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RESUMO

GONGALVES, Reggiani Vilela, M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, outubro de 2006.
Influéncia do laser arseneto de galio e arseneto de géalio — aluminio e pomada
cicatrizante em feridas cutaneas de ratos Wistar. Orientador: José Mario da Silveira
Mezéncio. Co-Orientadores: Sérgio Luis Pinto da Matta, Clovis Andrade Neves.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito cicatrizante do laser arseneto de
galio - aluminio (GaAsAl) 830nm (30J/cm?) (60J/cm?) e do laser arseneto de galio (GaAs)
904nm (4J/cm?), comparando com a pomada Dersani®. Os parametros analisados foram a
quantidade de fibras colagenas tipo | e Ill e a area de contracdo da ferida nos diferentes
tratamentos. Foram analisadas também as influéncias dos diferentes tratamentos sobre o peso e
os valores hematoldgicos dos animais. Foram utilizados 30 ratos Wistar adultos jovens,
machos, com peso médio de 324g, separados em cinco grupos, cada grupo com seis animais.
Os animais do grupo 1 foram tratados com o laser GaAs (4J/cm?), os animais do grupo 2
tratados com o laser GaAsAl (30J/cm?), no grupo 3 os animais receberam radiacdo do laser
GaAsAl (60J/cm?), no grupo 4 os animais receberam o tratamento topico com a pomada
Dersani® e no grupo 5 os animais tiveram as feridas tratadas com salina. Cada animal teve o
dorso depilado e foram feitas cinco feridas padronizadas, marcando-se previamente a area e
removendo-se a pele. O material para analise histoldgica foi corado com picrosirius,
fotografados e as fotos analisadas no programa Quantum, baseado nas cores primarias
(vermelho, verde, azul). Foi observada uma diferenca estatistica significativa do peso dos
animais em relacdo aos diferentes tratamentos e o tempo do experimento. Considerando a area
da ferida, os melhores resultados para o fechamento da ferida foram obtidos dos grupos
tratados com o laser GaAs (4J/cm?) e GaAsAl (60J/cm?). A contagem global de leucécitos nos

diferentes tratamentos ndo apresentou diferenca significativa, exceto nos animais tratados com

o Dersani® onde houve aumento significativo no nimero de mondcitos. Os tratamentos com
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salina e o laser GaAsAl 30J/cm? apresentaram aumento no nimero de neutr6filos. O maior
numero de fibras colagenas do tipo Il foi observado nos animais irradiados com o laser
GaAsAl 30J/cm® Em relagdo as fibras de colageno do tipo I, os diferentes tratamentos n&o
apresentaram um aumento significativo. Foi observado entdo que o laser GaAsAl 30J/cm? foi
efetivo na producdo de fibras colagenas tipo Ill e no processo cicatricial e que o laser GaAs

(4J/cm?) foi efetivo para promover o fechamento da area da ferida.



ABSTRACT

GONCALVES, Reggiani Vilela, M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, October of 2006.
Influence of the gallium arsenide laser and gallium aluminum arsenide laser and
healing oitment in the cutaneous wounds in Wistar rats. Adviser: Jose Mario da
Silveira Mezéncio. Co-Advisers: Sérgio Luis Pinto da Matta and Clévis Andrade Neves.

The present work had as objective evaluates the healing effect of the gallium aluminum
arsenide (GaAsAl) 830nm (30J/cm?) (60J/cm?) laser and gallium arsenide (GaAs) 904nm
(4J/cm?) laser, comparing with the Dersani® ointment. The analyzed parameters were the
amount of type | and Il collagen fibers, and the area of contraction of the wound in the
different treatments. They were also analyzed the influence of the different treatments on the
weight and the hematologic values of the animals. They were used 30 Wistar rats, young
adults, males, with medium weight of 324g, separate in five groups, each group with six
animals. The animals of the group 1 were treated with GaAs (4J/cm?) laser, the animals of the
group 2 treated with the GaAsAl (30J/cm?) laser, in the group 3 the animals received radiation
of the GaAsAl (60J/cm?) laser, in the group 4 the animals received the topical treatment with
the Dersani® ointment and in the group 5 the animals had the wound treated with saline. Each
animal had the back waxed and were made five standardized wounds, previously marking the
area and removing the skin. The material for histological analyze was dyed with picrosirius,
photographed and the pictures analyzed in the program Quantum, based on the primary colors
(Red, Green, Blue). It was observed a significant statistical difference of the weigth of the
animals in relation to the different treatments and the time of the experiment. Considering the

area of the wound, the best results for the closing of the wound were obtained of the groups



treated with the GaAs (4J/cm2) laser and GaAsAl (60J/cm2) laser. The leukocyte global count
in the different treatment didn’t present significant difference, except in the animals treated
with Dersani® where there was significant increase in the number of monocytes. The
treatments with saline and GaAsAl (30J/cm?) laser presented increase in the number of
neutrophils. The larger number of type Ill collagen fibers was observed in the animals
irradiated with the GaAsAl (30J/cm?) laser. In relationship to the type I collagen fibers, the
different treatments didn’t present a significant increase. It was observed then that the GaAsAl
(30J/cm?) laser was effective in the production of type 111 collagen fibers and in the cicatricial
process and that the GaAs (4J/cm?) laser it went effective to promote the closing of the area of

the wound.
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1. INTRODUCAO

A pele constitui importante barreira que dificulta a invasdo do organismo por patdgenos, sendo a
manutencdo de sua integridade de fundamental importancia. Nosso organismo € freqlentemente
agredido, e sendo a pele a regido mais periférica e superficial é freqientemente lesada. Cicatrizacdo
sdo o0s eventos pelos quais 0 organismo tende a reparar uma area lesada e ocorre de forma sistémica e
dindmica buscando restaurar a continuidade dos tecidos (ABBAS & LICHTMAN, 2005).

O colégeno constitui uma familia de proteinas que exercem principalmente funcgdes estruturais, séo
produzidas por diferentes tipos de células e se distinguem pela sua composicdo quimica, caracteristicas
morfoldgicas, distribuicdo e funcdo, sendo que atualmente sdo descritos mais de 20 tipos diferentes de
colageno (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).

De acordo com CUZZEL & KRASNER (2003), sdo utilizados aproximadamente 2.500
procedimentos para o tratamento de feridas agudas e crénicas, que vé@o desde atitudes simples como o
uso de emplastos e anti-sepsia, a curativos mais complexos com uso de tecnologias que demandam
aparelhos caros, como algumas modalidades de laser.

Alguns procedimentos fisioterdpicos utilizados no tratamento de feridas atuam no processo
cicatricial de varias formas sendo uma das técnicas mais utilizadas € a radiacdo com laser. Na terapia
com laser podem ocorrer estimulos de mecanismos bioldgicos e regenerativos e a maioria dos efeitos
registrados dizem respeito a proliferacdo de células, principalmente fibroblastos (SAY et al., 2002).
Porém, segundo este mesmo autor a proliferacdo de fibroblastos ndo € o Unico meio pelo qual a
laserterapia pode acelerar o processo cicatricial, verifica-se também que o laser promove a
transformacdo de fibroblastos em miofibroblastos. Os miofibroblastos sdo células diretamente
envolvidas na contragéo do tecido de granulagdo (ABBAS & LICHTMAN, 2005).



As pomadas cicatrizantes também sdo recursos amplamente utilizados no Brasil, entre elas
destaca-se a Dersani® que é derivada do écido linoléico, essa pomada atua em todas as fases de
cicatrizacao acelerando o processo (MALDEBAUM., et al, 2003).

O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito do laser GaAs (4J/cm?) e do laser GaAsAl
(30J/cm?) (60J/cm?) e da pomada cicatrizante Dersani® no processo cicatricial da pele de ratos
Wistar e na producdo de fibras colégenas tipo | e 11l . Este trabalho também teve como objetivo
avaliar qual tratamento é mais efetivo para promover a cicatrizagdo de feridas e avaliar a relacdo do

processo cicatricial com a producao de algumas celulas sanguineas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Cicatrizacao

A cicatrizacdo € um processo dindmico que envolve fendmenos fisioldgicos que se
comportam de forma harmonica a fim de garantir a restauracao tissular. Inicialmente, deve ocorrer
perda tecidual, a partir da qual os fenémenos fisioldgicos voltam-se para o reparo da lesédo
(CLARK, 1993).

Cerca de 10% dos pacientes hospitalizados e 20% dos pacientes acamados tratados em
casa, sofrem ulceracBGes na pele acarretando grandes gastos. Nos Estados Unidos da América 0s
gastos com feridas cronicas chegam a um bilhdo de ddélares por ano (KOROLKOVAS &
BUARCKHALTER, 1985). Embora ndo haja dados precisos no Brasil, alguns trabalhos
demonstram que os impactos psiquicos, sociais e econémicos da cronificacdo de lesbes na pele
representam a segunda causa de afastamentos de trabalho (NORMAM & BOCK, 2003).

