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RESUMO

Objetivos: verificar histologicamente a cicatrizagdo de feridas cutineas experimentais em Rattus norvergicus quando
empregado o laser de baixa poténcia.

Métodos: foram utilizados 45 animais machos, distribuidos em trés grupos conforme a terapéutica adotada (nao
tratados, tratados com laser na dose de 4 J/cm? e tratados com laser na dose de 8 J/cm?), os quais foram divididos
em trés subgrupos conforme o periodo de eutandsia (7, 14 e 21 dias). Foi removido um fragmento cutaneo de 2 cm
de diametro do dorso de cada animal e a cada 24 horas foi irradiado laser nos fragmentos dos grupos tratados, com
a dose estabelecida previamente.

Resultados: aos sete dias ap6s o experimento, os grupos irradiados com laser de baixa poténcia apresentaram uma
reepitelizacdo mais eficiente quando comparados ao grupo nao tratado. Além disso, os grupos tratados com laser
apresentaram uma deposi¢ao de colageno mais acentuada quando transcorridos 14 dias. A dose ajustada em 4 J/cm?
foi mais efetiva.

Conclusdes: o laser de baixa poténcia otimizou o processo de cicatrizagdo de feridas cutdneas experimentais em
Rattus norvergicus. A dose ajustada em 4 J/cm? foi mais efetiva.

DESCRITORES: CICATRIZACAO; PELE/lesdes; PELE/anatomia & histologia; MODELOS ANIMAIS; EXPERIMENTACAO
ANIMAL; TERAPIA A LASER DE BAIXA INTENSIDADE; RATOS.

ABSTRACT

Aims: To assess histologically the healing of experimental skin wounds in Rattus norvergicus using low-power laser.

Methods: Forty-five males were divided into three groups according to the adopted therapy (untreated, treated with laser
at a dose of 4 J/cm? and treated with laser at a dose of 8 J/cm?), which were divided into three subgroups according to time
of euthanasia (7, 14 and 21 days). A fragment of 2 cm in diameter of skin was removed from the back of each animal, and
laser was irradiated every 24 hours in the fragments of the treated groups, with the previously established dose.

Results: At seven days after the experiment, the low-power laser irradiated groups showed a more efficient reepithelialization
when compared with the untreated group. Furthermore, the groups treated with laser showed a more marked deposition of
collagen at 14 days. Dose adjusted in 4 J/cm? was more effective.

Conclusions: Low-power laser has enhanced the healing of experimental skin wounds in Rattus norvergicus. The adjusted
dose in 4 J/cm? was more effective.

KEY WORDS: WOUND HEALING; SKIN/injuries; SKIN/anatomy & histology; MODELS, ANIMAL; ANIMAL EXPE-
RIMENTATION; LASER THERAPY, LOW-LEVEL; RATS.

Recebido: janeiro de 2011; aceito: julho de 2011.

Endereco para correspondéncia/Corresponding Author:
JESUS ANTONIO DE CARVALHO ABREU

Av. Rio Poty, 2381 — Horto Florestal

CEP 64051-280, Teresina, PI, Brasil

Tel.: (86)3216-7900

E-mail: jesus.a.c.abreu@hotmail.com

Scientia Medica (Porto Alegre) 2011; volume 21, ndmero 3, p. 96-100



INTRODUCAO

As tentativas do homem de intervir no processo
de cicatrizagdo de feridas remontam a Antiguidade,
quando foi reconhecida a importancia de protegé-las
para evitar complicagdes. Os portadores de feridas
desenvolvem sequelas com frequéncia, com conse-
quéncias sociais intensas, podendo ocorrer perda de
membros e funcdes, afastando a pessoa do trabalho e,
por vezes, obrigando-a a aposentadoria precoce por
invalidez.!

