica
e fotofisica do laser.

A acdo fotoquimica se da sobre os cromoforos da cadeia
respiratoria, de grande importancia para se iniciar o efeito
terapéutico. A acao fotofisica do laser se da sobre as ligacdes de
hidrogénio.

Smith (1991), prop6s uma modificagdo do modelo de Karu
para explicar os efeitos produzidos por luz visivel e infravermelha.
No modelo de Karu, a luz visivel produz mudancas fotoquimicas nos
fotorreceptores das mitocondrias, que alteram o metabolismo,
conduzindo a transducdo do sinal a outras partes da célula
(incluindo membranas), que finalmente conduzem a fotorresposta
(biomudulacao).

Enquanto que a luz visivel provavelmente inicia a cascata
de eventos na cadeia respiratéria das mitocdndrias, através de
eventos fotoquimicos (provavelmente a fotoativacdo de enzimas),
Smith sugere que, devido as propiedades fotofisicas e fotoquimicas
da radiacdo infravermelha, esta inicie a cascata de eventos
metabolicos através de efeitos fotofisicos sobre as membranas
(provavelmente nos canais Ca ++), conduzindo a mesma resposta
final.

7

O modelo para a LILT, sugerido por Smith, € mostrado na

SandraBastosRezende



ACAO DO DIODO LASER EMITINDO EM 830nm, SOBRE O PROCESSO DE CICATRIZAGAO DE LESOES CUTANEAS:
ESTUDO BIOMETRICO E HISTOLOGICO EM RATOS

Figura 13.
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Fotorrecepcéo NAD Mitocondria —  Luz Visivel

l

ATP Citoplasma
Transducéo do sinal Na“/H* Membrana Celular == Radiacio
E Amplificacéo Na® K* ATPase l Infravermelha
ca'” Citoplasma
DNA, RNA Nucleo
Fotorresposta Proliferacdo Celular

Figura 13: Modelo para a modulacdo de sistemas biolégicos através
da LILT(Smith,1991;traduzido por Ribeiro,2000).

Segundo Kamikawa e Ohnish (1992), (que estdo de acordo
com Smith), a acdo fotoquimica do laser sobre os cromoforos é
importante para iniciar o efeito terapéutico, mas esta explicacédo
ndo abrange todos os lasers utilizados nessa terapia. Por esta
razdo, eles realizaram um experimento utilizando H-NMR para
observacdo da flutuacdo dos sinais de prétons induzida pela
radiacao laser (1=830nm, P=10mW, emissdo continua; 1=904nm,
Pm=10mW, emissao pulsada). Dos resultados obtidos, os autores
sugeriram que a acdo fotofisica do laser sobre ligacbes de

hidrogéneo pode ser um dos mecanismos essenciais dos efeitos da
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LILT.

Karu (1995), concluiu também que as respostas bioldgicas
de células a radiacdo visivel ou préxima ao infravermelho ocorrem
em decorréncia de mudancas fisicas e/ou quimicas nas moléculas
fotoaceitadoras, componentes da cadeia respiratoria (citocromo
a/a3 nas mitocéndrias e citocromo d em E. Coli).

Como resultado da fotoexcitacdo de estados eletrénicos,
as seguintes mudancas fisicas e/ou quimicas, pode ocorrer
alteracdo das propriedades redox e aceleracdo de transferéncia de
elétrons, mudancas na atividade bioquimica em razdo do
aquecimento local transitorio de croméforos, auto-oxidagdo de um
elétron e producéo de '0,.

Diferentes canais de reacdo podem ser ativados para se
alcancar o macroefeito fotobiol6gico. As primeiras mudancas fisicas
e/ou quimicas induzidas pela luz nas moléculas fotoaceitadoras séo
seguidas por uma cascata de reacdes bioquimicas na célula, as
guais nao precisam de posterior ativacdo de luz e ocorrem no
escuro (transducéao do fotossinal e cadeias de amplificagédo).

Essas reagOes s&o conectadas com mudangas nos
parametros da homeostase celular. Acredita-se que o ponto crucial
seja uma alteracdo do estado redox celular, uma variacdo buscando
oxidacdo € associada com estimulacdo da vitalidade celular e uma
variacdo buscando reducéo ,é ligada a inibicéao.

Células com um ph mais baixo que o normal, onde o estado
redox €& alterado na dire¢cdo reduzida, s&o consideradas mais
sensiveis a acdo estimuladora de Iluz que aquelas com os
respectivos parametros sendo 6timos ou préximos a 6timo. Esta
circunstancia explica as possiveis variagdes nas magnitudes
observadas com os efeitos da LILT.

A acdo da luz sobre o estado redox de uma célula, via

cadeia respiratéria também explica a diversidade dos efeitos
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obtidos com a LILT. Além de explicar muitas controvérsias nesta
area ( isto é, a diversidade de efeitos, a magnitude variavel ou
ausénsia de efeitos em certos estudos), o mecanismo de regulacédo
redox proposto pode ser uma explicacdo fundamental para alguns
efeitos clinicos da radiacdo, por exemplo, os resultados positivos
alcancados no tratamento de feridas e inflamac¢cdes crbénicas, ambas
caracterizadas por acidise e hipoxia.