A pele recobre a superficie do corpo e apresenta-se constituida por uma porcao epitelial de
origem ectodérmica, a epiderme, e uma por¢cdo conjuntiva de origem mesodérmica, a derme.
Abaixo, em continuidade com a derme, encontra-se a hipoderme ou tecido celular subcutaneo, que
ndo faz parte da pele (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004). A pele é o maior 6rgao do corpo
humano, representando 16% do peso corporal e desempenha mdltiplas fun¢des como, protecdo do

organismo contra perda de &gua e lesBes ocasionadas pelo atrito, funcdo homeostatica,



constituindo-se importante barreira fisica contra a invasdo do nosso organismo por patogenos,
funcionando como barreira imunolégica (ABBAS & LICHTMAN, 2005). Através de suas
terminagOes nervosas sensitivas, recebe informagdes do meio ambiente que sdo enviadas para o
sistema nervoso central e também colabora na termorregulacdo. A pele pode ser classificada em
dois tipos: Espessa que recobre a palma das méos e sola dos pés, possuindo epiderme grossa, e
delgada que reveste o restante do corpo e possui epiderme fina (KIERSZENBAUM, 2004).

Se uma porc¢do da epiderme sofre lesdo ou € destruida, as células basais ao redor migram e
proliferam para revestir a area exposta. Este processo de reparo ocorre sob a influéncia da
membrana basal, da matriz extracelular do tecido conjuntivo da derme e de uma variedade de
horménios e fatores de crescimento (KIERSZENBAUM, 2004). Durante a renovagéo das células
da epiderme existem pontos que devem ser regulados, como por exemplo, a taxa de divisao das
celulas tronco e 0 momento da saida da camada basal, dentre outros (ALBERTS et al., 2004).

A derme é o tecido conjuntivo onde se apdia a epiderme e une a pele ao tecido celular
subcutaneo ou hipoderme. Apresenta espessura variavel de acordo com a regido observada e é
constituida por duas camadas de limites pouco distintos: a papilar, que é a camada superficial e a
reticular, mais profunda. Do ponto de vista estrutural, os componentes do tecido conjuntivo podem
ser divididos em 3 constituintes: células, fibras e substancia fundamental. Entre os constituintes,
destaca-se a matriz extracelular que consiste em diferentes combinagdes de proteinas fibrosas, néo
fibrosas e de substancia fundamental (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004). A matriz extracelular
tem papel importante no processo de cicatriza¢do, pois forma a matriz proviséria para a agregagao
plaquetaria e coagulagdo sanguinea. A liberacdo de fatores de crescimento e proteinas de adesdo
estimula a resposta inflamatdria e induz a migracdo celular para o interior da cicatriz usando a
matriz provisdria como substrato (MANWARING, 2004).

Os fibroblastos sdo as células mais comuns do tecido conjuntivo, estdo espalhados no
tecido conjuntivo de todo o corpo e secretam matriz extracelular que é rica em colageno | e Ill.
Quando um tecido € lesado, os fibroblastos proximos proliferam, migram para a ferida e produzem
grandes quantidades de matriz rica em colageno, que ajuda a isolar e reparar o tecido lesado. Os
fibroblastos da pele sdo diferentes dos encontrados em outras partes do corpo, pois ndo apresentam
a mesma plasticidade e também podem ser induzidos a modificar suas caracteristicas. Por
exemplo, na cicatrizacao da ferida os fibroblastos da pele alteram sua expressao do gene de actina

e adquirem algumas propriedades contrateis das células musculares lisas, aproximando as margens



do ferimento, passando a ser chamados de miofibroblastos (BADYLACK, 2002; ALBERTS et al.,
2004; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).

O colageno é o tipo mais abundante de proteina do organismo, cuja familia é composta por
mais de vinte tipos diferentes de proteinas citando-se o colageno que formam fibrilas tipo | e tipo
I1l. Existem também os coladgenos associados a fibrilas e o colageno que forma redes
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).

Um outro importante componente da matriz extracelular é a fibronectina, que existe na
forma sollvel e possui varias propriedades para o reparo tecidual incluindo ligantes para células,
colageno e glicosaminoglicanos. InteragBes nestes sitios intermedeiam e mantém normais as
migracdes e adesdes celulares (BADYLACK, 2002; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).

Na matriz encontramos também laminina que € um complexo de adesdo de proteinas que
tem papel importante na formagdo e manutencdo da estrutura vascular durante o reparo tecidual.
Os glicosaminoglicanos tém papel importante na ligacdo de fatores de crescimento, de citocinas,
na retencdo de agua e nas propriedades de gel da matriz extracelular. Ligam-se a heparina muitos
fatores de crescimento e receptores presentes na superficie das células, isso faz com que o0s
glicosaminoglicanos ricos em heparina sejam extremamente desejaveis para o reparo tecidual
(BADYLACK, 2002).

Segundo BRASILEIRO FILHO (2004), a cicatrizacdo é o processo pelo qual um tecido
lesado é substituido por um tecido conjuntivo vascularizado. O primeiro passo € a instalacdo de
uma reacdo inflamatdria cujo exsudato de células fagocitérias reabsorve o sangue extravasado e 0s
produtos da destruicdo celular. Em seguida, ocorre proliferacdo fibroblastica e endotelial que da
origem ao tecido conjuntivo cicatricial. Para CARVALHO (2002), tentativas de restaurar a leséo
induzida por uma agressdo local comecam muito cedo no processo da inflamacdo e no final
resultam em reparo e substituicdo das células mortas por células saudaveis.

Entre os dois tipos de cicatrizagdo existentes, a cicatrizacdo por primeira intencdo é mais
rapida e leva a formacéo de cicatrizes menores, sendo a fenda da ferida mais estreita e a destruigédo
tecidual nas bordas menor. Na cicatrizacdo por segunda intencdo a ferida € extensa e tem margens
afastadas, forma-se um grande coagulo e se ocorre infeccdo associada, a reacdo inflamatoria é
exagerada. Em ambas, a exsudacdo de fagocitos € intensa e forma-se abundante tecido de
granulacdo. Quando as bordas da ferida sdo distantes, a regeneracdo da epiderme fica mais lenta,

as células da epiderme proliferam nas margens, ocorrendo certo grau de hiperplasia, devido a



grande quantidade de fatores de crescimento liberados a partir das celulas exsudadas. Nesta ferida
o fenbmeno de retracdo feito pelos miofibroblastos é muito mais evidente, sendo mais fregiiente a
transformacdo de fibroblastos em miofibroblastos. Os macr6fagos e mondcitos liberam IL-1 e
TNFa que estimulam as células endoteliais das vénulas vizinhas a exporem as moléculas de
adesdo para os fagocitos (ECAM), o coagulo entdo é invadido por polimorfonucleares
(BRASILEIRO FILHO, 2004).

Com a evolucao do processo o nimero de polimorfonucleares diminui sensivelmente e o
exsudato passa a ter predominio de macrdfagos, eles induzem angiogénese, participam da
conclusdo da inflamacéo, secretam citocinas e fatores de crescimento, que véo ter acdo paracrina
para ativar outras células envolvidas no processo cicatricial (PARK & BARBUL, 2004). As
células da camada basal da epiderme entram em mitoses e migram sobre a superficie do coagulo.
Os fibroblastos do tecido conjuntivo tornam-se ativados, proliferam, migram em direcdo ao
codgulo e comegam a sintetizar os componentes da matriz extracelular. As células endoteliais
comecgam a sintetizar a membrana basal e o broto se organiza formando um novo capilar. Vai se
formando uma rede capilar que acompanha a nova matriz que estd sendo formada pelos
fibroblastos. Desse modo forma-se um tecido conjuntivo vascularizado preenchendo o espaco
antes ocupado pelo coagulo. Esse tecido conjuntivo frouxo que € rico em capilares sanguineos,
leucdcitos e matriz extracelular formada por fibras colagenas finas (colageno tipo Ill), &cido
hialurdnico e moderada quantidade de proteoglicanos, recebem o nome de tecido de granulacdo. A
quantidade de colageno tipo | aumenta com o tempo e o tecido de granulacao vai progressivamente
sendo substituido por um tecido mais denso e menos vascularizado (BRASILEIRO FILHO, 2004).

Diferentes classificacbes didaticas sdo utilizadas para facilitar o entendimento de um
processo dinamico e com fases tdo interdependentes como a cicatrizacdo. Alguns autores
classificam a cicatrizagdo em 3 fases: 1°) inflamacéo; 2°) formacédo de tecido de granulacdo com
deposicdo de matriz extracelular e 3°) remodelacdo tecidual (CLARK, 1993; BRASILEIRO
FILHO, 2004). O termo granulacdo deve-se ao seu aspecto roseo e granular na superficie das
feridas, mas o mais caracteristico sdo seus aspectos histologicos: proliferacdo de pequenos vasos
sanguineos neoformados e de fibroblastos, os chamados granulocitos (SCHOEN et al., 1996).