A cicatrizagdo ¢ um dos processos mais estudados
atualmente. Pesquisas tém avaliado a importancia de
sua estimula¢do na reabilitagdo funcional e estética
do paciente. A cicatrizagdo pode ocorrer por primeira
ou segunda intengdo, com estagios inflamatorio,
fibroblastico e remodelador.?®* Ao longo do tempo,
o homem sempre empregou artificios com o intuito
de otimizar o processo cicatricial através do uso de
substancias ou procedimentos.

O laser ¢ uma radiagdo eletromagnética nao
ionizante, com caracteristicas de monocromaticidade,
coeréncia, direcionalidade e possibilidade de focalizacao
em pequenas areas.*s E classificado em laser de alta
intensidade (LAI) e laser de baixa intensidade (LBI).
Entre os tipos mais utilizados para cicatrizagdo estdo
o de HeNe (hélio-nednio), AsGa (arseneto de galio) e
AsGaAl (arseneto de galio e aluminio).®’

O laser ¢ dividido também em alta e baixa poténcia.
O primeiro ¢ destinado a remogao, corte e coagulagdo
de tecidos, enquanto que o laser de baixa poténcia
(LBP) ¢ utilizado em processos de reparacao tecidual.
Os principais efeitos gerados pelo LBP nos tecidos
tém natureza estimulatoria, causando aumento do
metabolismo celular, quimiotaxia e vascularizagdo.®

O LBP tem ac¢ao principalmente nas organelas
celulares, em especial nas mitocondrias, lisossomas e
membrana, gerando aumento de adenosina trifosfato
(ATP) e modificando o transporte i6nico. Acredita-
se que existem fotorreceptores celulares, sensiveis
a determinados comprimentos de onda, que, ao
absorverem fotons, desencadeiam reagdes quimicas.
Dessa forma o LBP acelera, em curto prazo, a sintese
de ATP (glicolise e oxidagao fosforilativa) e em longo
prazo a transcrigdo e replicagdo do DNA.°

Vario pesquisador tem colaborado com dados
concernentes a aplicacdo do LBP na cicatrizacdo, porém
a literatura ainda é bastante limitada e contraditoria,
principalmente por caréncia de detalhes na dosimetria,
pois o comprimento de onda, a densidade de poténcia,
o tempo de radiacdo e o estado de polarizagdo da
luz podem influenciar o efeito do laser na cicatriza-
¢ao.
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Este trabalho teve por objetivo analisar a cicatrizag@o
de tecido epitelial do ponto de vista histologico apos
realizagdo de tratamento com LBP de arsénio-galio.

METODOS

A pesquisa foi realizada de acordo com as normas
internacionais para pesquisa biomédica em animais
(1990) e conforme a Lei Federal n° 6638, de maio
de 1979. O protocolo de pesquisa foi previamente
submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade Integral Diferencial, com protocolo de
numero 034/10. Os experimentos foram iniciados apds
aprovacao pelo comité.

Foi realizado um estudo experimental, in vivo,
randomizado, com 45 individuos Rattus novergicus
albinus, cepa Wistar, idade de 150 dias, peso de 300 g,
divididos em trés grupos de 10 ratos, sendo que o
grupo experimental 1 foi tratado com laser de arsénio-
galio, comprimento de onda de 904 nm, na dose de
4 J/em? (grupo 4 J) e o grupo experimental 2 foi tratado
com o mesmo laser, contudo a dose usada foi de
8 J/ecm? (grupo 81J). O terceiro grupo foi considerado
grupo controle (grupo C) e ndo recebeu terapéutica. O
tratamento com o laser foi iniciado no pds-operatorio
imediato e a cada 24 horas, até a eutanasia dos animais,
sem a utilizag@o de curativo sobre a lesdo.