Karu (1999), em um artigo mais recente, referente aos
mecanismos de acao primarios e secundarios da radiacdo emitida
no intervalo do visivel ao infravermelho préximo sobre células,
discute a enzima citocromo ¢ oxidase como o0 possivel
fotoaceitador, quando células sao irradiadas com luz
monocromatica no intervalo visivel ao infravermelho. A transducao e
amplificacdo do fotossinal na célula conduziriam a uma cascata de
reacbes conectadas com alteracfes nos parametros da homeostase
celular, que pode acontecer na auséncia de luz (mecanismos

secundarios).

3.7 Estudos em animais e humanos

A terapia laser em baixa intensidade vem sendo estudada
desde a década de sessenta, com trabalhos publicados por Endre
Mester e seu grupo de Budapeste, que demonstra efeitos nédo-
térmicos desta irradiacdo na pele de ratos. Mester demonstrou que
células em cultura, assim como tecidos, podem ser estimulados por
uma certa dose de luz laser.

Doses muito baixas ndo tém nenhum efeito, ou insuficiente.
Doses muito altas sdo também menos eficientes ou sem efeitos. As
primeiras pesquisas foram realizadas com o laser de rubi
(A=694nm), e uma das primeiras observacOes sobre o efeito da
LILT foi o rapido e inesperado crescimento de pelos (em areas

raspadas e depois irradiadas com laser) em ratos.
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Atualmente existem ao redor de duas mil pesquisas
relatadas na literatura. Entretanto, algumas informacdes obtidas
ainda sdo discordantes, principalmente em funcdo da falta de um
protocolo comum. Encontra-se uma grande variedade de valores de
doses aplicadas, assim como modelos e métodos que nao séao
frequentemente reprodutiveis.

Esta revisdo de literatura considerara, portanto, alguns
entre os muitos artigos publicados internacionamente, que tratam
dos efeitos nédo térmicos da luz nos tecidos ou células.

Mester e Jaszsagi-Nagy (1973), estudando a cicatrizacao
de feridas em ratos e utilizando uma dose 4J/cm? observaram um
aumento da velocidade de cicatrizacdo até depois do 3° dia e uma
estabilizacdo em torno do 6° e 7° dias com uma progressiva
diminuicdo depois do 7° dia. Concluiram que houve um aumento na
producdo de coldgeno no tecido cicatricial da area tratada com
laser em aproximadamente 30% a 50% em relagdo a area controle.

Longo et al.,(1987) descreveram uma acentuada
proliferacdo fibroblastica e regeneracao eptelial nos sitios feridos
experimentalmente em ratos utilizando o laser de AsGaAl.

Walsh (1987), em uma revisdo da terapia laser em baixa
intensidade, afirma que o uso do LILT sobre os fibroblastos
gengivais (em cultura) pode influenciar o processo de cicatrizacéao
de ferida, através da sua transformacdo em 24 horas em
miofibroblastos, o0s quais sdo responsaveis pela contracdo da
ferida.

Garcia (1992) em sua tese de livre docéncia, estudou por
meio de observacdes clinicas, biométricas e histopatoldgicas, o
comportamento de feridas cutaneas provocadas em ratos e
submetidas a acdo do laser de Arseneto de Galio com uma dose de
3J/cm?. Nos intervalos de tempo de 9 a 12 e 19 segundos, observou

gue quando utilizou o laser o processo de reparacao foi mais
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rapido, com maior contracdo da ferida, e histologicamente houve
elevada taxa de crescimento epitelial.

Nara et al.,(1992) estudaram os efeitos da irradiacao
com trés tipos de lasers em baixa densidade de poténcia: um laser
de He-Ne (I= 632,8nm, P=5mW), e dois lasers de semicondutor
(1=790nm e 830nm, P= 34mW e 14 mW, respectivamente), na
proliferacdo de fibroblastos humanos e o0s resultados foram
comparados in vitro.

Os fibroblastos da polpa humana foram obtidos de
subculturas e estas foram incubadas por 48 horas em meios
suplementados por soro antes da irradiacdo laser. Cada laser foi
usado no modo de emissdo continua e a irradiacdo foi realizada
guatro vezes, no intervalo de dose total 0,05J/cm2 a 2,0J/cm2.
Depois da incubacao as células foram fixadas e coradas em laminas
e 0 numero de nuacleos foi contado. O laser de He-Ne mostrou a
capacidade de acelerar a proliferacédo de fibroblastos da polpa em
uma baixa dose de irradiacao (0,1J/cm2). Por outro lado, os lasers
de semicondutor falharam em produzir qualquer efeito estimulativo
sobre estes fibroblastos.