Segundo MALDEBAUM et al. (2003), a cicatrizacdo pode ser dividida em 5 fases
principais: 1°) coagulacdo, que depende da atividade plaquetaria e da cascata de coagulagdo,
caracteriza-se pela liberacdo de substancias vasoativas, proteinas adesivas, fatores de crescimento e



proteases que vao ser importantes para as outras fases do processo; 2°) a inflamacdo, que é a
resposta imediata e inicial a um agente agressor, compreendendo trés componentes principais,
alteracdo no calibre vascular, alteragdes estruturais na microvascularizacdo e migracdo dos
leucécitos da microcirculacdo; 3°) a proliferacdo pode ser dividida em 3 subclasses, a
reepitelizacdo, a fibroplasia e a angiogénese; 4°) contracdo da ferida que € 0 movimento centripeto
das bordas da ferida; 5°) remodelacdo que € a ultima fase, envolvendo o colageno e a matriz, é
responsavel pelo aumento da forca de tensdo e pela diminuicdo do tamanho da cicatriz. Uma
cicatriz normal tem em torno de 80% da forca de tensdo da pele normal, ndo € volumosa e é plana
(MALDEBAUM et al., 2003; SCHOEN & COTRAN, 1996).

Além dos fibroblastos, existem outras células que participam ativamente do processo
cicatricial. As células do sistema imune sdo muito importantes para a regulacdo do processo de
cicatrizagdo de feridas, através da secrecdo de moléculas de sinalizacdo como citocinas, linfocinas
e fatores de crescimento. Os neutrofilos sdo as primeiras células do sistema imune a chegar ao
local da lesdo, tendo acdo de fagocitose e diminuindo a probabilidade de infecgdo no processo
cicatricial. A migracdo dos macrofagos ocorre em torno de 48 a 96 horas ap6s a lesdo e induzem
angiogénese, participam do debridamento da ferida devido & producdo de enzimas como
colagenases e elastases, secretam citocinas e fatores de crescimento, que tém agdo paracrina para
ativar outras células envolvidas no processo (DANTAS & SIQUEIRA JUNIOR , 2000).

As citocinas produzidas por macrofagos e linfocitos provocam a adesdo de leucdcitos, a
migracdo e a proliferacdo de células indiferenciadas, que comegardo a repopular o sitio da lesdo. O
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator transformante de crescimento 3 (TGFp),
fator de crescimento epitelial (EGF), fator de necrose tumoral (TNF), fator de crescimento
fibroblastico (FGF), sdo sintetizados e liberados na matriz extracelular por macrofagos, linfocitos
exsudatos e pelos fibroblastos (COLLINS, 2000; ZHANG et al., 2003).

A proliferacdo de uma célula animal, ndo depende apenas dos nutrientes que ela recebe,
devendo receber também um sinal de estimulo extracelular na forma de mitégenos. Um dos
primeiros mitdégenos identificados foi o PDGF, que € liberado no sangue coagulado e tem a funcéao
de estimular a diviséo celular, durante a cicatrizacdo de feridas. O PDGF é somente uma das mais
de 50 proteinas conhecidas por sua atuacdo como mitégenos, muitas dessas proteinas sdo fatores
de especificidade ampla, como o PDGF e o EGF, podendo estimular muitos tipos de célula a se
dividir (ALBERTS et al., 2004). A ativacdo de fibroblastos se faz por PDGF sintetizado por



macrofagos e plaquetas que induzem a divisdo celular (GO para G1) e expbem receptores para
outros fatores de crescimento (BRASILEIRO FILHO, 2004).

Segundo CHIN et al. (2004), TGFB compdem uma familia de proteinas que tem atividade
de citocina, atuando predominantemente em células epiteliais e tem importante papel na
plasticidade cirargica. Estas proteinas regulam a replicacéo celular, diferenciacdo, formacao dssea,
angiogénese, hematopoiese, progressdo do ciclo celular e migracdo celular, sdo importantes na
cicatrizacao de feridas estimulando a sintese de colageno, proteoglicanas, fibronectina e no caso de
cicatrizes hipertroficas, regulam o desenvolvimento da derme e epiderme.

Os FGF's constituem uma familia de fatores de crescimento que estdo presentes na matriz,
sendo responsaveis pela regulacéo da proliferacao, diferenciacdo, migracdo e pela sobrevivéncia da
célula (BYER, 2003), séo liberados no local da ferida por macréfagos e células endoteliais que
sofrem danos (MARTIN, 1997). Dentro desta familia destaca-se o b-FGF que estimula a divisao e
migracdo de fibroblastos, células endoteliais e células epiteliais (TAKEHARA, 2000).

O EGF também ¢é secretado pelos macrdfagos, distribuem-se amplamente nas secrecdes e
liquidos teciduais, como suor, saliva e contetdo intestinal (COLLINS, 2000). O EGF é produzido
na fase final da cicatrizacdo de uma ferida, apresenta quimiotactismo positivo para fibroblastos,
atraindo-os para a ferida e estimulando-os a se dividir e secretar fibras colagenas (CARVALHO,
2002).

A acdo eficaz dos fibroblastos depende do suprimento local de oxigénio, sendo que tecidos
mal vascularizados ndo apresentam boa cicatrizacdo. A superficie da ferida possui baixo teor de
oxigénio, influenciando assim os macrofagos a produzir e liberar TGFp e FGF, estimulando o
processo de angiogénese (DEALEY, 2001). A baixa pressdo de oxigénio na ferida é estimulo para
a sintese de fatores de crescimento pelos macréfagos, embora a hipoxia seja prejudicial a varios
processos fisioldégicos normais, principalmente para a sintese de colageno pelos fibroblastos. Sem
oxigénio a molécula helicoidal de procolageno ndo se forma e nem é liberada no espaco
extracelular (DANTAS & SIQUEIRA JUNIOR, 2000).

A cicatrizagdo é influenciada por fatores locais e sistémicos que podem induzir, retardar ou
impedir o processo cicatricial. A infeccdo ou presenca de corpos estranhos retarda o processo
cicatricial porque mantém a reacdo inflamatoria. A desnutricdo, especialmente de proteinas,
vitamina C ou de zinco, retardam a cicatrizacdo por interferir diretamente nos processos de sintese

do colégeno. O zinco é um componente importante de metaloproteinas, inclusive as que participam



da sintese do DNA responsaveis pela degradacdo da matriz e pelo equilibrio no processo
cicatricial. A baixa perfusdo tecidual, decorrente de lesdes vasculares ou perturbacdes
hemodindmicas, dificulta a cicatrizagdo por reduzir o fornecimento de nutrientes e oxigénio.
Algumas patologias também retardam o processo de cicatrizagdo, dentre elas destacamos o
diabetes, pois ocorre glicosilacdo das proteinas, e a neutropenia, que prejudica a cicatrizacéo
devido a reducdo de estimulos, mediadores da inflamacdo liberados por terminacdes nervosas
(SCHOEN & COTRAN, 1996; BRASILEIRO FILHO, 2004).

2.2. Efeitos fisiologicos do laser arseneto de galio e do laser arseneto de galio e

aluminio

Apesar de grandes avangos verificados nas ultimas décadas ndo sé na compreensdo dos
diversos fatores e fendmenos envolvidos no processo de reparacéo tissular, e mesmo considerando
0 aumento crescente de pesquisas e descoberta de novos recursos tecnoldgicos utilizados na
intervencdo do processo cicatricial, a prevaléncia de feridas cronicas, ainda é elevada. Apesar dos
dados brasileiros serem pouco precisos, alguns autores estimam que aproximadamente 3% da
populacdo brasileira é portadora desse tipo de lesdo. No caso de pessoas diabéticas esta proporcéao
se eleva para 10%, e cerca de quatro milhdes de pessoas sdo portadoras de lesdes cronicas ou tém
algum tipo de complicacdo no processo cicatricial MALDEBAUM et al., 2003).

As tentativas humanas de intervir no processo de cicatrizacdo das feridas, ja existem desde
a antiguidade o que demonstra a importancia de protegé-las de forma a evitar sua complicacao.
Entre os principais recursos disponiveis no Brasil para auxiliar a cicatrizacdo de feridas estdo os
4cidos graxos essenciais dentre eles destacam-se os derivados do &cido linoléico. E nesse grupo
que se encontra a pomada Dersani®. Essa pomada pode ser usada em todos os tipos de lesdo, nos
diversos estagios do processo cicatricial e como preventivo de les6es, atuando de forma bactericida
em diversas fases do processo cicatricial. Tem acdo também sobre a membrana celular,
aumentando sua permeabilidade, facilitando a entrada de fatores de crescimento, promovendo
mitose e proliferacdo celular, estimulando neoangiogénese e promovendo quimiotaxia para
leucécitos (MALDEBAUM et al., 2003).



A fisioterapia atua como tratamento na recuperacao de tecidos organicos lesados, utilizando
varios métodos e técnicas que visam de modo geral melhorar o bem-estar fisico, refletindo-se no
estado psiquico do individuo (STADELERJ et al., 1999). Dentro dessas técnicas destaca-se o laser,
que tem grande eficacia no processo cicatricial, recuperando o tecido por induzir diminui¢do do
processo inflamatorio, aumento da fagocitose, sintese de coladgeno e epitelizacdo (GUIRRO &
GUIRRO, 2002).

