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Resumo

Os lasers em baixa intensidade sdo utilizados como
agentes terapéuticos ap6s o tratamento convencional,
mostrando propriedades anti-inflamatérias, analgésicas
e de aceleracdo da cicatrizagao de feridas; assim, po-
dem propiciar um pés-operatério mais confortavel ao
paciente, possibilitando a reducdo do uso de medica-
mentos. Apesar de grandes controvérsias na literatura,
ora mostrando efeitos positivos desta terapia, ora ne-
gativos, os estudos com cultura de células tém se mos-
trado promissores. Tais pesquisas comprovaram que
o laser é responsavel por aumento da proliferacdo da
atividade celular, aumento da producao de colageno e
da sintese de DNA, modulacao da produgao dos fatores
de crescimento e redugdo na producado de prostaglandi-
nas. O objetivo desta revisao de literatura é mostrar os
contrastes existentes entre trabalhos sobre a terapia com
laser em baixa intensidade, citando estudos em huma-
nos e em animais e dando énfase aos estudos com cul-
tura de células. Estes dltimos tém mostrado resultados
promissores e auxiliam no entendimento dos mecanis-
mos de acdo do laser nos tecidos e na cicatrizacdo de
feridas. Como conclusdo, é possivel afirmar que, ape-
sar de a literatura ser controversa a respeito do assun-
to, as pesquisas basicas in vitro destacam-se pelos seus
resultados promissores. Com base nesses estudos sera
possivel esclarecer os mecanismos de ag¢do do laser na
cicatrizacdo de feridas e determinar protocolos-padrdo
de aplicacao in vivo.
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Introducao

Os lasers em baixa intensidade, com comprimen-
tos especificos de onda, tém a capacidade de alterar
o comportamento celular na auséncia de aqueci-
mento. Os efeitos fotoquimicos e fotofisicos causados
pela luz nos tecidos ocorrem com menos de 0,5 °C
de aumento de temperatura!. A poténcia desses la-
sers varia de 1 mW a 500 mW no modo continuo,
apresentando picos maiores quando pulsados. Seus
comprimentos de onda variam do espectro visivel da
luz (A = 400 nm) ao infravermelho (A = 1,064 nm)?.

Desse modo, os lasers em baixa intensidade séo
utilizados como agentes terapéuticos apés o trata-
mento convencional, mostrando propriedades an-
tiinflamatérias, analgésicas e de aceleragdo da ci-
catrizacéo de feridas, o que pode propiciar um pés-
operatério mais confortdvel ao paciente e possibilita
a redugdo do uso de medicamentos. Em periodon-
tia, esses efeitos sdo desejados, j4 que muitos dos
tratamentos periodontais — apesar de nas udltimas
décadas terem se tornado mais conservadores — ain-
da geram grande desconforto ao paciente, como hi-
perestesia dentindria, dor e tempo de cicatrizacéo
prolongado.

Os efeitos do laser em baixa intensidade na ace-
leracéo da cicatrizacdo de feridas tém sido atribui-
dos ao estimulo de varios sistemas biolégicos, como
aumento da proliferacdo e atividade celular®$, au-
mento da sintese de DNA"8, modulagéo da producéo
dos fatores de crescimento®!? e redug¢éo na producéo
de prostaglandinas?.

No entanto, a literatura a respeito da terapia
com [aser em baixa intensidade (Low Intensity La-
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ser Therapy — LILT) na aceleracdo da cicatrizacdo
de feridas é muito controversa. Estudos em animais
ora mostram resultados positivos!?, ora ndo mos-
tram efeito algum!*4. O mesmo acontece nos es-
cassos estudos em humanos, onde a aceleracdo da
cicatrizacéo de feridas mostra-se mais rapida com o
uso do laser!?; porém outros relatam que o laser nao
auxiliou esses mecanismos!®17,

Essas disparidades podem ser resultantes dos
diferentes protocolos utilizados pelos autores, por
ser sabido que paradmetros de utilizacdo dos lasers
séo definitivos para a determinacéo de seus efeitos.
Assim, muitos autores, apés revisarem a literatura
sobre o assunto, concluiram que ha necessidade de
estabelecimento de protocolos-padrdo e de mais es-
tudos controlados para que o uso clinico dos lasers
seja difundido®®1°.