Eduardo, Cecchini e Cecchini (1996) apresentaram cinco
estudos clinicos sobre os beneficios do laser em baixa intensidade
na cicatrizacdo de tecido mole oral. Lesdes como herpes e Ulceras
aftosas foram irradiadas com laser de GaAlAs (A=790nm), em
doses dependentes da area de irradiacdo. Em todos os casos eles
concluiram que a terapia com a luz laser pode acelerar a
cicatrizacdo das feridas causadas por ulceracdes aftosas, assim
como aliviar a dor das é&reas afetadas. Os autores também
preconizam a associacdo de lasers de Nd:YAG e GaAlAs no
tratamento dessas lesdes.

Walker et al., (2000) verificaram o efeito da LILT na

cicatrizacdo de feridas pré irradiadas com raios-X em
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camundongos. Sessenta camundongos foram separados em cinco
grupos experimentais. Em todos os grupos, uma area bem definida
do dorso foi exposta a 20Gy de raiosX. Setenta e duas horas apos
a irradiacao, foi feita incisdo numa area de 7X7mm no dorso dos
camundongos.

Dois grupos serviram como controle, e 0s outros trés
foram tratados com um laser de GaAlAs (A = 660nm) de emissao
pulsada, nas doses de 0,5J/cm?; 1,5J/cm? e 4,0J/cm?, 1=45mW/cm?,
trés vezes por semana, até o completo fechamento da ferida. Os
resultados dessa pesquisa demonstraram que o0 tratamento com
laser, nos parametros estudados, ndo causou efeito benéfico na
taxa de contracdo das feridas, quando comparado ao grupo
controle.

Recentemente, Ribeiro (2000) observou aceleracdo na
cicatrizacdo de queimaduras criadas artificialmente na pele de ratos
e camundongos apds a radiacdo laser de He-Ne, na dose de 1J/cm?
correspondendo a uma exposi¢cao de 3 minutos, aplicadas em uma
série de quatro aplicagbes, duas vezes por semana. Seu estudo
permite concluir que a irradiacdo laser muda o padrdo normal de
atividade fibroblastica durante o processo de reparacédo, e estimula
inicialmente a sintese de colageno logo no inicio da cicatrizacado, o
gue pode ser importante para seu resultado final, dependendo da
orientagcdo da polarizagao incidente.

Schaffer et al., (2000) pesquisaram o efeito de um laser
de diodo (780nm) em pele humana normal, pelo aumento de
contraste dependente do tempo, mediante imagem por ressonancia
magnética. Seis voluntarios sadios foram irradiados na sola do pé
direito com 5 J/cm2 e intensidade de 100mW/cm2. A imagem por
ressonancia magnética é utilizada para quantificar a acumulacéo
local de gadolinio-DTPA (acido etilenotriamino-penta-acético), seu

conteudo local na corrente local do volume sanguineo, bem como
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sua distribuicdo ao espaco extra-celular. As imagens foram obtidas
antes e depois da aplicacdo do laser. Quando o laser foi aplicado,
a razéao sinal-ruido aumentou depois da irradiacdo, de acordo com o
aumento do contraste por MRI. Foi observado que, apos
biomodulacdo com a radiacdo laser,a cicatrizacdo de feridas
melhorou e a dor foi reduzida. Os autores sugeriram que estes
efeitos podem ser explicados pelo aumento do fluxo sanguineo na
area.

Simunovic et al. (2000) estudando cicatrizacdo de feridas
em coelhos utilizando um laser de He-Ne com A =632,8nm e 4J/cm2
observaram efeitos significativos sobre a resisténcia elastica dos
tecidos, crescimento epidérmico, concentracdo linfocitica e
formacdo de colageno. Densidade de energia mais elevadas (20,24
J/icm2) aplicadas sobre as feridas produziram menos efeitos ou
mesmos efeitos opostos.

No mesmo estudo, em humanos, analizando 74 pacientes
com lesdes provocadas por acidentes de transito e por acidentes
esportivos, utilizando diodo (AsGaAl) com A =830nm e outro laser
de He-Ne com A =632,8nm, obtiveram um aumento de 25% a 35%
da cicatrizacdo, uma melhor recuperacao funcional dos pacientes
operados e um alivio maior da dor.

Rodrigues(2001),verificou a aceleracdo do processo de
cicatrizacdo de lesdes irradiadas da mucosa oral decorrentes do
aparelho ortodéntico fixo, utilizando um diodo laser emitindo em
830nm, irradiando por contato da ponta ativa com a lesdo,com
d=1,3 J/cm2 e P=30mW.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

Para a realizacdo do presente estudo , foram utilizados 64
ratos adultos machos (Rattus norvegicus, albinus, Wistar) , com
massa corpoOrea variando entre 160 e 220 gramas. Estes animais
procederam do Biotério da Faculdade de Odontologia do “Campus
de Aracatuba, UNESP”.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais e
tratados com racdo granulada comercial e agua ad libitum, antes e
durante todo o periodo experimental.