Pesquisas envolvendo o principio de acdo do laser vém sendo desenvolvidas desde o inicio
do século, mas s6é em 1960, o primeiro laser foi empregado com sucesso (GUIRRO & GUIRRO,
2002). A laserterapia tem tido uma ampliacdo na sua utilizacdo nas ultimas trés décadas, na Europa
Ocidental e Russia e nos ultimos dez anos nos Estados Unidos e Canada. Seu éxito se deve as
respostas que induz nos tecidos, como reducdo do edema e diminuicdo do processo inflamatdrio
(TROWBRIDGE & EMLING, 1993).

A palavra laser significa amplificacdo de luz por emissdo estimulada de radiacdo (Light
Amplification by stimulated Emission of Radiation), fenbmeno em que ocorre excitacdo dos
elementos constituintes do material exposto a onda eletromagnética por corrente elétrica,
proporcionando a emissdo de fotons que amplificam a emisséo de radiacdo (LANGE et al., 2003).

Segundo BROMILEY (1993), os raios lasers produzem luz monocromatica, a luz emitida é
de mesmo comprimento de onda e de frequéncia, pois tem uma so6 cor que difere em cada categoria
de laser, existe uma variacdo no comportamento de fétons que ndo divergem. Ao contrario da luz
doméstica que se espalha depois de sair da fonte, a luz monocromatica produz intensidade capaz
de criar uma forca de radiacdo por cm” muito grande, uma vez que os fétons chegam ao ponto final
com igual carga de energia luminosa.

O uso de tratamento térmico como modalidade terapéutica tem sido aplicado ha muitos
anos para esterilizagéo de feridas e controle de sangramento (BROWN, 2000). O laser arseneto de
galio e aluminio (AsGaAl) é denominado laser terapéutico, pois gragas a sua baixa poténcia, a
carga fotonica € insuficiente para produzir efeito térmico (BROMILEY, 1993).

Das multiplas aplicacbes do laser em medicina, pode-se tirar proveito dos seus efeitos
fisioterapicos, baseando-se em sua acdo vasodilatadora pré-capilar e capilar. Tais efeitos melhoram
a circulacdo sanguinea, aumentam a oxigenacao dos tecidos, o aporte de nutrientes e a retirada de
catabolitos e promovem modificacdes na pressdo hidrostatica, favorecendo a reabsorcdo de

edemas. Além disso, inibem a sintese de prostaglandinas, elevam o limiar de dor, estimulam a
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producdo de endorfinas e atuam positivamente sob a regeneracdo tecidual pela elevacdo do
metabolismo (CRUANES, 1984; HARRIS, 1991).

Desde que os lasers foram considerados bioestimuladores, passaram a ser utilizados
experimentalmente e clinicamente para estimular a cicatrizacdo de feridas abertas e cirdrgicas
(VASCONCELOS et al., 1984; SEITZ & KLEINKORT, 1986; CALDEIRA, 1997; MIKAIL,
1997), na cicatrizacdo 0Ossea (SEITZ E KLEINKORT, 1986; MIKAIL, 1997), nos processos
inflamatdrios (MIKAIL, 1997) e nas compressdes nervosas (BROMILEY, 1993; SCHIMITT et al.,
1993).

O comprimento de onda e a densidade de energia sdo fatores preponderantes para 0 sucesso
da terapia no que se refere a cicatrizacdo (BREUGEL, 1993). Para avaliar o efeito dos raios laser
sob feridas deve-se levar em consideracdo, sexo, idade, histdria pessoal, antecedentes familiares,
tipo, tamanho e localizagdo anatdmica da ferida, tratamentos anteriores realizados, medicamentos
usados, presenca de dor, entre outros (BREUGEL, 1993).

Quanto maior o comprimento de onda maior a penetracdo do laser nos tecidos (HARRIS,
1991). A penetracdo do laser He-Ne é de 10 a 15mm (SEITZ & KEINKORT, 1986), enquanto que
0 laser AsGa esta em torno de 50mm (SEITZ & KLEINKORT, 1986; CALDEIRA, 1997). O laser
de AsGa produz luz invisivel que ndo é absorvida pelos pigmentos celulares, com penetracao
tissular entre 10 e 50mm. Segundo TAYLOR et al., (1998) esta penetracdo € de 5mm e segundo
CRUANES (1984); BROMILEY (1993) é de 10 e 15mm nos tecidos moles. Os efeitos fisiol6gicos
da bioestimulaco incluem aceleracio na sintese de colageno (CRUANES, 1984; HARRIS, 1991;
TAYLOR et al., 1998) e diminuicdo local do numero de microorganismos (SEITZ &
KLEINKORT, 1986).

O laser quando aplicado em doses corretas estimula a taxa de crescimento do ciclo celular,
provavelmente isso ocorre devido ao aumento na vascularizagdo e no estimulo da capacidade
fibroblastica, causando uma aceleragdo do ritmo mitético quando comparado as células ndo
submetidas ao tratamento com laser (MANZANARES et al., 1990).

A acdo analgésica ocorre por normalizacdo e favorecimento da producdo de peptideos
enddgenos e por modificacdo nas interferéncias elétricas celulares, interrompendo a propagacao da
dor (RITSON, 1993; PUETT & GRIFFIN, 1994; KOSACHENCO et al., 1995). Ainda ndo é bem

entendida qual a modalidade de laser poderia obter os melhores resultados para feridas cronicas,
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apenas sabe-se que o controle da dosagem e a duracdo da irradiagdo sdo essenciais para um bom
resultado (SAY et al., 2002).

Segundo PARREAU-SCHEIDE et al. (1990) e ROIG et al. (1990), a irradiagdo com o laser
HeNe estimula as culturas de linfdcitos, aumentando sua capacidade de fagocitose, aumentando a
eficiéncia das células apresentadoras de antigeno, e assim promovendo um aumento na afinidade
dos linfécitos para detectar o patdgeno invasor. O laser promove uma melhor oxigenacdo e
vascularizacdo do tecido porque atua no esfincter pré-capilar, gerando a abertura constante e
aumentando a capacidade de cicatrizacdo do tecido (SERAFIM & TEODOROSKI, 2003).

Vérios sdao 0s mecanismos pelos quais o laser pode atuar na promocao da cicatrizagao
tecidual. Segundo IHSAN (2005), o laser de baixa poténcia, aumenta a oxigenacdo tecidual,
promovendo a expansdo da microcirculacdo e estimulando a capacidade adaptativa. O laser
GaAlAs 904 nm, quando aplicado na microcirculacdo mesentérica de ratos vivos, promove
dilatagdo das arteriolas irradiadas, seguida de aumento no fluxo sanguineo arteriolar. Segundo
ENWEMEKA et al., (2004), as trés fases do reparo tecidual sdo positivamente afetados pelo
tratamento com o laser, o efeito positivo esta em aspectos conhecidos da inflamacao tais como
proliferagéo celular, degranulagéo e promocao de atividades de citocinas.

Os resultados dos estudos de REDDY (2003), indicam que o laser GaAs € efetivo na
promocdo do reparo e na melhora da cicatrizacdo de feridas em ratos diabéticos. Os resultados
revelaram que o colageno total foi aumentado em 19% nas feridas tratadas com o laser He-Ne e
14% nas feridas tratadas com o laser GaAs. Os achados das analises biomecanicas e bioquimicas
de feridas de ratos diabéticos demonstram que o laser He-Ne € superior ao laser GaAs na
promocdo do reparo das feridas. A radiacdo produzida pelo laser He-Ne foi a mais estudada entre
as varias intensidades de laser para promover a cicatrizacdo de feridas, ja o efeito do laser GaAsAl
no processo cicatricial permanece pouco entendido (MENDEZ et al., 2004).

As diferengas entre o laser He-Ne e GaAs podem ser atribuidas a sua interacdo fotoquimica
com as células. Evidéncias sugerem que a absorcdo de luz emitida pelo laser He-Ne é de 632,8 nm,
essa absor¢do inicia com um componente da cadeia respiratoria, ja na radiacdo emitida pelo laser
GaAs de 904nm, a absorcao inicia a nivel de membrana mitocondrial, que ¢, durante a cascata de
eventos moleculares e leva a resposta fotoquimica para o tecido. A transferéncia de elétrons dos
complexos ATP sintetase € associada com a diminuicdo da energia livre, a qual é usada como

bomba de prétons da matriz para o espaco intermembrana, produzindo um gradiente de prétons
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atraves da membrana interna. A energia estocada com o gradiente de prétons é usada para dirigir a
sintese de ATP, com os prétons fluindo de volta para a matriz pelo complexo ATP sintetase
(REDDY, 2003).

A laserterapia deve ser realizada apds a preparacdo e demarcacdo da area a ser tratada,
através de uma caneta de forma pontual ou em varredura, podendo ser realizadas sess6es diarias ou
em intervalos de 2 a 4 dias. A 4rea a ser tratada deve ser dividida em cm? e o raio deve incidir por
15 a 30 segundos, diretos e perpendicularmente ao centro da area assim concebida. Além da forma
pontual ou em varredura a aplica¢do da radiacdo pode se dar de forma centripeta. (LAMAS, 1999).