Antes de se determinarem protocolos de aplica-
¢do, é necessario esclarecer os mecanismos de agédo
do laser nos tecidos. Existem apenas teorias, prin-
cipalmente sobre seus efeitos na producéo de subs-
tancias relacionadas com a aceleracdo na cicatriza-
céo de feridas. Nesse sentido, estudos in vitro com
cultura de células parecem ser promissores e podem
trazer resultados positivos®1L.

Existe uma tendéncia ao aumento de estudos
com cultura de células, como pode ser observado
numa revisdo sistemaética (1990 a 2005) sobre es-
tudos de laser em periodontia?’. Dentre os artigos
levantados, 21% séao laboratoriais in vitro, apenas
13,6% sédo estudos em humanos com relevancia cli-
nica. Ressalta-se ainda que, dentro dessa contagem,
31,7% dos trabalhos publicados sio revisoes de lite-
ratura.

A presente revisdo de literatura procurou
abranger o periodo de 1981 a 2006, com consultas a
bases de dados como a PubMed, citando os artigos
mais relevantes sobre laser em baixa intensidade
na cicatrizacédo de feridas de tecidos moles bucais.
O objetivo principal é apresentar trabalhos com di-
versos modelos experimentais, porém dando énfase
aos trabalhos in vitro, ja que mostram resultados
mais promissores e tém sido tema da maioria das
publicacdes mais recentes.

Revisao de literatura

Estudos em humanos e animais

Os estudos realizados em humanos e animais,
em sua maioria, mostram resultados duvidosos em
relacéo aos efeitos da LILT na cicatrizacédo de feri-
das. Muitos deles sdo mal delineados e pouco con-
trolados, o que torna seus resultados duvidosos.

Em relacdo as pesquisas com humanos, algu-
mas relataram resultados positivos, como cura de
ulceras persistentes'?, reducdo de dor apés extracio
de terceiros molares?!, cicatrizacdo de incisdes na
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mucosa bucal? e cicatriza¢do apds gengivoplastia®.
Outras néo verificaram efeito algum na reducéo da
inflamacao gengival'’, na aceleracdo da cicatriza¢ido
de gengivoplastias'®!® e na melhora da dor, edema e
trismo ap6s extracio de terceiros molares?+%,

Os trabalhos em animais seguem um padrio se-
melhante. A maioria dos estudos em ratos e camun-
dongos mostra melhores resultados na aceleragdo
da cicatrizacdo de feridas?®3!, ao passo que outros
néo relatam a observacdo dos efeitos do laser em
estudos feitos com cies?®?, ratos'3 e coelhos?.

Estudos com cultura de células

Os estudos com cultura de células tém a vanta-
gem de permitir a avalia¢éo isolada de um compo-
nente do tecido ou parte de um processo, evitando
varidveis individuais. A extrapolacdo dos resulta-
dos para a clinica deve ser vista com cautela, porém
podem ser utlizados como parametros ou guias para
futuros estudos in vivo.

Soudry et al.’ (1988) observaram uma acelera-
cdo do crescimento de fibroblastos gengivais huma-
nos apoés estimulo com laser de He-Ne (632,8 nm)
por varios dias e com dose de 1,2 J/cm2. O melhor
efeito foi obtido com quatro dias de tratamento. Os
mesmos efeitos foram observados por Porreau-Sch-
neider et al.?* (1989), porém estes autores relataram
mudanc¢as morfolégicas em nivel ultraestrutural,
como hiperplasia mitocondrial e desenvolvimento
de microfilamentos citoplasmicos, causadas pela
acédo do laser.

Utilizando cultura de fibroblastos humanos,
van Breugel e Bar?® (1992) testaram a proliferacao
celular e a producéo de colageno tipo I, variando a
poténcia e o tempo de exposi¢do durante a aplicacédo
de um laser He-Ne (630 nm). Seus resultados mos-
traram que poténcias abaixo de 2,91 mW intensifi-
caram a proliferacdo celular, ao passo que as mais
altas néo produziram efeito algum, revelando uma
producéo de coldgeno inversamente proporcional a
proliferacédo celular.

Loevschall e Arenholt-Bindslev? (1994) realiza-
ram um trabalho in vitro com cultura de fibroblas-
tos da mucosa bucal de humanos. O laser de GaA-
1As (812 nm) foi aplicado uma vez, em doses de 4,5
a 4500 md/cm2. Ndo houve mudancas morfolégicas
nem na viabilidade das células apé6s a irradiacéo,
mas, sim, um aumento significativo da sintese de
DNA. O grupo que mostrou melhores resultados foi
o que recebeu 0,45 J/cm?2.