Os ratos foram anestesiados com solugcdo injetavel de
hidrato de cloral a 10% ( 0,4 ml por 100 g de massa corpérea) e
tricotomizados na regido dorsal. Apés anestesia, foram efetuados
com auxilio de um “PUNCH”, de aproximadamente 8mm de
diametro, a remocao de um fragmento circular de pele na regiéo

mediana do dorso.

Os 64 ratos foram divididos em 4 grupos de 16 ratos,

conforme descricdo abaixo:

> Grupo 1 (G1) - considerado controle, ndo foi submetido a
nenhum tratamento.

> Grupo 2 (G2) - as lesbes foram submetidas a aplicagédo do
laser, com contato “pontual” da ponta ativa e a ferida, em
8 localizacdes distintas da periferia da lesdo e num ponto
central(ver Figura 17). A dose de energia utilizada por
ponto foi de 3J/cm? (Garcia,1992),com 30mW de poténcia

durante 7s.

> Grupo 3 (G3) - as lesbGes foram submetidas a aplicacdo do
laser de forma uniforme, sem contato com a lesao,

utilizando-se um espacador, desenhado para esta
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finalidade (ver Figura 18). A dose de energia utilizada foi
de 1,3J/cm® .(Ribeiro,1991) , com 60 mW de poténcia
durante 25s.

> Grupo 4 (G4) - as lesbes foram submetidas a aplicagéao do
laser de forma também uniforme, sem contato com a
ferida, utilizando-se um espacador, porém com dose de
energia de 3J/cm?® (Garcia,1992), com 60mW de poténcia
durante 56s. A Tabela 1 resume o0s parametros de

tratamento.

Utilizamos um laser de diodo de baixa poténcia
(Kondortech,modelo BioWave LLLT, Sao Carlos, Brasil- Figura 14)
, que esta integrado em um equipamento proprio para utilizacdo em
LILT (fonte, painel de controle, peca de mé&o e ponteira para
entrega do feixe). Este laser emite no comprimento de onda de 830
nm (na regidao do infravermelho préximo), com poténcia maxima
(medida) de 60 mW. O sistema de entrega do feixe se da por uma
ponteira cilindrica de cristal conforme pode ser observado na
Figura 15. O diametro do feixe nesta ponteira é de 3mm,
correspondendo a uma area de 0,071 cm?. A divergéncia do feixe
(medida) € de 20 graus. A Figura 16 mostra o raio do feixe em

funcdo da distancia da ponta ativa.
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Figura 15: Ponta ativa
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raio (cm), w = 0.17 X0.04
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Figura 16:Raio do feixe em funcé&o da ponta ativa.

Dos 64 animais utilizados, vinte e oito ratos foram
avaliados em relacdo a taxa de contracdo da ferida (analise
biométrica). Os 36 animais restantes foram sacrificados para
analise histoldgica.

Decorridos 3, 7 e 14 dias do ato cirdrgico e aplicacao do
laser, trés animais de cada grupo foram sacrificados (por inalacao
de éter sulfarico) para analise histologica. As bidpsias foram
colhidas cuidadosamente, de maneira a incluir parte da pele
adjacente as bordas da ferida e de todo o tecido cicatricial em sua
profundidade. Todas as bidpsias obtidas foram fixadas em formalina
10% por 24 horas. A seguir, as biépsias foram incluidas em
parafina, e orientadas de forma a permitir a realizagcdo de cortes
transversais, semi-seriados com 6 um de espessura. Os cortes
foram corados pela técnica da hematoxilina e eosina e Tricrémio de

Masson Para andlise biométrica posterior, foram realizadas
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medidas do diametro interno da ferida, nos mesmos periodos
(3,7,14 dias ap06s a radiacao), utilizando-se paquimetro (Starrett,
Brasil;modelo 727- 6/150), nos 28 animais restantes.

A evolucdo dos tamanhos das feridas foi analisada de
duas formas. A primeira correspondeu aos valores reais medidos
nos momentos 0, 3 ,7 e 14 dias pés-operatério, comparando-
0s a partir dos valores no instante zero, ou seja pelo

percentual do tamanho das feridas em relacdo ao instante

inicial.
Tempo de Densidade
Tempo | Poténcia . . Intensidade
GRUPO Aplicacéo de Energia 5
Total (mWwW) ) (W/cm*)
por Ponto (J/cm*®)
G1 | _
N&o foi submetido a nenhum tratamento
(controle)
G2 5 0,428
63s 30mwW 7s 3 J/cm 5
(pontual) (W/cm?©)
G3 5 0,053
. 25s 60mW | ------------- 1,3 J/cm 5
(uniforme) (W/cm*©)
G4 5 0,053
_ 56s 60mwW | ------------- 3 J/cm ,
(uniforme) (W/cm®)