Entre as contra-indicagdes do laser estdo as aplicagdes em pacientes com neoplasias,
mulheres gestantes e sobre placas epifisarias abertas. Dentre as precaucdes, evitar a incidéncia
direta nos olhos do aplicador e do paciente os quais devem estar protegidos por Oculos de
seguranca (CRUANES, 1984; SEITZ & KLEINKORT, 1986; LAMAS, 1999).

Considerando que a identificacdo de técnicas apropriadas que promovam O Processo
cicatricial representam beneficios importantes no cuidado com pacientes e diminui¢do imediata de
custos, estudar o efeito cicatrizante das diferentes modalidades de laser e determinar sua acéao
sobre as fibras colagenas durante o processo cicatricial, ¢ fundamental para estabelecer
mecanismos que possam promover uma cicatrizagdo mais rapida, segura e livre de infeccdes,
reduzindo assim o tempo de cicatrizacdo e recuperacdo, melhorando a qualidade de vida dos

pacientes e diminuindo os custos imediatos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados 30 ratos Wistar (Rattus Morvegicus), machos, com peso médio de
324,629, dez semanas de vida, sadios, provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias
Bioldgicas e da Saude da Universidade Federal de Vigosa. Estes animais foram mantidos em
condicbes naturais de luz, umidade e temperatura, em gaiolas individuais, diariamente
higienizadas. Ao longo do experimento os animais foram alimentados uma vez por dia com ragéo
comercial Labcil® e agua fornecida & vontade, sendo mantidos no Laboratério de Pesquisa e

Desenvolvimento do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Vigosa.

3.2. Procedimento para execucao das feridas

Os animais tiveram a regido dorso-lateral depilado utilizando-se aparelho da marca WAHL
Clipper Corporation®. O tamanho e a profundidade das feridas cirGrgicas foram padronizados e as
mesmas foram feitas com bisturi, removendo-se cuidadosamente a pele, em areas previamente
marcadas com cristal violeta, como se observa na Figura 1. Este procedimento foi feito apds a

higienizagdo do local, onde foram feitas as feridas utilizando salina, em seguida os animais foram
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anestesiados por inalacdo de éter etilico, em camara hermeticamente fechada. No primeiro dia do
experimento, foram feitas cinco feridas cirurgicas no dorso de cada animal, com didmetro
aproximado de 12mm, em uma profundidade que garantia que apenas a pele estava sendo retirada
ndo incluindo outros tecidos como musculos. Foram coletados fragmentos de 4 em 4 dias, de
feridas diferentes, estes fragmentos continham a borda e o centro da ferida para que pudesse ser
feito comparacdo com o tecido ndo lesado. O fragmento coletado no primeiro dia, também era de
tecido ileso, e a ordem de localizagéo das lesdes esta apresentada na Figura 1, totalizando 20 dias
continuos de experimento. A quinta ferida foi medida de 4 em 4 dias usando paquimetro. Os
animais dos grupos 1, 2 e 3, comecaram a receber irradiacdo com o laser até 6 horas ap0s se fazer a
lesdo e durante 20 dias ininterruptos repetiu-se o procedimento.

Figura 1 - Localizacdo das feridas na regido dorso-lateral de rato Wistar.

Foi coletado, sangue no primeiro e ultimo dia do experimento, através de um corte no plexo
venoso da cauda. O sangue foi armazenado com o anticoagulante, (&cido etilenodiamino tetra-
acetico, EDTA). Logo apds a coleta do sangue foi feito o hematdcrito utilizando centrifuga capilar

da marca Sigma. A contagem global de leucdécitos foi feita utilizando cdmera de Neubauer e o
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esfregaco, que permitiu contagem diferencial dos mesmos, ap0s a coloracdo com Giemsa, foi
analisado em microscépio Olympus CX 40®. Os animais foram pesados a cada 4 dias, coincidindo
com a retirada dos fragmentos das lesdes.

As analises histologicas foram realizadas no Laboratério de Biologia Estrutural do
Departamento de Biologia Geral da Universidade Federal de Vigosa. Os fragmentos retirados
foram fixados em formaldeido 10% em tampéo fosfato de sodio por 24 horas. O material foi
processado para inclusdo em parafina seguindo as seguintes etapas: desidratacdo em etanol (70%,
80%, 90% e 100%, sendo neste ultimo trés vezes), diafanizacdo (xilol 1, II, I1I), infiltracdo
(parafina histologica I, I, I1l) e emblocamento. Foram obtidos cortes de 4um em microtomo
rotativo (Reichert-jung 2045 Multicut®, Germany) os quais foram corados com picrosirius e
hematoxilina e eosina. As laminas contendo os fragmentos passaram por uma bateria de xilol
(desparafinizar), bateria de alcool (hidratar), em seguida corado pelo sirius-red durante 1 hora,
lavado em agua destilada, corado com hematoxilina por 6 minutos, lavado em &agua corrente,
desidratado, diafanizado e montado (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2005).

Foram feitas imagens em microscopio de polarizacdo e avaliadas a quantidade de fibras
coldgenas dos tipos | e Il presentes antes e apds o tratamento, a documentacdo fotografica foi
realizada no mesmo aparelho onde foram feitas as analises (Fotomicroscépio Olympus AX-70%),
no Laboratério de Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia Vegetal da Universidade
Federal de Vigosa. A partir de cada amostra foram tiradas quatro fotos de diferentes regides do
campo. A analise foi feita usando o programa Quantum que diferencia as fibras pelas cores
vermelho, verde e azul de cada uma delas, os parametros (intervalos) que definiram a identificacao
das cores vermelho, verde e preto foram previamente padronizados e depois utilizados em todas as
fotografia obtidas, a cor vermelho representou as fibras colagenas do tipo I, o verde representou as
fibras colagenas do tipo 111, e o preto representou regiées onde ndo foram encontradas nenhum tipo

de fibra, o programa fornecia a porcentagem de cada cor.
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3.3. Delineamento experimental

Os animais foram separados aleatoriamente em 5 grupos, cada grupo com seis animais.
Todos os grupos tiveram as feridas limpas com solucgéo fisiolégica de cloreto de sédio 0,9% uma
vez ao dia, pela manha antes de receberem os diferentes tratamentos. O grupo 1 constituiu-se de
animais que foram submetidos a radiacdo do laser arseneto de galio (GaAs), comprimento de onda
904nm, fluéncia de radiacdo de 4J/cm? utilizando a técnica de varredura, durante 20 dias,
continuos uma vez ao dia. O grupo 2 constituiu-se de animais submetidos a tratamento com o
laser arseneto de galio e aluminio (GaAsAl), com comprimento de onda de 830nm, fluéncia de
radiacdo 30J/cm?, utilizando a técnica de varredura, durante 20 dias, uma vez ao dia. No grupo 3
os animais foram tratados com o laser arseneto de galio e aluminio (GaAsAl), comprimento de
onda 830nm, fluéncia da radiacdo 60J/cm® por varredura, durante 20 dias, uma vez por dia. O
tempo de aplicacdo da radiacdo foi ajustado automaticamente de acordo com a dose utilizada,
sendo que este tempo variou de um grupo para o outro. Todos os aparelhos de laser utilizados
nesta pesquisa eram da marca (KLB). Os animais do grupo 4 receberam tratamento com a pomada
Dersani® (4cido caprilico, 4cido céprico, 4cido laurico, lecitina de soja, vitamina A, vitamina E,
acido caproico e 06leo de girassol - acido linoléico), sendo aplicados 0,1g da pomada uma vez ao
dia, durante 20 dias. Esta pomada é produzida pelo laboratério SANIPLAN e foi adquirida no
comercio. O grupo 5, controle, consistiu de animais onde as feridas ndo receberam qualquer tipo
de tratamento, sendo apenas limpas com solucdo fisioldgica uma vez ao dia, durante 20 dias

continuos.

3.4. Analise estatistica

Os dados foram analisados por meio de analise de variancia para medidas repetidas
(ANOVA) e TUKEY. Para verificar qual tratamento se diferenciou dos demais procedemos a

construcdo de um intervalo de confianca de 95% ao redor da média sendo efetuada a comparacgao
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em modo grafico. Todas as variaveis foram analisadas em relacdo a sua homocedasticidade e
normalidade antes de aplicarmos a ANOVA. As analises foram efetuadas utilizando o programa
Statistica 6.0 (STATOSOFT, 2001).

18



4. RESULTADOS

A média do peso corporal dos animais utilizados durante todo experimento variou de
281,839 a 350,169 apresentando um coeficiente de variacdo de 3.0038 (Tabela 1). Foi observada
uma diferenca estatistica significativa do peso (p=0,0001) dos animais em relacdo aos diferentes
tratamentos e o tempo. Verificou-se nos animais do grupo que receberam tratamento com Dersani®
uma queda acentuada e significativa do peso no 4° dia do experimento, voltando a se recuperar no
8° dia. Os animais dos outros grupos que receberam tratamento com laser GaAsAl 30J/cm? e laser
GaAsAl 60J/cm? também apresentaram grande variac&o em relaco a variavel peso (Figura 2).

