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Resumo

Objetivo: este estudo tem como objetivo avaliar a te-
rapia com laser de baixa poténcia com onda infraver-
melha, que é mais utilizada para tecidos 6sseos, ob-
servando suas repercussoes na cicatrizagcdo de feridas
cutaneas de ratos. Métodos: dezessete ratos Wistar fo-
ram selecionados aleatoriamente e distribuidos em dois
grupos: grupo experimental (GE), com nove animais, e
grupo controle (GC), com oito animais. Foram realiza-
dos ferimentos padrées na pele da calvaria de todos os
animais. No pés-operatério, o GE recebeu terapia com
laser de baixa poténcia, comprimento de onda 808 nm
(infravermelho), poténcia 100 mW, densidade de ener-
gia 10J/cm? aplicagdo pontual continua a cada 48 ho-
ras, por um periodo de dez dias. Para a obtencdo de
resultados, foram mensuradas as feridas macroscopica-
mente diariamente e microscopicamente (histomorfo-
métrica e histomorfolégica) no décimo dia. Resultados:
comparando os dois grupos, ndo ha diferencas histopa-
tolégicas marcaveis, ambos exibem processo reparativo
com mesmo aspecto morfolégico, mesma resposta fi-
broblastica e disposicdo fibrosa. Quanto a reepiteliza-
cdo, o GE demonstrou-se inferior ao GC (p = 0,002),
assim como a dimensdo macroscopica (p <0,05). Con-
clusdo: o protocolo infravermelho pode retardar o pro-
cesso de reepitelizacdo de feridas cutineas, portanto,
segundo estudos, o que é favoravel para reparagao de
tecidos duros pode retardar cicatrizacdo em tecidos
moles adjacentes ao tecido duro alvo.

Palavras-chave: Laser. Histopatologia. Cicatriz.

Introducao

Cicatrizacdo em tecidos é um processo comple-
x0, pois pode sofrer influéncia de fatores locais e sis-
témicos, além de envolver varias células, enzimas
e fatores de crescimento!. Durante esse periodo,
pacientes submetidos a cirurgia bucal podem apre-
sentar dor, trismo e edema, que, além de promover
maior desconforto pés-operatério e atraso na repa-
racdo tecidual, podem prejudicar o retorno do pa-
ciente a suas atividades diarias?.

Nesses casos, 0 uso de terapia com laser de bai-
xa poténcia atua melhorando o processo de reparo
em tecidos biolégicos por sua capacidade biomo-
duladora3, atuando positivamente na cicatrizagéo
de tecidos moles por favorecer a angiogenese, com
o aumento de células como os fibroblastos, acar-
retando em aumento da sintese de coldgeno e na
proliferacdo de células epiteliais*®. Em tecidos 6s-
seos, essa terapia atua pelo aumento na atividade
osteoblastica, na organizacdo das fibras coldgenas
e na vascularizacéo®. Além disso, também promove
efeito analgésico, pois ocorre aumento da endorfina
circulante e do efeito anti-inflamatério por meio da
quebra de mastécitos, aumento na histamina e pro-
voca vasodilata¢do, o que acarreta no aumento da
permeabilidade vascular e atua na ciclo-oxigenase,
inibindo as prostaglandinas sobre acido araquido-
nico™.
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Contudo, a literatura ainda é muito contradité-
ria em relacdo ao modo de tratamento, comprimen-
to de onda (infravermelho/vermelho), densidade de
energia, dose, numero e frequéncia de exposigcdo do
laser, além da duracdo do tratamento para cada
tipo de tecido®. Estudos realizados em animais,
principalmente em ratos, demonstram que a maio-
ria dos resultados positivos para cicatrizacdo de
tecidos moles é obtida com uso de laser vermelho
(onda visivel)!*1* e para tecidos duros com uso de
infravermelho (onda invisivel)!5-18,

O objetivo deste estudo é avaliar a terapia com
laser de baixa poténcia com onda infravermelha,
que é mais utilizada em tecidos 6sseos, observando
suas repercussoes na cicatrizacdo de feridas cuta-
neas de ratos.