Tabela 1: Parametros de tratamento utilizados nesta pesquisa
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Figura 18: Espacador utilizado na aplicagado uniforme
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacdo biométrica das lesdes

5.1.1 Analise descritiva

A Tabela 2 abaixo contém as meédias e os desvios padréao
para o tamanho das lesbes ao longo do tempo, levando as

seguintes observacdes:

tempo (dias)

Grupo 0 3 7 14
1 8,39 (1,01) 7,09 (0,85) 6,47 (0,69) 1,91 (0,53)
2 8,72 (0,69) 7,00 (0,77) 5,84 (0,63) 2,69 (1,26)
3 8,24 (1,71) 6,96 (1,69) 5,35 (1,25) 0,89 (1,00)
4 8,30 (0,94) 7,29 (0,81) 6,09 (0,89) 0,89 (0,80)

Total [8,41 (1,10) 7,09 (1,03) 5,94 (0,94) 1,59 (1,17)

Tabela 2 : Médias e Desvios Padrao (entre paréntesis) para o

tamanho das lesdes, em mm

» para todos o0s grupos existe um decrescimento no tamanho da
ferida;

» no instante inicial e no 3° dia as diferencas entre as médias dos
grupos ndo € muito grande;

» no 7° dia podemos observar o Grupo 3 com uma média
ligeiramente menor que o0s demais e 0 grupo controle
(Grupo 1) se destacando com valor maior que os demais

grupos;
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» no 14° dia os grupos 3 e 4 apresentaram a mesma média de
tamanho das lesdes, e 0s grupos 1 e 2 apresentaram valores

médios maiores;

Os valores relativos dos tamanhos das lesfes, em relacao
aos tamanhos iniciais, sdo mostrados na Tabela 3, e na Figura 19.
Nesse caso, podemos fazer observacdes semelhantes as feitas

acima:

tempo (dias)

Grupo 3 7 14
1 84,8 (7,0) 76,5 (4,6) 22,4 (5,6)
2 80,6 (9,4) 67,2 (7,8) 30,7 (14,5)
3 84,3 (6,9) 65,6 (12,3) 11,1 (12,6)
4 88,1 (5,7) 73,5(8,6) 10,6 (9,6)

Total | 84,6 (7,4) 70,8 (9,4) 18,7 (13,4)

Tabela 3 : Médias e Desvios Padrédo(entre parénteses) para o0s
percentuais dos tamanhos das lesbes em relacdo aos tamanhos

iniciais

» para todos 0s grupos existe um decrescimento nos tamanhos das
lesdes;

» no 3° dia as diferencas entre as médias dos grupos ndo € muito
grande;

» no 7° dia podemos observar os grupos 2 e 3 com uma média
ligeiramente menor que os demais e o grupo controle (Grupo 1)

se destacando com valor maior que os demais grupos;
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> no 14° dia os grupos 3 e 4 apresentaram médias muito proximas

% do tamanho inicial

e 0 grupo 2 mostrou-se aparentemente pior do que o grupo

controle;
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Figura 19: Médias e desvios-padrao para o percentual do tamanho
das lesdes, em relacdo aos tamanhos iniciais, em funcdo do tempo.
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5.1.2 Analise inferencial

Para estudar melhor as diferencas em relacdo aos fatores
Tempo e Grupo, fizemos comparacdes multiplas para as médias,

utilizando o método LSD - "Least Square Difference" (Tabela 4)

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Tempo| 3 7 14 3 7 14 3 7 14 3 7 14
3 0,07 0,00|0,30 0,00 0,00|0,65 0,00 0,00|0,66 0,01 0,00
1 0 0 1 0 7 0 0 6 5 0
Grupo 7 0,07 0,00|0,42 0,07 0,00|0,19 0,01 0,00|0,02 0,54 0,00
1 1 0 7 4 0 0 7 0 3 4 0
14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,10|0,00 0,00 0,03|0,00 0,00 0,02
0 0 0 0 8 0 0 8 0 0 1
3 0,30 0,42 0,00 0,01 0,00|0,57 0,00 0,00{0,173 0,15 0,00
0 7 0 2 0 7 2 0 6 7 0
Grupo ; 0,00 0,07 0,00|0,01 0,000,00 0,47 0,00|0,00 0,20 0,00
2 1 4 0 2 0 5 5 0 0 9 0
14 0,00 0,00 0,10|0,00 0,00 0,00 0,00 0,00|0,00 0,00 0,00
0 0 8 0 0 0 0 1 0 0 0
3 0,65 0,19 0,00|0,57 0,00 0,00 0,00 0,00|0,38 0,05 0,00
7 0 0 7 3 0 1 0 5 6 0
Grupo 7 0,00 0,01 0,00|0,00 0,47 0,00]0,00 0,00|0,00 0,05 0,00
3 0 7 0 2 5 0 1 0 0 6 0
14 0,00 0,00 0,03|0,00 0,00 0,00{0,00 0,00 0,00 0,00 0,93
0 0 8 0 0 1 0 0 0 0 3
3 0,66 0,02 0,00|0,13 0,00 0,00|0,38 0,00 0,00 0,00 0,00
6 3 0 6 0 0 5 0 0 4 0
Grupo 7 0,01 0,54 0,00|0,15 0,20 0,00|0,05 0,05 0,00|0,00 0,00
4 5 4 0 7 9 0 6 6 0 4 0
14 0,00 0,00 0,02|0,00 0,00 0,00|0,00 0,00 0,93|0,00 0,00
0 0 1 0 0 0 0 0 3 0 0
Tabela 4 : Comparacbes maultiplas, pelo método LSD, para o