Yu et al.? (1994) avaliaram a capacidade do laser
vermelho 660 nm de estimular a producéo do fator
de crescimento de fibroblastos basicos (bFGF) por
fibroblastos 3T3. Os resultados mostraram que a
concentracdo de bFGF foi significativamente maior
no grupo irradiado com 2,16 J/cm2. Em outro traba-
lho deste grupo®, os autores concluiram que o laser
também modula a liberagédo de fator de crescimento
transformador (TGFp) e fator de crescimento deri-

89



vado de plaquetas (PDGF) pelos fibroblastos. As-
sim, sugeriram que a bioestimulagdo pelo laser pode
estar associada a regulacgdo das células via produtos
autoécrinos dos diferentes fatores de crescimento.

A reducgdo da producdo de citocinas proé-infla-
matoérias (PGE2) por fibroblastos gengivais huma-
nos foi avaliada por Sakurai et al.!! (2000). O laser
GaAlAs (830 nm) foi aplicado em doses de 0,95 a
6,32 J/cm? e inibiu a producdo da PGE2 de forma
dose dependente, chegando a reduzir cerca de 90%
da sua produc¢do. Os autores concluiram que ha
uma reducio da expressdo do gene cicloxigenase 2
(COX2), que regula a producio de prostaglandinas.

Almeida-Lopes et al.? (2001), utilizando cultu-
ra primadria de fibroblastos gengivais humanos,
avaliaram os efeitos da LILT no crescimento celu-
lar, mantendo a dose fixa (2 J/cm?2) e variando os
comprimentos de onda (670, 692, 780, 786 nm).
Os autores puderam observar que os lasers infra-
vermelhos estimularam o crescimento celular em
valores significativamente maiores do que os ver-
melhos. Outro achado importante foi que as células
cultivadas em déficit nutricional (5% SFB) mostra-
ram crescimento maior que os controles na mesma
condigdo, ao passo que as cultivadas em condigoes
ideais (10% SFB) apresentaram crescimento seme-
lhante ao controle quando irradiadas. Foi sugerido
também que periodos mais curtos de exposicdo —
conseguidos com aumento da poténcia — aumentam
o crescimento celular.

Kreisler et al.* (2002) investigaram os efeitos
do laser GaAlAs 890 nm na taxa de proliferacéo
de fibroblastos humanos gengivais em cultura, com
diferentes doses de energia. Foram aplicadas doses
de 1,96, 3,92 e 7,84 J/cm? a cada 24h, durante dois
ou trés dias. Em todos os grupos teste houve maior
atividade celular em relagéo aos de controle. Houve
pico de atividade apés 24h e, depois, um decréscimo
até o terceiro dia.

Marques et al.?¢ (2004) avaliaram a sintese de
proteinas e a morfologia ultraestrutural de uma
linhagem de fibroblastos gengivais humanos apés
irradiacdo com laser GaAlAs — 904 nm. A poténcia
utilizada foi 120 mW e a densidade de energia, 3
J/em2, durante 24s. Foram observadas algumas
mudancgas ultraestruturais importantes nas mito-
condrias e no reticulo endoplasmatico rugoso, dimi-
nuindo a producgédo de colageno tipo I e de proteinas
por esses fibroblastos.

Com o intuito de definir pardmetros para utli-
zagdo do laser, Moore et al.?” (2005) estudaram os
efeitos do comprimento de onda na proliferacédo de
culturas primadarias de células endoteliais de ratos
e fibroblastos. Observou-se um aumento na proli-
feracdo de fibroblastos com todos os comprimentos
de onda do espectro vermelho, porém mais eviden-
tes com 665 e 675 nm. As células endoteliais mos-
traram proliferacdo em todos os comprimentos de
onda estudados, tendo seu pico com 655 nm. O laser
infravermelho foi inibitério para os fibroblastos e
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gerou a menor taxa de proliferacdo celular para as
células endoteliais.