Métodos

Este estudo é do tipo experimental em animais.
Todos os experimentos deste trabalho estédo de acor-
do com as Resolugdes Normativas do Conselho Na-
cional de Controle de Experimentagdo Animal. O
projeto de pesquisa foi aprovado pela Comisséo de
Etica do Uso dos Animais da Universidade Comuni-
taria da Regido Oeste de Santa Catarina, sob ntime-
ro de protocolo de aprovaciao 011/2014.

Assim, dezessete ratos (Rattus norvegicus al-
binus, Rodentia mammalia), da familia Wistar, sau-
daveis, do sexo masculino, pesando de 150g a 250g
e com sessenta dias de vida, foram selecionados
aleatoriamente e distribuidos em dois grupos: gru-
po experimental (GE), com nove animais, e grupo
controle (GC), com oito animais. Ambos os grupos
foram acomodados em gaiolas plasticas com cober-
tura metdlica e assoalho forrado com maravalha,
mantidas em condi¢oes adequadas de temperatura
(25°C), umidade e ventilacdo, alimentacéo ad libi-
tum e dgua autoclavada, com ciclo dia/noite.

O procedimento cirdrgico consistiu em sedacéo
profunda dos animais, por meio de injecéo intrape-
ritoneal de cloridrato de xilazina 5mg/kg associado
a cloridrato de ketamina 100mg/kg, e anestesia lo-
cal com Lidocaina 10mg/ml. Em seguida, os animais
foram submentidos a tricotomia na regido da pele
calvaria e antissepsia com digluconato de clorexi-
dina a 2%.

Foram realizados ferimentos padrdo na pele
da calvaria de todos os animais, utilizando bisturi
circular (punch) para melhor delimitacdo da area
atingida, representado por uma largura de 8 mm da
lamina e profundidade de 1 mm (Figura 1).
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Figura 1 — Aspecto final da ferida com 8 mm de didmetro e 1 mm de
profundidade

Fonte: todas as figuras e tabelas sdo de elaboragdo dos autores com base
nos dados da pesquisa.

No periodo pés-operatorio, o grupo experimental
recebeu aplicacdo de laser de baixa poténcia fosfa-
to de indio-gdlio-aluminio (In-Ga-Al-P) THERAPY
XT®, (DMC®, Sao Carlos, SP, Brasil), contendo seu
comprimento de onda infravermelha de 808 nm =+
10 nm e poténcia 100 mW, devidamente calibrado.

As irradiacbes foram iniciadas imediatamen-
te ap6s o procedimento cirdrgico, seguido de mais
quatro sessodes com intervalo de 48 horas para cada
aplicacdo, dose selecionada em J (joules). A densi-
dade de energia aplicada foi entre a relagdo da po-
téncia (100 mW) x tempo (segundos), resultando em
1 J/ecm? aplicado a cada 10 segundos. A aplicacéo
foi pontual e continua no centro do ferimento com
distancia de 1 cm da lesdo.

O GE recebeu densidade de energia de 10 J/cm?2,
e 0 GC recebeu simulacgiao de aplicacdo da irradia-
¢do, ou seja, com aparelho desativado, no mesmo
periodo de tempo do grupo experimental, a fim de
submeter todos os animais ao mesmo nivel de es-
tresse, de modo que néo interfira nos resultados da
pesquisa.

A cada 24 horas apés a cirurgia, foram realiza-
das mensuracgdes das feridas em milimetros de to-
dos os animais por meio de paquimetro, do didmetro
dos bordos cicatrizados nos sentidos latero-lateral e
cranio-caudal.

As pecas amostrais foram obtidas no décimo dia,
quando os ratos submetidos ao experimento foram
eutanasiados com barbiturico, Tiopental 40mg/kg x
3=120mg/kg, trés vezes a dose anestésica habitual,
e anestésico local com Lidocaina 10mg/ml. Poste-
riormente, foi biopsiada toda a lesdo da pele calva-
ria em forma de elipse, com profundidade préxima
ao osso da calota craniana e um espaco de aproxi-
madamente 10 mm além do ferimento, tendo uma
margem de seguranca de modo que ndo danificasse
a peca. O material removido foi fixado em solugéo
formalina tamponada a 10% por 24 horas.