Tabela 1 - Valores médios do peso corporal dos animais em funcéo dos tratamentos nos diferentes

dias.
Tratamento PESO(g) NOSDIAS

0 4 8 12 16 20 Desvio padréo
Salina 34166 333 342,83 332,16 350,16 332,16 7,41855
Dersani® 3295 281,83 312,83 32583 321,16 309,33 17,24811
Laser AsGa 4J/cm? 332 321 33516 3275 3305 322,66 5,49853
Laser GaAsAl 334,16 325,83 316,16 330,16 318,16 317,33 7,53357
30J/cm?
Laser GaAsAl 335,66 315 31766 321 307,66 3185 9,25021
60J/cm?
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Figura 2 - Valores medios do peso corporal dos animais em funcdo do tempo e dos tratamentos

com salina, Dersani® e diferentes tipos e intensidades de laser.

O tamanho da ferida foi medido durante todo o experimento sendo a quinta ferida utilizada
como padréo para a realizacdo das medidas. Os melhores resultados foram encontrados no grupo
dos animais tratados com laser GaAs 4J/cm? que levou a reducdo de 94,76% da area da ferida em
menor tempo no decorrer do experimento em relagdo a todos os outros tratamentos. O grupo dos
animais tratados com laser GaAsAl 60J/cm® apresentou reducéo de 83,43% da érea da ferida,
enquanto os animais tratados com o laser GaAsAl 30J/cm? apresentaram reducéo da area da ferida
de 77,6%. O grupo 5, constituido por animais tratados apenas com salina apresentou uma reducéo
de 81% na érea da ferida assim como o grupo que recebeu Dersani® (Tabela 2). Os animais dos
grupos tratados com o laser GaAs 4Jicm® e laser GaAsAl 60J/cm? apresentaram diferencas
significativas na reducédo da ferida no 8° dia do experimento em relagéo aos outros grupos (Figura

3). O laser GaAsAl 30J/cm?* apresentou reducdo da 4rea da ferida no dia 8, mas houve aumento da
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4rea da ferida até o dia 4, sendo 0 mesmo observado com Dersani®, porém este aumento foi
menor. O mesmo ndo foi observado nos animais dos outros grupos, onde houve somente
diminuicdo da &rea da ferida. Os valores médios da &rea da ferida dos animais em funcdo do
tratamento e do tempo estdo apresentados na Tabela 3.

Verifica-se que os tratamentos, principalmente com o laser GaAs 4J/cm?, apresentaram
influéncia positiva na cicatrizacdo das feridas, resultando em diminuicdo da area da ferida ao longo
do tempo (p=0,0004), pois foi nessa modalidade de laser que a cicatrizacdo ocorreu de forma mais

rapida levando-se em consideracdo a velocidade média de fechamento da ferida (Tabela 4).

Tabela 2 - Area da ferida dos animais em funcéo do tempo e dos tratamentos com salina, Dersani®

e diferentes tipos e intensidades de laser.

Tratamento REDUCAO DA AREA DA FERIDA (%)
Salina 81

Dersani ® 81

Laser GaAs 4J/cm? 94,76

Laser GaAsAl 30J/cm? 77,6

Laser GaAsAl 60J/cm? 83,43

Tabela 3 - Valores médios da area da ferida dos animais em funcdo do tratamento em diferentes
dias.

Tratamento AREA (mm? DA FERIDA NOS DIAS

0 4 8 12 16 20  Desvio padrdo
Salina 145 116,6 83,5 45,83 26,5 8,83 53,27380
Dersani® 150,16 158 91,66 40,83 28,5 9 63,82687
Laser AsGa 4)/cm? 155,66 123,83 68,33 475 20 8,16 58,42347
Laser GaAsAl 30J/cm? 149,5 188,5 117,16 68,83 33,5 9,16 69,33588
Laser GaAsAl 60J/cm? 145,33 118,33 67,5 44,83 23,5 5,33 54,69229
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Tabela 4 — Valores parciais de fechamento da area ferida em funcédo do tratamento nos diferentes
dias.

Tratamento VELOCIDADE MEDIA DE FECHAMENTO DA AREA DA FERIDA
4 8 12 16 20 Velocidade média
Salina 7,1 8,2 9,6 4.8 4,41 6,8
Dersani® 1,96 16,58 12,70 3,08 4,87 7,05
Laser AsGa 4J/cm? 79 13,8 52 6,8 2,96 71,37
Laser GaAsAl 30J/cm? 9,75 17,84 12,08 8,83 6,08 7,01
Laser GaAsAl 60J/cm? 6,75 12,70 5,66 5,33 4,54 7,00
250 ¢
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—2” Dersani ®
T laser AsGa 4J/cm?
200 ¢+ O laser GaAsAL 30 Jicm?
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Figura 3 - Valores médios da area da ferida dos animais em funcdo do tempo e dos tratamentos

com salina, Dersani® e diferentes tipos e intensidades de laser.
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Os valores para a contagem global e diferencial de leucocitos nos dias 0 e dia 20 estdo
dispostos na Tabela 5, assim como os valores em separado de cada constituinte na contagem
diferencial. Verifica-se que os tratamentos com salina, Dersani® e diferentes intensidades de laser
ndo influenciaram o numero global de leucdcitos, indicando que ndo houve diferenca estatistica
significativa (p=0,840). Quando levados em consideragdo os diferentes tratamentos e o tempo,

também néo foi observada diferenca significativa na contagem global de leucdcitos (p=0,900).

Tabela 5 - Valores médios e desvio padrdo (DP) das variaveis sanguineas dos animais, em funcao
do tratamento, no inicio (dia 0) e final (dia 20).

Laser AsGa Laser GaAsAL Laser GaAsAL Dersani® Salina
4J/cm? 30 J/cm? 60 J/cm?

Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP
GLI 14920,0 3374,5 18366,7 3573,0 16600,0 3365,1 17783,3 25451 18140,0 2657,6
GLF 26840,0 7543,7  27766,7 8200,7 28400,0 9082,5 29733,3 7365,0 26400,0 3192,2
Mono | 3,2 3,3 1,5 15 0,3 0,5 2,2 1,7 2,2 19
Linfo | 70,6 8,2 75,2 1,7 74,5 59 75,3 8,0 79,6 3,8
Eosino | 0,8 0,8 1,2 0,8 2,7 0,5 1,7 14 0,8 0,8
Neutro | 254 6,8 22,2 7,3 20,7 6,6 20,8 7,1 17,4 4,2
Baso | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Mono F 6.4 25 37 1,0 58 34 9,8 5,0 3,6 1,9
Linfo F 69,2 53 68,0 8,8 80,3 7,0 70,0 111 65,0 9,5
Eosino F 0,8 0,4 1,7 1,0 2,3 38 1,0 11 1,6 1,3
Neutro F 23,6 4,0 26,5 10,0 11,5 37 19,2 8,8 29,8 8,5
Baso F 0,2 0,4 0,2 0,4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Legenda:

GLI = Global Inicial de Leucdcitos (mm?®), GLF = Global Final de Leucdcitos (mm®), Monol = Mondcitos Inicial (%),
Linfol = Linfdcitos Inicial (%), Eosinol = Eosindfilos Inicial (%), Neutrol = Neutrdfilos Inicial (%), Basol = Bas6filos
Inicial (%), MonoF = Mondcitos Final (%), LinfoF = Linfécitos Final (%), EosinoF = Eosindfilos Final (%), NeutroF

= Neutrdéfilos Final (%), BasoF = Basofilos Final (%).

Na contagem diferencial de leucdcitos, observou-se diferenca estatistica significativa para
mondcitos (p=0,019) em relagdo aos diferentes tratamentos e o tempo, sendo que 0S animais

submetidos ao tratamento com Dersani® se diferenciaram dos animais que foram submetidos aos

23



outros tratamentos, pois a pomada promoveu o aumento do nimero de mondcitos desses animais
(Figura 4).
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Figura 4 - Resultados da anéalise dos valores médios da contagem de mondcitos dos animais em

funcdo do tempo e dos tratamentos com salina, Dersani® e diferentes tipos e intensidades de laser.

A andlise da contagem diferencial de linfdocitos e eosindfilos mostraram que ndo houve
influéncia dos tratamentos com salina, Dersani® e diferentes tipos e intensidades de laser na
quantidade dessas células, apresentando o linfécito (p=0,266) e o eosindéfilo (p= 0,082).

A contagem de neutrofilos apresentou relacdo significativa (p=0,022) entre os diferentes
tratamentos durante o tempo do experimento. Os animais dos grupos que foram tratados com
salina e com o laser GaAsAl 30J/cm? apresentaram aumento no nimero de neutréfilos, sendo este
aumento mais pronunciado nos animais tratados com salina esses dois grupos ndo apresentaram
diferencas estatisticas significativas entre si. Por outro lado, os animais tratados com o laser

GaAsAl 60J/cm?, laser GaAs 4J/cm? e Dersani® apresentaram diminuicdo na quantidade de
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neutrofilos sendo que a maior reducdo, quando comparados o inicio e o final do tratamento, foi
apresentada pelos animais dos grupos tratados com laser GaAsAl 60J/cm?. Verifica-se também que
ndo houve diferenca na quantidade dessas células entre os animais dos grupos tratados com salina,
laser GaAs 4J/cm? e do laser GaAsAl 30J/cm?. Diferencas significativas foram observadas apenas

entre o grupo tratado com salina, e aqueles tratados com Dersani® e laser GaAsAl 60 J/cm? (Figura
5).
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Figura 5 - Valores médios da contagem de neutrofilos dos animais em funcéo do tempo e dos

tratamentos com salina, Dersani® e diferentes tipos e intensidades de laser.