Com o intuito de investigar os efeitos da LILT
com um laser Er:YAG, Pourzarandian et al.?® (2005)
utilizaram uma cultura de fibroblastos gengivais
humanos e irradiagéo pulsada de 30 a 350 md/pul-
so, com taxa de repeticédo de 30 Hz e 200 s de dura-
¢do do pulso. A densidade de energia variou de 1,68
a 5 J/cm?, sendo a ponta do aparelho colocada a uma
distancia de 15 cm da placa de cultura. Apés trés
dias de cultivo, observou-se que o laser aumentou
significativamente o nimero de células com irradia-
coes até 3,37 J/cm2, sendo esta a dose 6tima para a
proliferacdo dos fibroblastos.

Azevedo et al.?® (2006) realizaram um estudo
para avaliar o efeito de diferentes densidades de
poténcia (mW/cm?) na biomodulacéo de fibroblastos
gengivais humanos. O laser utilizado foi um diodo
GaAlAs, com 2 J/cm? de densidade de energia. O
grupo de 10 mW apresentou maior crescimento ce-
lular durante todo o experimento, levando a conclu-
sdo de que quanto menor a densidade de poténcia,
maior o crescimento celular.

Discussao

A discusséo sobre estudos de terapia com laser
em baixa intensidade torna-se complexa, pois é difi-
cil comparar trabalhos tdo diferentes ente si quan-
to a metodologia e aos resultados. A controvérsia
inicia-se a partir de sua denominacéo na literatura,
como pode ser observado na estratégia de busca da
revisdo sistematica de Chow e Barnsley? (2005). Es-
tes autores utilizaram cerca de 19 palavras-chave
para conseguir o levantamento detalhado dos arti-
gos disponiveis sobre o assunto?. Entre elas, o termo
“terapia com laser em baixa intensidade (LILT)” é o
mais adequado e o que melhor exprime o tipo de tra-
tamento. A denominacgéo “laser de baixa poténcia”,
encontrada em muitos artigos, foi excluida pelo fato
de ser possivel fazer a fotobiomodulag¢do com lasers
de alta poténcia no modo desfocado e afastado dos
tecidos, conforme mostrado no estudo de Pourza-
randian et al.? (2005).

Outra dificuldade encontrada ao tentar compa-
rar estudos com laser em baixa intensidade é a falta
de informacéo sobre todos os parametros utilizados.
Os autores van Breugel e Bar®® (1992) comentaram
ser a causa dos resultados conflitantes desses estu-
dos o grande numero de varidveis utilizadas e sua
pobre descricdo. Apés 13 anos, Chow e Barnsley?
(2005), numa revisdo sistematica a respeito do uso
da LILT para tratamento de dores cervicais, relata-
ram a mesma marcante heterogeneidade entre os
estudos, principalmente em relacéo aos pardmetros
de utilizacdo do laser, dose, técnica de aplicacdo e
frequéncia de tratamento. Estes autores ainda evi-
denciaram falhas na informacéo desses pardmetros
nos artigos, o que é fundamental para a andlise e
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comparacdo entre os estudos. Segundo eles, os se-
guintes pardmetros deveriam ser descritos no texto
para uma correta andlise dos dados:

* parametros do laser: poténcia (W ou mW),
modo (continuo ou pulsado), parametros do
pulso (frequéncia Hz, duragdo do pulso na-
nossegundos), meio ativo do laser, compri-
mento de onda (L), tipo de ponta, calibracdo
do aparelho de laser em momentos apropria-
dos do estudo;

* parametros da dose: densidade de energia
(J/cm2), densidade de poténcia (W/cm?2), area
tratada ou area da ponta ativa (cm2 ou mma2),
tempo de aplicagéo (s), nimero de pontos tra-
tados, numero de joules por ponto, nimero
total de joules por tratamento;

e técnica de aplicagdo: modo de aplicagéo (pon-
to ou varredura), local de aplicacgio;

® tipo de tratamento: frequéncia do tratamento
(diaria, etc.), nimero de tratamentos.

Em geral, os estudos utilizam fluéncias entre 1
e 10 J/cm? e os tratamentos sdo administrados dia-
riamente, a cada dois dias ou trés a quatro vezes
por semana®®. Essas estratégias de tratamento pa-
recem ter permanecido a partir do empirismo dos
primeiros estudos e, provavelmente em razio das
limitacoes da pratica clinica, como a necessidade de
tratar grande ntimero de pacientes com, na maioria
das vezes, apenas um aparelho de laser. E ainda,
os efeitos fotobiomodulatérios sdo diferentes nas
diversas linhagens celulares e espécies, o que pode
explicar os resultados conflitantes da literatura.