O processamento histopatolégico foi realizado
de acordo com a rotina para inclusido em parafina,
submetidos a4 microtomia e destinados a coloracéo
histol6gica HE. As carcacas dos animais foram ar-
mazenadas em sacos pldsticos préprios para esse
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fim, congelados em freezer (-21°C) e encaminhados
para incineracéo.

As imagens histopatolégicas foram obtidas em
microscépio Gptico Carl Zeiss®, modelo AXIO Ima-
ger.A1m® (Zeiss, Séo Paulo, SP, Brasil), gerando au-
mentos de 0.8x para andlise histomorfométrica re-
ferentes as medi¢des na distancia entre as margens
do epitélio, imagens transmitidas para programa
Imaged® e ferramenta Straight, sendo considerados
os numeros fornecidos pelo programa em relagdo a
medida Lenght (comprimento) em mm/pixels, cali-
brados por meio da mensuracdo de 1 mm de uma
régua milimetrada (Figura 2). Com microscépio da
marca Olympus, modelo CX21° (Olympus, Sdo Pau-
lo, SP, Brasil), aumento 40x, foram realizadas as
analises histomorfolégicas (descritivas) do epitélio
e derme, comparando a neoformacéo tecidual entre

0S grupos.

Figura 2 — Medicbes entre os bordos epiteliais, ima,iens transmitidas
para software Image/®, considerando lenght (comprimento)

Os dados coletados foram transferidos para o
programa Microsoft Office Excel 2010, e, posterior-
mente, analisados estatisticamente pelo software
SPSS, versao 17.0.

Resultados

Analise histomorfolégica

Resultados descritivos dos cortes histopatolégi-
cos em coloracdo HE demonstram que o grupo con-
trole (GC) mostra achados microscépicos semelhan-
tes, lesdes cutdneas com fundo contendo escasso
tecido de granulacéo e restos celulares; na porc¢édo
mais profunda da lesdo (derme profunda), havia
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moderada proliferacdo fibroblastica com disposi-
cao fibrosa de tipo cicatricial. Em uma amostra do
grupo controle ha reepitelizacdo completa da ferida
(Figura 3A).

Os resultados histopatolégicos do grupo experi-
mental (GE) demonstraram achados microscépicos
muito semelhantes ao grupo controle, ndo havendo
maior proliferacéo fibroblastica ou disposicéo fibro-
sa. Também se observa que em nenhuma das amos-
tras ha reepitelizacdo total da ferida (Figura 3B).

e Y e i

Figura 3 — Escasso tecido de granulagdo e restos celulares, na derme
moderada proliferacdo fibroblastica com disposicéo fibro-
sa de tipo cicatricial

Comparando os dois grupos, ndo ha diferencas
microscopicas marcaveis, ambos exibem processo
reparativo com o mesmo aspecto morfolégico, mes-
ma resposta fibroblastica e disposi¢éo fibrosa.

Andlise histomorfométrica

Determinou-se a diferenga entre as medidas do
comprimento sobre processo de reparo das feridas
(as bordas epiteliais), entre os grupos controle e
experimental. O GC apresentou menor distancia-
mento entre os bordos epiteliais no periodo de dez
dias, demonstrando diferenca estatistica (p = 0,002)
(Figura 4).

Distancia entre as bordas epiteliais
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Figura 4 — Comparagao entre as medidas dos grupos experimental e
controle
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Tabela 1 - Diferenca entre as medidas microscépicas do processo de
reparo das feridas cutaneas

Grupo N Média Desvio padrao P
Experimental | o | 3354 44 976,90
(com laser)
Control 0,002
ontrote 8| 1565,99 1070,86
(sem laser)

Analise macroscopica

Apés mensuragoes diarias das feridas, em mili-
metros, de animais de ambos os grupos, os resulta-
dos cranio caudal (CC) e latero lateral (LL) foram
tabelados e foi criada uma média didria para cada
animal, também em milimetros, comparando-se
estatisticamente o grupo experimental e o de con-
trole (Figura 5). Péde-se observar que houve dife-
renca estatisticamente significante entre os grupos
(p <0,05) (Tabela 2).
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Figura 5 — Redugdo da dimensdo das feridas dos grupos experimental
e controle

Conforme o apresentado na Figura 5, observa-
-se a reducio da dimenséo das feridas de ambos os
grupos. O GE ap6s o quinto dia, reduzindo 0,56 mm,
e 0 GC apés o quarto dia, reduzindo 0,75 mm, ambos
até o final da pesquisa.