A andlise da quantidade de fibras colagenas do tipo | dos animais submetidos aos diferentes
tratamentos ndo mostrou diferenca significativa bem como néo revelou interacdo entre tratamento
e tempo nos diferentes grupos.

A anélise das imagens de fragmentos de pele, sob polarizagdo, mostrou que um ndmero

maior de fibras colagenas tipo Il (medidas em porcentagem) foi observado nos tecidos dos
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animais que receberam irradiagdo do laser GaAsAl 30J/cm?, quando comparado com 0s animais
que receberam outros tratamentos. Os animais tratados com laser GaAsAl 60J/cm? e os animais
tratados com salina também apresentaram aumento de fibras colagenas tipo Ill, mas ndo houve
diferencga significativa entre esses tratamentos.

Os animais que receberam tratamento com Dersani® apresentaram producéo de fibras
colagenas tipo Il igual aos animais tratados com salina. Animais tratados com laser GaAsAl
60J/cm® apresentaram um perfil de producdo de fibras colégenas tipo 111 diferente dos grupos de
animais tratados com Dersani®. Animais tratados com laser GaAs 4J/cm? apresentaram menor
numero de fibras colagenas tipo Il (Figura 6). Entdo foi observada diferenca estatistica
significativa da quantidade de coladgeno (p=0,001) dos animais em relacdo aos diferentes
tratamentos e o tempo. Os resultados de todas as andlises estatisticas estdo mostrados em tabelas

No anexo.
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Figura 6 — Valores médios da contagem de fibras colagenas tipo I11 dos animais em funcéo do
tempo e dos tratamentos com salina, Dersani® e diferentes tipos e intensidades de laser.
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Na Figura 7 sdo observadas fotomicrografias de seccdes histoldgicas de pele de ratos
Wistar obtidas no 20° dia do experimento, coradas com picrosirius e observadas em microscépio
de polarizacdo. Observa-se a presenca de fibras colagenas tipo | e fibras colagenas tipo Il e sua
distribuicdo. As fibras em vermelho sdo fibras colagenas do tipo | e as fibras que aparecem em
verde e amarelo representam as fibras de colageno tipo Ill. As regides que aparecem escuras
representam areas onde ndo foram evidenciadas fibras de colageno. Na Figura 7A, obtida dos

animais controle tratados com salina, e na Figura 7B obtida de secc¢bes de pele de animais que
receberam tratamento com Dersani® pode-se observar predominancia de fibras colagenas do tipo

Il e regides em preto que representam areas onde nao foram evidenciadas qualquer tipo de fibra

colagena, enquanto as fibras colagenas do tipo | sdo observadas em menor quantidade. Quando
comparado ao grupo tratado com salina, os animais tratados com Dersani® nio apresentaram

diferencas em relacdo as fibras de colageno tipos I e IlI.
Na Figura 7C se observa uma fotomicrografia de fragmento de pele de animal que recebeu
tratamento com laser GaAs 4J/cm?, pode-se observar maior nimero de fibras colagenas do tipo |,

quando comparado a quantidade dessas fibras nas secgfes histolégicas obtidas dos animais
tratados com salina e Dersani®. No entanto, esses resultados ndo foram estatisticamente

significativos. Caracteristicas semelhantes as apresentadas pelo laser GaAs 4J/cm? foram
evidenciadas nos tecidos dos animais que receberam irradiacdo pelo laser GaAsAl 60J/cm?, 0s
quais apresentaram maior nimero de fibras colagenas do tipo | (Figura 7D), quando comparados
ao grupo de animais que receberam tratamento com salina.

A Figura 7E representa a pele de animais que receberam irradiacdo do laser GaAsAl
30J/cm?®. Verifica-se nesse grupo de animais maior producdo de fibras colagenas do tipo I,
apresentando menor quantidade de espacos vazios quando comparado ao grupo da salina e a todos
0S outros grupos tratados. Esses resultados evidenciam a eficacia do tratamento com laser GaAsAl
30J/cm? para a producéo de fibras colagenas tipo I11. A quantidade de fibras colagenas do tipo |
também foi mais evidente que no controle, apesar dos resultados ndo apresentarem diferencas

estatisticas significativas em relagdo aos outros grupos.
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Figura 7 - Secc0es histoldgicas de pele de ratos Wistar no 20° dia do experimento coradas com
picrosirius e observadas ao microscopio de polarizacdo. Animais tratados com: A- salina; B-
Dersani®; C- laser GaAs 4J/cm?; D- laser GaAsAl 60J/cm?; E- laser GaAsAl 30J/cm?,
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5. DISCUSSAO

O uso do laser como modalidade terapéutica tem aumentado muito nos Gltimos 10 anos
MAIYA et al. (2005) em seu trabalho utilizando radiacéo laser He-Ne em feridas de ratos Wistar,
mostraram que 0 grupo de animais tratados com o laser, cicatrizou melhor e mais rapido,
aumentando também o contetdo total de colageno quando comparado ao grupo controle. Além
disso, houve proliferacéo fibroblastica, capilarizacéo e epitelizacdo, indicando a eficcia deste tipo
de tratamento, principalmente da energia do laser e de alguns comprimentos de onda que podem
modular a proliferacdo celular e a liberacdo de fatores de crescimento pelos fibroblastos. Além de
atuar diretamente no colageno e nos fibroblastos o laser atua também na fotoestimulacéo, através
das mitocondrias que sdo fotoaceptores para energia da luz. A absorcdo de energia pela cadeia
transportadora de elétrons resulta em aumento no potencial elétrico através da membrana
mitocondrial, aumentando a producdo de ATP e ativacdo da sintese de acidos nucléicos,
aumentando o metabolismo. Isto também promove a producdo de pro-colageno aumentando a
producdo de pontes cruzadas das moléculas de coldgeno e acelerando o reparo tecidual
(PASSARELA et al., 1984). Esses sdo alguns pontos que podem justificar nossos dados e que
mostram a eficacia do laser no reparo tecidual, na producdo de colageno e no fechamento das
feridas (Tabela 4).
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No presente estudo a média do peso corporal dos animais variou entre 281,83g a 350,169
(Tabela 1), sendo que valores semelhantes foram encontrados por FUNG et al., (2003) que
trabalharam com a mesma linhagem de animais. Para SHARP & LA REGINA (1998), estudando a
anatomia e as caracteristicas fisioldgicas de Rattus Morvegicus, 0 peso dos machos estd entre
450g- 520g, valores esses maiores que 0s encontrados nesta pesquisa. No entanto, deve-se levar
em consideracao a idade e a linhagem desses animais. Foi observado ainda em relacdo ao peso que
0s animais dos grupos tratados com Dersani®, apresentaram uma grande perda de peso em torno
do 4° dia (Figura 2).

Quando analisados os dados de fechamento da ferida, os melhores resultados deste estudo
foram encontrados nos animais que foram submetidos & radiacéo do laser GaAs 4J/cm? e GaAsAl
60J/cm? (Tabelas 2 e 3). Essa intensidade se destacou dos outros grupos principalmente no 8° dia
de experimento. A velocidade de fechamento da area das feridas tratadas com essa modalidade de
laser também ocorreu de forma mais répida quando comparada aos outros grupos (Tabela 4).
Resultados semelhantes foram encontrados por SAY et al. (2003), que analisaram
comparativamente o efeito do laser He-Ne e GaAs no tratamento de pacientes portadores de
Ulceras cutdneas venosas. Os pacientes submetidos ao tratamento com o laser GaAs de baixa
intensidade, apresentaram reducdo da area da ferida a partir da sexta sessdo de aplicacdo, com
evolucéo positiva do quadro nas 12 sessdes subseqiientes, chegando ao fechamento total da ferida
apos 26 sessdes de irradiacdo com o laser GaAs. Segundo SANFORD & WOODRUFF (2004) e
WOODRUFF et al. (2004), a maioria dos autores descreve que existe influéncia positiva da terapia
laser em varios parametros no reparo tecidual, incluindo reducdo da area da ferida e o tempo de
cicatrizacdo, sendo que estes dados estdo relacionados com a densidade de energia. Segundo estes
mesmos autores, densidades de energia de 19 a 24J/cm? foram mais efetivas do que as densidades
abaixo de 8,25J/cm? e acima de 130J/cm? o que contrasta com nossos achados, onde os melhores
resultados para o fechamento da ferida foram encontrados no laser GaAs 4J/cm?. Por outro lado os
dados de BYRNES et al. (2004), indicam aumento significativo no fechamento das feridas em
animais tratados com o laser He-Ne 4J/cm?, 3 dias ap6s a lesdo em comparacdo aos animais néo
irradiados com o laser indicando maior velocidade de fechamento da ferida.