percentual do tamanho original das lesdes. As diferencas

significativas estdo hachuradas.
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As comparacbes hachuradas na Tabela 4 (valores
inferiores a 0,05 para a diferenca de minimos quadrados) indicam
resultados médios com diferenca significativa. Selecionando-se as
comparacdes apenas entre grupos, para cada dia (fixo), obtém-se

as tabelas abaixo ( Tabela 5, Tabela 6 e Tabela 7).

Grupo Grupo Grupo Grupo
1 2 3 4
Grupo 1 0,300 0,657 0,666
Grupo 2 0,300 0,577 0,136
Grupo 3 0,657 0,577 0,385
Grupo 4 0,666 0,136 0,385

Tabela 5: Comparacdes multiplas pelo método LSD para o
percentual do tamanho original no 3° dia.

Grupo Grupo Grupo Grupo
1 2 3 4
Grupo 1 0,074 0,017 0,544
Grupo 2 0,074 0,475 0,209
Grupo 3 0,017 0,475 0,056
Grupo 4 0,544 0,209 0,056

Tabela 6: Comparacdes multiplas pelo método LSD para o
percentual do tamanho original no 7° dia. As diferencas
significatvivas estdo hachuradas

Grupo Grupo Grupo Grupo
1 2 3 4
Grupo 1 0,108 0,038 0,021
Grupo 2 0,108 0,001 0,000
Grupo 3 0,038 0,001 0,933
Grupo 4 0,021 0,000 0,933

Tabela 7: Comparacdes multiplas pelo método LSD para o
percentual do tamanho original no 14° dia. As diferencas
significatvivas estdo hachuradas
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Analisando apenas as comparacdes selecionadas nessas
Gltimas tabelas, podemos concluir que:
» no 3° dia ndo temos diferencas significativas entre os quatro
grupos para o percentual de diminuicdo do tamanho das feridas;
» no 7° dia somente existe diferengca significativa entre o grupo
controle e o grupo 3;
» no 14° dia temos dois grupos significativamente diferentes
formados pelo controle e grupo 2 (iguais entre si) e pelos grupos

3 e 4 (iguais entre si).

Fotografias das lesb6es provocadas no dorso de ratos com auxilio
de um punch de aproximadamente 8 mm sao mostradas a seguir:

GRUPO 3 irradiado GRUPO 1 controle

0 dias

3 dias
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7 dias

14 dias

Figura 20: Documentacédo fotografica do grupo 3 irradiado e
grupo 1 controle

5.2Avaliacédo histolégica das lesdes

A analise histoldgica foi feita, em sua maior parte, pelo Grupo de
Estudos e Pesquisas em Laser em Odontologia (GEPLO), da
Faculdade de Odontologia do Campus de Aracatuba / UNESP.

Para as amostras correspondentes ao terceiro dia apos
aplicacdo do laser, a analise realizada ao microscopio de luz
demonstrou que havia inicio de proliferagédo fibroblastica e capilar
em todos os espeécimes irradiados analisados. No grupo controle,
entretanto, observou-se auséncia de proliferacdo conjuntiva.(Figura
21 até Figura 24)

No sétimo dia, o grupo controle apresentava ainda

evidéncias de inflamacdo (Figura 25), enquanto que o0s outros
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grupos ndo apresentavam esta caracteristica.(Figura 26 até Figura
28)

O grupo 2, entretanto, apresentou maior secrecdo de
queratina pelo epitélio quando comparado ao grupo controle, no 14°%
dia.(Figura 29 e Figura 30)

O grupo 4, entretanto, indicou uma maior aceleracao do
processo cicatricial (em todos os espécimes) em relagcdo ao grupo
2, 0 que também ¢é evidenciado pela melhor orientacdo celular
(Figuras 30 e 32) e melhor orientacdo das fibras colagenas (Figura
33 e 34) no 14% dia.

O grupo 3, por sua vez, apresentou uma resposta tecidual
superior aos outros grupos em todos os periodos estudados (3°, 7°

e 14° dia), como evidenciado na Figura 23, Figura 27 e Figura 31.