Para a realizacdo do procedimento cirurgico, os
animais foram previamente pesados e receberam, por
via subcutdnea, uma pré-anestesia com atropina na
dose de 0,04 ml para cada 100 g de peso corporeo,
aguardando repouso de 15 minutos para o procedimento
anestésico.' Em seguida foram administradas drogas
anestésicas por via intramuscular, o cloridrato de
ketamina 10% (Syntec do Brasil, Cotia, SP), na dose de
0,1 ml para cada 100 g de peso corpoéreo e o cloridrato
de xilazina 2% (Syntec do Brasil, Cotia, SP),na dose de
0,1ml para cada 100 g. Para cada animal foi utilizada
uma seringa de insulina de 1 ml."

A preparagdo cirtrgica da ferida foi realizada com
a utilizacdo de um punch metéalico com lamina cortante
na sua borda inferior, o qual removeu um fragmento
cutdneo com 2 cm de diametro do centro da area
depilada, até a exposicdo da fascia muscular dorsal.
Para terapia antimicrobiana no pos-cirargico, todos
os animais receberam Pentabiotico (Fort Dodge Saiide
Animal, Sao Paulo, SP) antibiotico de amplo espectro,
via intramuscular profunda, em dose tinica de 0,02 ml
para cada 100 g de peso corporeo. Os animais foram
mantidos em gaiolas de propileno (cinco animais por
gaiola) com boas condi¢des de higiene, alimentados
com dieta padrdo do biotério, ragdo Labina (Purina,
Paulinia, SP) e dgua ad libidum.
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Ap6s periodos de 7, 14 e 21 dias do procedimento
cirtrgico, os animais foram eutanasiados em nimero de
cinco por grupo, para a dissec¢do das amostras. Logo
apoOs a eutandsia, a pecga cirurgica foi constituida da
lesdo cutanea, com margem de 1 cm de pele em torno
da lesdo, com profundidade até a musculatura dorsal,
sendo cada peca identificada isoladamente. Em seguida,
as pegas passaram pelo processo laboratorial de rotina
para inclusdo em parafina e coloragao pela hematoxili-
na-eosina, para estudo histomorfologico sob microsco-
pia de luz. As laminas foram numeradas de acordo com
o numero do animal e subgrupo ao qual pertencia.

A andlise descritiva histologica baseou-se nos cri-
térios de proliferagdao vascular, proliferacdo de fibro-
blastos, infiltrado inflamatério, tecido de granulagao
e reepitelizacdo. Para tanto foram atribuidas trés
escores: 0 ausente, 1 moderada e 2 acentuada. Para a
epitelizacdo: 0 ausente, 1 parcial e 2 completa.”!?

Os dados obtidos no estudo foram analisados
com auxilio do programa BioEstat 4.0. O nivel de
significancia estabelecido foi de 5% (p<0,05).

RESULTADOS

No sétimo dia de avaliagdo apos o ato operatorio
houve diferenca estatisticamente significativa entre o

grupo controle e os demais grupos, pois trés animais
do grupo irradiado com LBP 4 J/ecm? e dois do grupo
irradiado com LBP 8 J/cm? apresentavam uma epi-
telizagdo parcial, enquanto que apenas um animal do
grupo controle tinha epitelizagdo parcial (Tabela 1).

Ao analisar a presenga de neovasos, fibroblastos e
colageno no sétimo dia de p6s operatério, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
estudados (Tabelas 2, 3 e 4).

Observou-se que com 14 dias de evolugao a pre-
senca de colageno foi significativamente diferente
entre o grupo controle e os demais grupos, ja que
todos os animais irradiados com LBP 4 J/cm? e
quatro animais irradiados com LBP 8 J/cm? tinham
presenca acentuada de colageno, enquanto que trés
animais do grupo controle tinham presenca acentuada
(Tabela 4). Nesse mesmo periodo de tempo ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
estudados quando analisadas a epitelizagdo, a presenca
de neovasos e a presenca de fibroblastos (Tabelas 1,
2¢e3).

Em 21 dias apds o ato operatério ndo se evi-
denciou diferenga significativa entre os grupos
quando analisadas presenca de epitelizagao, presenca
de neovasos, presencga de fibroblastos e presenca de
colageno (Tabelas 1 a 4).