Tabela 2 — Diferenga entre as medidas macroscépicas das feridas

cutaneas
Desvi E
Grupo N | Periodo | Média esvio o
padrdo | padrdo
Experimental 9 1° dia 8,000| 0,0000| 0,0000
(com laser) 102 dia 7,444 ,5270 1757
Controle 8 1° dia 8,000 0,0000| 0,0000
(sem laser) 10° dia 7,250 ,7071 ,2500
Discussao

O presente estudo demonstrou a utilizacdo da
terapia com laser de baixa poténcia, com uso do
protocolo mais utilizado na literatura para tecidos
6sseos, avaliando sua repercussdo sobre tecidos
moles. Estudos confirmam que o protocolo infraver-
melho atua biomodulando positivamente a cicatri-
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zagdo 6ssea em animais e pode ser empregado em
casos de implantodontial?, distracdo osteogénical,
expanséo maxilares!® e fraturas 6sseas?. Enquanto
isso, o protocolo vermelho apresenta resultados po-
sitivos de reparacéo de feridas em tecidos moles!®-14,

Entretanto, a literatura é escassa quanto a re-
percussdo de protocolos infravermelhos em tecidos
moles. Um estudo® utilizou laser infravermelho
comprimento de onda 780 nm, poténcia 70 mW,
densidade de energia 3,8J/cm2, com intervalo de
48 horas por um periodo de dez dias, a fim de ava-
liar cicatrizacdo cutdnea em ratos e qual processo
de cicatrizagédo tecidual do grupo experimental foi
acelerado. Isso ndo vai ao encontro dos resultados
deste estudo, que utilizou protocolo infravermelho
comprimento de onda 808 nm, poténcia 100 mW e
variacdo da densidade de energia para 10J/cm2, no
mesmo periodo de tempo de aplica¢do. Portanto, o
aumento do comprimento de onda, da poténcia e da
dose pode ter sido prejudicial para acelerag¢io na ci-
catrizacdo em tecidos moles.

A terapia é afetada pelo comprimento de onda,
poténcia e dose'?. Estudos in vitro em culturas celu-
lares de fibroblastos demonstram que densidades de
energia baixas (2J/cm?2) sdo estimulantes, enquanto
maiores (16J/cm2) podem ser prejudiciais®2. Segun-
do Almeida Lopes et al.?? (2001), células irradiadas
com laser infravermelho apresentaram crescimento
significante maior do que o das células irradiadas
com laser vermelho. No caso deste estudo, aplican-
do tais condi¢cdes em tecido mole de modelo animal,
néo foi verificado aumento no crescimento celular
do GE quando comparado ao GC.

A cicatrizacdo das feridas ocorre em varias eta-
pas com paradmetros caracteristicos didrios, no pe-
riodo de oito a doze dias. O exame histopatolégico
apresenta formacdo de nova epiderme, que ocorre
com diferenciacdo didria, e inicia o fechamento da
derme, acompanhada por formacio de tecidos de
granulacdo®, o que demonstra que, com os acha-
dos histopatolégicos deste estudo, no periodo de dez
dias, apresentou fundo contendo tecido de granula-
¢d0; na porg¢do mais profunda da lesdo (derme pro-
funda) havia moderada proliferacido fibroblastica
com disposicéo fibrosa de tipo cicatricial e reepiteli-
zacéo da ferida.