As figuras a seguir foram obtidas utilizando-se a técnica de

coloracdo - hematoxilina e eosina.
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Figura 21: Fotomicrografia do grupo 1 no 3-* dia. A seta indica
infiltrado linfoplasmocitario
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Figura 22: Fotomicrografia do grupo 2 no 3-* dia. A seta indica
tecido conjuntivo frouxo neo-formado.
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Figura 23: Fotomicrografia do grupo 3 no 3-* dia. A seta indica
tecido conjuntivo frouxo neo-formado.

Figura 24: Fotomicrografia do grupo 4 no 3 dia. A seta indica
infiltrado linfo-plasmocitario.
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Figura 25: Fotomicrografia do grupo 1 no 7-> dia. A seta indica
infiltrado linfo-plasmocitéario.

Figura 26: Fotomicrografia do grupo 2 no 7> dia. A seta indica
tecido conjuntivo frouxo neOo-formado.
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Figura 27: Fotomicrografia do grupo 3 no 7-> dia. A seta indica
tecido conjuntivo frouxo neo-formado e destaca-se (pontilhado) a
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Figura 28: Fotomicrografia do grupo 4 no 7 dia. Destaca-se

vascularizacgédo intensa do tecido conjuntivo.
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Figura 29: Fotomicrografia do grupo 1 no 14-°* dia. Destacam-se
epitélio e o tecido conjuntivo néo-formados.

Figura 30: Fotomicrografia do grupo 2 no 14-% dia. Destacam-se
secrecao de queratina e pouca orientacao celular do tecido
conjuntivo.
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Figura 31: Fotomicrografia do grupo 3 no 14-° dia. A seta indica
epitélio diferenciado, com suas respectivas camadas.Destaca-se
também o tecido conjuntivo réseo (presenca de fibras colagenas)

Figura 32: Fotomicrografia do grupo 4 no 14-° dia. Destacam-se
secrecao de queratina e orientacdo celular no tecido conjuntivo.
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As figuras a seguir foram obtidas utilizando-se a técnica
de colaracédo- tricomio de masson. As fibras coldgenas sdo coradas
em azul quando se utiliza esta técnica. Podemos notar a melhor

orientacdao das fibras colagenas do grupo 4 em relacdo ao grupo 2.

_—

Figura 33: Fotomicrografia do grupo 2 no 14-° dia
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Figura 34: Fotomicrografia do grupo 4 no 14-° dia

6 DISCUSSAO

O estudo do processo de reparacao tecidual tem sido, nos
altimos anos, no curso da histéria médica, objeto de varios estudos,
0S quais procuram esclarecer os diferentes mecanismos que
interferem no processo de cicatrizacao do tecido lesado.

Mais recentemente, os efeitos do laser em baixa
intensidade vem sendo examinado, ndo s6 em bases experimentais
in vitro, como também sobre bases clinicas, para melhorar a
cicatrizacdo de feridas poOs-cirargicas, implantes e cirurgia a
retalho. O uso do laser e a existéncia de biomateriais como a
hidroxiapatita, colas biologicas & base de cianocrilato, membranas
de colageno e artefatos de titanio, tém revolucionado a ciéncia
medica (Siqueira Junior e Dantas,2000). Desta forma, no que
concerne a aplicacdo tépica de medicamentos sobre feridas, ha
varios trabalhos que procuraram abordar a aceleracdo da
cicatrizacdo por segunda intencdo, alguns com resultados

satisfatorios com a associacdo de antibidético e aminoacido (
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Carvalho et al., 1977).

A partir da década de 80, novas perspectivas de utilizacao
dos lasers em baixa intensidade surgiram, pois foram feitos os
primeiros estudos in vivo. Os trabalhos demostraram que o laser
provoca alteracfes no metabolismo celular iniciando-se com uma
vasodilatacdo periférica ( Mayayo et al., 1989 ; Benedicenti ,
1992); desgranulacdo de mastocitos (Silveira e Lopes, 1991);
estimulacdo mitocondrial (Karu, 1999); aumento da producdo de
ATP, sintese de histamina e heparina (Trelles e Mayayo, 1992);
aumento da sintese de DNA (Loevschall e Arenholt-Bindslev, 1994);
aumento da proliferacdo fibrobldstica ( Boulton e Marshall, 1986;
Lubart et al., 1995; Skinner et al.,1996; Simunovic et al.;2000) e
aumento do potencial regenerativo dos tecidos biolégicos (Trelles
et al.,1988; Mester e Jaszsagi-Nagy,1973; Abergel et al., 1984;
Rigau et al, 1994), apresentando efeitos gerais como efeitos
antiinflamatdérios, antiedematosos e analgésicos (Cruanes,1984).