Na busca de uniformizar pardmetros e mostrar
efeitos positivos do laser, Lowe et al.*° (1998) suge-
riram que mais estudos histolégicos deveriam ser
realizados, pelos quais a histologia de rotina deter-
minasse tipos celulares, proliferacédo celular e vas-
cular, producéo de colageno e resposta inflamatoéria.
Isso mostra que as pesquisas com laser tém seguido
a ordem inversa pela qual um estudo cientifico deve
ser conduzido. As pesquisas mais antigas eram rea-
lizadas em humanos e tratavam de pequenos grupos
doentes ou sadios. Estas investigacoes sdo classifi-
cadas como pesquisa clinica de fase I e II. Como os
resultados em humanos foram inconclusivos, houve
uma tendéncia a regredir aos estudos pré-clinicos
com animais e, mais recentemente ainda, as pesqui-
sas pré-clinicas com cultura de células.

Seguindo essa tendéncia inversa, os estudos de
Damante et al.’>'% (2004) mostraram que a clinica e
a histomorfometria ndo foram capazes de detectar
efeitos da LILT na cicatrizagdo de gengivoplastias
em humanos, se realmente existirem. O controle
da proliferacdo e secre¢do, no caso do organismo
como um todo, é um processo muito mais dindmico
se comparado a uma cultura de células, porque no
organismo hd uma hierarquia de estruturas.

Ja os estudos in vitro tém mostrado efeitos po-
sitivos do laser nos diversos mecanismos envolvidos
na cicatrizacdo de feridas. Porém, esses resultados
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devem ser vistos com cautela. Muitas vezes, nos di-
versos estudos com culturas de células, os passos
para o subcultivo, tais como tripsinizagdo, troca do
meio, troca dos componentes do soro e variagoes de
temperatura, também podem influenciar na sensi-
bilidade celular a irradia¢do em baixa intensidade*!.
Por outro lado, a utilizagdo de cultura priméria jus-
tifica-se pelo fato de que alguns aspectos de funcéo
especializada sdo fortemente expressos nesse tipo
de cultura, particularmente quando ela se torna
confluente. Nesse estdgio, a aparéncia morfologi-
ca esta mais préoxima do tecido original; a cultura
adquire uma estabilidade e é tipificada por células
resistentes e de rapida proliferacdo*?. A grande van-
tagem dos estudos com cultura de células é poder
estudar isoladamente os tipos celulares envolvidos
na cicatrizacéo de feridas, observando como se com-
portam dentro de um mecanismo mais complexo,
€OIMo 0COTrre No Organismo.

Consideracoes finais

Diante do exposto na presente revisio, a terapia
com laser em baixa intensidade pode ter papel rele-
vante na cicatrizacdo de feridas. Apesar de a litera-
tura ser controversa a respeito do assunto, e muitas
vezes ndo demonstrar efeitos positivos do laser, as
pesquisas bdsicas in vitro destacam-se pelos seus
resultados promissores. E com base nesses estudos
que sera possivel esclarecer os mecanismos de acédo
do laser na cicatrizacéo de feridas e determinar pro-
tocolos-padréo de aplicacio in vivo.
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Abstract

Low-intensity lasers are used as therapeutic tools after
conventional treatment, to achieve anti-inflammatory
and analgesic effects and acceleration of wound heal-
ing. This therapy gives a more comfortable post-surgi-
cal period with the possibility of reducing medicine use.
Besides the controversial results in literature, sometimes
with positive, sometimes with negative results, the cell
culture research has been showing promising findings.
They showed that laser is responsible for enhance-
ment of proliferation and cellular activity, increase in
collagen production, DNA synthesis and growth factor
production and reduction of prostaglandins. This litera-
ture review aims at showing the existing controversies
between studies on low-intensity laser therapy (LILT)
for acceleration of wound healing, citing human and
animal papers and giving emphasis on cell culture re-
search. The last one has been showing promising re-
sults and helps to understand the mechanisms of action
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of lasers. In conclusion, it is possible to assert that, al-
though literature is controversial about this subject, the
basic research in vitro has promising results. With these
studies, it will be possible to clarify the mechanisms of
action of laser on wound healing and to establish ap-

plication protocols in humans.

Key words: Laser. Low-intensity laser therapy. Wound
healing. Fibroblasts.
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