Os resultados histopatolégicos do GE demons-
traram achados microscépicos semelhantes ao GC,
ndo havendo maior proliferacdo fibroblastica ou
disposicdo fibrosa, o que corrobora com os resul-
tados de Anneroth et al.?? (1988), que avaliaram a
cicatrizagdo em ratos, tanto histopatolégico quanto
macroscopicamente; ap6s aplicacdo de laser infra-
vermelho, demonstrando que n#o houve diferenca
significativa entre as feridas tratadas e nio trata-
das, o que difere de estudos realizados com laser
vermelho, em que o grupo experimental (irradiado)
apresenta biomodulac¢édo positiva, que atua acele-
rando o processo de angiogene e 0 aumento na res-
posta fibroblastica?®.
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Quando o epitélio sofre lesdo, a borda livre do
epitélio tende a migrar até entrar em contato com
a margem oposta, esse fenémeno ocorre devido a
proliferacdo das células germinativas?. A repara-
cao tecidual faz-se pela reepitelizacdo dos anexos
epiteliais ou epitélio derivado da pele adjacente néo
acometida®. A reepitelizacdo do GC apresentou-se
com menor distanciamento dos bordos epiteliais em
relacdo ao GE, em nenhuma das amostras do GE
houve reepitelizacéo total da ferida, enquanto que
no GC uma amostra foi observada. Resultados de
Poli?® (2010), utilizando laser vermelho 685 nm, po-
téncia 35 mW, com diferentes densidades de ener-
gias (16d, 8J, 4J), no periodo de nove dias, mostran-
do que cinco de onze amostras apresentaram reepi-
telizacdo total da ferida. Outro estudo, utilizando
laser vermelho 660 nm, 100 mW e 10 J/cm?2, em doze
animais, mostrou que todos apresentaram reepiteli-
zacdo total ou quase completal.

A cicatrizacdo das feridas pode ocorrer de dois
modos: na primeira inten¢édo, os bordos sdo linea-
res e aproximados; na segunda intencgédo, os bordos
sao irregulares e separados. Quando, por segunda
intencdo, o processo de reparo torna-se mais compli-
cado, pois ha uma grande falha que deve ser apro-
ximada entre as margens®. Utilizando-se as médias
das medidas macroscépicas, foi evidenciado que o
GC apresentou menor dimenséo que o GE. Isso néo
corrobora com Rodrigues et al.?! (2009), que, com
protocolo de aplicacdo infravermelho no periodo de
dez dias e com aplicagdes a cada 48 horas depois da
cirurgia, evidenciaram diferenca estatisticamente
significativa na reducéo da ferida do grupo que re-
cebeu terapia com laser de baixa poténcia.

Conclusao

Com base nos resultados deste estudo, podemos
concluir que o protocolo infravermelho comprimen-
to de onda 808 nm, poténcia 100 mW, densidade de
energia 10J/cm2, pode retardar o processo de ree-
pitelizacédo de feridas cuténeas, portanto esse pro-
tocolo pode atrasar a cicatrizacdo em tecidos moles
adjacentes aos tecidos duros.

Abstract

Objetive: This study aimed to assess low-level laser the-
rapy with infrared waves, which is mostly used for bone
tissue, observing its effects on the healing of cutaneous
wounds in rats. Methods: 17 Wistar rats were randomly
selected and distributed into two groups: the experi-
mental group (EG) containing 9 animals, and the con-
trol group (CG) containing 8 animals. Standard wounds
were performed on the calvaria skin of all the animals.
In the postoperative period, the EG received low-level
laser therapy, 808 nm wavelength (infrared), 100 mW
power, 10 J/cm? energy density, and timely and constant
application every 48 hours for 10 days. For the achie-
vement of results, the wounds were macroscopically

RFO, Passo Fundo, v. 20, n. 3, p. 345-350, set./dez. 2015

measured daily and microscopically (histomorphome-
tric and histomorphologic) measured at day 10. Results:
Comparing both groups, there are no marked histopa-
thological differences, both show a reparative process
with the same morphology, and the same fibroblastic
response and fibrous disposition. As for reepithelializa-
tion of the EG, it was lower than the CG (p = 0.002), as
well as macroscopic scale (p <0.05). Conclusion: The
infrared protocol may slow down the reepithelialization
process of cutaneous wounds, therefore according to
studies, what is favorable for repairing hard tissues may
slow down healing in soft tissues adjacent to the target
hard tissue.

Keywords: Laser. Histopathology. Scar.
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