Relatos de outros autores demonstraram que
a reparacdo de feridas é aumentada pela elevada tensdo de
oxigénio local, e que a reducdo do oxigénio disponivel, inibe o
processo de reparacdo (Pai et al.,1972). Assim como, grande parte
do oxigénio do tecido envolvido na reparacao das feridas € levado a
area através do sangue (Polack, 1979), soma-se a possivel
capacidade do laser promover vasodilatacdo local (Benedicenti,
1983) e angiogénese (Chomete et al.,1987), deixando o tecido bem
vascularizado. Isto provavelmente determinara, maior quantidade de
oxigénio na regido injuriada, promovendo dessa forma aceleracgéao
do processo de reparacdo. Estudos indicam que o efeito benéfico
da hiperoxia tecidual sobre a taxa de fechamento de feridas abertas
e caracterizado pela taxa de epitelizacao aumentada
(Pollack,1979). O mecanismo de acdo do laser em baixa

intensidade, no processo de reparacao tecidual ndo esta totalmente
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esclarecido, porém, ndo ha duavidas de que o laser aumenta a
velocidade de cicatrizacédo (Mester et al., 1972).

Do ponto de vista histolégico, as irradiacdes realizadas
seguindo os trés procedimentos descritos neste trabalho,
resultaram em efeitos de aceleracao de cicatrizacao.

As doses de 3 J/icm® e 1,3 J/cm® foram baseadas nas
pesquisas de Garcia (1992) e Rodrigues (2001). No primeiro
trabalho observou-se uma aceleracdo do processo de reparacdo em
lesbes cutaneas provocadas em ratos e no segundo observou-se
uma aceleracdo da cicatrizacdo de lesGes na mucosa oral,
decorrentes de aparelho ortoddntico fixo.

O grupo 2 correspondeu a aplicacdo pontual de radiacéao,
procurando reproduzir o procedimento estabelecido por Garcia
(1992). Pudemos observar que as lesdes assim tratadas
apresentaram uma evolucdo histoldégica mais avancada com relacao
ao grupo controle. Entretanto, nada pode ser inferido da anéalise
biométrica para este grupo.

Podemos observar que, apesar da aplicacdo da mesma
dose (fluéncia total) nos grupos 2 e 4, verificou-se uma maior
aceleracdo dos processos cicatriciais neste dultimo, evidenciada
pela maior orientacdo celular e das fibras colagenas no tecido
conjuntivo. A esta observagdo, acrescentam-se 0S NO0SSOS
resultados de analise biométrica, onde verificou-se que a diminui¢cao
dos tamanhos relativos das lesdes para o grupo 4 claramente
supera (em média) aquela correspondente para o grupo 2, no 14°%
dia.

Os grupos irradiados 3 e 4 tém em comum, por sua vez, o
fato de que a radiacao foi aplicada de forma uniforme e com mesma
intensidade, e tém como Unica diferenca o valor de dose (fluéncia

total) aplicada (1,3 J/cm? no grupo 3 e 3 J/cm? no grupo 4).
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No nosso estudo, o grupo 3 apresentou a melhor resposta
de aceleracao tecidual, em todos os periodos estudados. Isso se
evidencia pela maior rapidez na neoformacédo de tecido conjuntivo
(com maior presenca de fibras colagenas) e epitelial. Além disso,
verificou-se uma maior diferenciacdo do epitélio no 14% dia,
podendo-se observar todas as suas camadas. Quanto a analise
biométrica, verificou-se também que a analise comparativa dos
tamanhos relativos das lesbes para este grupo sdo consistentes
com a comparacao histoldégica, sendo que supera o grupo controle
no sétimo e décimo quarto dia, superando também o grupo dois
neste ultimo dia estudado.

Recentemente, Sommer et al. (2001), demonstraram que é
necessario um limiar de densidade de energia e intensidade para
haver resposta biolégica, e que esses dois parametros séao
independentes um do outro.

Em nosso trabalho 1) tendo superado os limiares de
densidade de energia e intensidade para haver resposta bioldgica,
2) evitando-se os valores de intensidade que levam a efeitos
térmicos, e 3) utilizando-se doses que correspondam a tempos de
exposicado viaveis para a pratica clinica, pudemos demonstrar

experimentalmente que existem valores 6timos para estes

parametros quanto a resposta final ao tratamento que podem ser
claramente determinados.
7 CONCLUSOES

Dentro das condi¢cdes e parametros estudados na presente
pesquisa podemos concluir que o laser de GaAlAs (A=830nm)
acelera a resposta biolégica do processo de cicatrizacdo das
lesbes cutaneas em ratos, nas seguintes combina¢cbes de

intensidades e doses: melhor resposta( 1=53 mW/cm? e D=1,3 J/cm?
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— aplicacdo uniforme); seguida ( 1=53 mW/cm? e D=3 J/cm® -
aplicacdo uniforme); seguida (1=428 mW/cm® e D=3 J/icm® -
aplicacao pontual).

Os nossos resultados indicam claramente que, dos dois
valores de dose e dos dois valores de intensidade utilizados; a
combinacdo de menor valor ( 1=53 mW/cm?® e D=1,3 J/cm® -
aplicacdo uniforme )levou a resultados mais expressivos e

significativos dos pontos de vista biométrico e histoldgico.
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