Tabela 1. Escores da presenga de epitelizag@o na cicatrizacdo de feridas cutdneas experimentais em Rattus
norvergicus segundo a utilizagdo de laser de baixa poténcia

Lo 7 dias 14 dias 21 dias
Epitelizacao (nimero de animais) (nimero de animais) (nimero de animais)

(eseores) 4J 8J C 43 8J c 4J 8J C
0 (ausente) 2 3 4 0 0 2 0 0 1
1 (parcial) 3 2 1 0 1 2 0 0 3
2 (total) 0 0 0 5 4 1 5 5 |
Total de animais 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Meédia dos escores 0,6 0,4 2 2 1,8 0,6 2 2 1
Valor de p 0,040 0,573 0,165

47J: grupo experimental tratado com laser na dose de 4J/cm?; 8J: grupo experimental tratado com laser na dose de 8 J/cm?; C: grupo controle (sem laser).

Tabela 2. Escores da presenca de neovasos na cicatrizagao de feridas cutaneas experimentais em Rattus
norvergicus segundo a utilizagcdo de laser de baixa poténcia

o 7 dias 14 dias 21 dias
E[(ntellzag:)ao (niimero de animais) (niimero de animais) (ntiimero de animais)
escores
4] 8J C 4] 8J C 4] 8J C

0 (ausente) 0 0 0 0 0 0 5 4 1
1 (moderada) 0 1 5 5 5 5 0 1 4
2 (acentuada) 5 4 0 0 0 0 0 0 0
Total de animais 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Média dos escores 2 1,8 1 1 1 1 0,2 0,2 0,8
Valor de p 0,280 0,000 0,764

4]: grupo experimental tratado com laser na dose de 4 J/cm?®; 8J: grupo experimental tratado com laser na dose de 8 J/em* C: grupo controle (sem laser).
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Tabela 3. Escores da presenga de fibroblastos na cicatrizagdo de feridas cutineas experimentais em Ratfus
norvergicus segundo a utilizagdo de laser de baixa poténcia

Lo 7 dias 14 dias 21 dias
Epitelizacao (nimero de animais) (n@imero de animais) (ntiimero de animais)

(escores) 4] 8] C 43 81 C 43 8J C
0 (ausente) 0 0 0 2 1 0 4 2 1
1 (moderada) 0 0 4 3 4 1 1 3 4
2 (acentuada) 5 5 5 0 0 4 0 0 0
Total de animais 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Média dos escores 2 2 1,2 0,6 0,8 1,8 0,2 0,6 0,8
Valor de p 0,213 0,413 0,608

47: grupo experimental tratado com laser na dose de 4J/cm?®; 8J: grupo experimental tratado com laser na dose de 8 J/cm?; C: grupo controle (sem laser).

Tabela 4. Escores da presenca de colageno na cicatrizacdo de feridas cutdneas experimentais em Ratfus
norvergicus segundo a utilizagdo de laser de baixa poténcia

Lo 7 dias 14 dias 21 dias
Epitelizagio (nimero de animais) (niimero de animais) (niimero de animais)

(escores) 4] 81 C 43 81 C 43 8J C
0 (ausente) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 (moderada) 5 5 5 0 1 2 0 0 1
2 (acentuada) 0 0 0 5 4 3 0 0 1
Total de animais 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Meédia dos escores 1 1 1 2 1,8 1,6 2 2 1,8
Valor de p 0,000 0,040 0,400

41]: grupo experimental tratado com laser na dose de 4J/cm?®; 8J: grupo experimental tratado com laser na dose de 8 J/cm®; C: grupo controle (sem laser).

DISCUSSAO

As células epiteliais comec¢am a proliferagao pou-
cos dias ap0s a ocorréncia da lesdo, a partir das bordas
da ferida ou de ilhas epiteliais (ndo lesadas) dentro da
ferida, estimuladas por fatores de crescimento libe-
rados, principalmente, pelos macrofagos. A prolife-
racao das células epiteliais recebe influéncia direta
da concentragdo de ions inorgénicos no tecido em
cicatrizagdo. A presenca de niveis elevados de calcio
inibe a quimiotaxia ¢ a adesdo do queratinocitos a
ferida.'?

O processo de cicatrizagdo tem um papel essencial
na resposta protetora da lesdo epidérmica por meio
da reparagao tecidual. Esse processo ativa mediadores
inflamatorios, como citocinas e espécies reativas de
oxigénio, que provocam efeitos nocivos sobre o tecido. !
Acredita-se que o LBP possa interferir na sintese de
citocinas e espécies reativas de oxigénio, diminuindo
sua producdo e acelerando assim o processo cicatricial:
neste estudo, no sétimo dia apds o procedimento
cirurgico os grupos irradiados com LBP apresentaram
um processo de reepitelizagdo mais eficiente quando
comparados ao grupo que ndo foi tratado.

Alguns autores postulam que a laserterapia
influencia pardmetros de estresse oxidativo, como
alteragdo da atividade das enzimas antioxidantes e
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO).
A absorcado da luz do laser acelera a transferéncia
de elétrons (cadeia respiratoria) e induz uma pro-
ducdo inicial de ERO, especificamente aumentan-
do a produc¢do de anion superdxido. A producdo em
excesso dessas espécies pode acarretar danos nos
constituintes celulares, como lipideos, proteinas e
acidos nucleicos. Os danos no mecanismo celular como
resultado da irradiagdo do laser e sua influéncia nos
parametros oxidativos nao estdo bem compreendidos,
havendo muitos resultados controversos.'* Entretanto,
¢ possivel que, dependendo da dose, do tempo de
exposic¢do e da intensidade, a laserterapia possa alterar
os mecanismos de defesa contra a producgdo excessiva
de ERO.

Os fibroblastos que migram para o interior da
ferida a partir do tecido circundante sdo responsaveis
pela produgdo do colageno, proteina de grande
importancia na matriz extracelular. Os fibroblastos que
derivam da ferida passam por alteragdes fenotipicas,
influenciados principalmente pelas citocinas derivadas
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dos macro6fagos, caracterizando-se por maior sintese de
colageno e contragdo, porém com menor proliferagéo,
em comparacao com os fibroblastos dérmicos normais.
Além dos fibroblastos, ¢ possivel encontrar na fase
proliferativa as células endoteliais, responsaveis pela
angiogénese, ¢ os miofibroblastos, responsaveis pela
aproximacao das bordas da ferida (contragdo).'”> O
laser pode ter interferido na deposi¢ao de colageno, ja
que aos 14 dias do experimento os animais irradiados
com LBP apresentaram uma maior concentracdo de
colageno.

Entre o oitavo ¢ o 15° dia de cicatriza¢do, os mio-
fibroblastos apresentaram-se em numero elevado,
quando entdo, progressivamente regrediram, pratica-
mente desaparecendo em torno do 30° dia. O me-
canismo responsavel por essa redugdo no numero de
c¢lulas ¢ a apoptose. Os trés parametros essenciais que
definem os miofibroblastos sdo a presencga de fibras de
estresse (a-actina), os sitios de ligagao estroma-célula
bem desenvolvidos (fibronexus) e as jungdes gap e
intercelulares bem definidas.!!

Este estudo experimental possibilitou a analise
histolégica da cicatrizagdo de feridas cutdneas
experimentais quando utilizado o laser de baixa poténcia
como terapéutica. No tecido epitelial, os resultados
favoraveis da estimulacdo pelo laser ocorreram até o
término do tempo de cicatrizagdo fisiologica, sendo
que o laser ajustado em 4 J/cm? foi mais efetivo do que
o ajustado em 8 J/cm?®.
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