Para LAGAN et al (2001), utilizando nove pacientes, o laser GaAsAl com densidade de
energia de 9J/cm?® ndo apresentou diferenca significativa entre os individuos dos grupos tratados e

os individuos dos grupos que nao receberam irradiacdo com o laser, pois a cicatrizacdo completa
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(100%) da ferida, ocorreu nos individuos do grupo néo tratado em comparagdo ao grupo tratado
com o laser que teve cicatrizacdo parcial (98%). Para esses autores este tipo de laser nédo
proporciona qualquer tipo de vantagem particular no procedimento pds-cirdrgico de fechamento de
feridas. Neste trabalho o laser GaAsAl 30J/cm?® apresentou reducdo da &rea da ferida
aproximadamente no dia 8, mas houve aumento da area da lesdo até o dia 4, conhecido como
retragdo cicatricial, o0 mesmo foi observado para os animais tratados com Dersani®, porém este
aumento foi menor, o que ndo foi observado nos animais tratados com solucdo salina, nestes
animais houve somente diminuicdo da 4rea da ferida (Figura 3). Ja o laser GaAsAl 60J/cm?, que
apresenta uma densidade de saida de energia ainda maior, apresentou reducao de 83,43% da area
da ferida (Tabela 2). Esses dados indicam que sdo necessarias pesquisas mais efetivas relacionando
as intensidades do laser e o processo de fechamento das feridas.

Em relagcdo ao numero de mondcitos no inicio e no final dos tratamentos entende-se que a
quantidade dessas células nao foi influenciada pelas irradiacbes com diferentes intensidades e tipos
de lasers. Segundo HEMVANI et al., (1998), descreveram que a exposi¢cdo de mondcitos ao laser
de baixa poténcia aumenta capacidade de multiplicacdo dessas células, aumentando também o
contetudo celular alterando, por exemplo, a quantidade de algumas organelas. Neste trabalho o

aumento significativo sé foi observado no sangue dos animais que receberam tratamento com a
pomada Dersani® (Figura 4).

Quando levada em consideracdo a quantidade de neutrofilos, os animais dos grupos
tratados com salina apresentaram aumento significativo, o que ndo foi observado nos outros grupos
(Figura 5). Isso pode sugerir a presenca de infeccdo, ja que os neutréfilos constituem importante
defesa celular contra a invasdo de microorganismos e 0 aumento na producao de neutrofilos pela
medula dssea vermelha, geralmente esta associado a infec¢bes (JUNQUEIRA & CARNEIRO,
2004). Os grupos tratados com os diferentes tipos e intensidades de lasers, ndo apresentaram
aumento significativo no nimero dessas células o que pode indicar também a capacidade do laser
de auxiliar no controle de infeccdes. No entanto seriam necessarios dados mais precisos para
confirmar essas hipoteses, ja que em nosso trabalho néo foi evidenciado nenhum tipo de infec¢édo
abundante, e as medidas necessarias de assepsia foram tomadas durante todo o experimento. Os
valores médios de todas as variaveis sanguineas em funcdo do tratamento estdo mostrados na
Tabela 5.
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MENDEZ et al. (2004), em seu trabalho utilizando ratos Wistar e duas modalidades de
laser, estudaram a pele desses animais e observaram a presenca de grande quantidade de fibras
colagenas difusamente distribuidas sobre os vasos sanguineos e 5 dias ap6s o ferimento todas as
amostras apresentaram tecido de granulacédo rico em fibroblastos. Também foi observado aumento
na deposicdo de fibras colagenas nos animais tratados quando comparados aos animais que nédo
receberam irradiacdo com o laser, com exce¢do do grupo que foi irradiado pelo laser He-Ne
50J/cm?. A resposta inflamatéria dos animais irradiados ocorreu mais cedo, sugerindo que o laser
permitia que a inflamacdo comecasse mais precocemente, interferindo diretamente no processo
cicatricial. Esses dados suportam nossos achados de que o laser GaAsAl 30J/cm? promove a
proliferacdo de fibras colagenas tipo I11, acelerando assim a deposicdo do colageno e o processo de
cicatrizacdo (Figura 6).

Neste trabalho a modalidade e intensidade de laser que se mostrou mais efetiva, para a
producdo de fibras colagenas tipo Il1, foi o laser GaAsAl 30J/cm?, ja que na producdo de fibras
colagenas tipo | ndo houve diferencas estatisticas significativas entre os diferentes tratamentos
(Figura 7). A proliferacdo de fibras coldgenas promovidas pela radiacdo com o laser também foi
observada por FUNG et al. (2003), analisando o efeito terapéutico do laser GaAsAl 63,2)/cm? na
ultra-estrutura e morfologia do reparo do ligamento colateral medial (LCM) em ratos. Esses
autores observaram que os animais que receberam a radiacédo laser apresentaram fibras mais largas
que os controles, sendo a distribuicdo dessas fibras similar nos grupos que receberam irradiacéo
durante 3 e 6 semanas. Nos grupos irradiados com o laser GaAsAl 63,2)/cm® também foi
observado maior nimero de fibras coldgenas por area de seccdo transversal. De acordo com
GABRIEL et al. (2004), multiplas aplicagdes do laser na ferida podem melhorar a ultra-estrutura e
a morfologia do colageno e o reparo apos trés semanas de sec¢do completa.

Torna-se evidente a importancia de buscar novas técnicas que promovam maior eficiéncia
do processo cicatricial, as diferentes modalidades de laser vém se destacando neste sentido,

acelerando a cicatrizacdo e promovendo melhora no bem estar do paciente.
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6. CONCLUSOES

Considerando a importancia da identificacdo e utilizacdo de técnicas apropriadas que
promovam uma maior eficiéncia no processo cicatricial, o presente trabalho avaliou o efeito
cicatrizante do laser arseneto de galio e aluminio (GaAsAl) de 30J/cm? e 60J/cm? e do laser
arseneto de galio (GaAs), 4J/cm?, comparando com a pomada Dersani®, através da avaliacdo da
quantidade de fibras colagenas tipo I e tipo 111, durante o processo cicatricial.

Os dados obtidos mostraram que 0s animais tratados com salina, Dersani® e diferentes
tipos e intensidades do laser, influenciaram o peso dos animais quando relacionados ao tempo.

Observou-se que o tratamento mais efetivo para diminuir a area da ferida foi o laser GaAs
4J/cm? , o qual mostrou uma redugdo de 94,7% da area da ferida, sequido pelo laser GaAsAl
60J/cm? que levou a uma reducdo da area da ferida de 83,43%.

O tratamento com diferentes tipos e intensidades de raios laser ndo influenciou
significativamente o nimero global de leucécitos no sangue.

Os animais que receberam tratamento com Dersani® apresentaram aumento significativo
na contagem diferencial, no nimero de monacitos, e 0s animais tratados com salina apresentaram
aumento na contagem diferencial no nimero de neutréfilos.

Os diferentes tratamentos ndo apresentaram diferencas significativas em relagdo ao

numero de linfocitos e eosinofilos na contagem diferencial.
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A maior quantidade em porcentagem de fibras colagenas tipo 111, foi observada nos tecidos
obtidos de animais que receberam irradiacdo com laser GaAsAl 30J/cm?, sendo que 0s grupos que
receberam os outros tratamentos ndo apresentaram aumento significativo.

Os diferentes tratamentos ndo mostraram diferencas significativas quanto ao nimero de
fibras colagenas tipo I.

Verifica-se que os tratamentos, principalmente com o laser GaAs 4J/cm?, apresentaram

influéncia positiva na cicatrizacdo das feridas, resultando em diminuicdo da area da ferida ao longo

do tempo.
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8. ANEXO

Tabela 1 - Resultados da analise de variancia do peso dos animais em fungéo do tempo e dos

tratamentos com salina, Dersani® e diferentes tipos e intensidades de laser.

g.l* F** p***

Tratamento 4 246 0,0716
Tempo 5 13,60 0,0001
Tempo*Tratamento 20 4,88 0,0001

* grau de liberdade ** valor de F *** valor de p

Tabela 2 - Resultados da analise de variancia da area da ferida dos animais em funcgéo do tempo e

dos tratamentos com salina, Dersani® e diferentes tipos e intensidades de laser.

g . I* F** p***
Tratamento 4 2,8741 0,043615
Tempo 5 276,8788 0,000000

Tempo*Tratamento 20 2,7126 0,000404
* grau de liberdade ** valor de F *** valor de p

Tabela 3 - Resultados da andlise de variancia da contagem global de leucécitos dos animais em

funcdo do tempo e dos tratamentos com salina, Dersani® e diferentes tipos e intensidades de laser.

g . I* F** p***
Tratamento 4 0,3513 0,840392
Tempo 1 51,4661 0,000000

Tempo*Tratamento 4  0,2605 0,900197
*grau de liberdade **valor de F ***valor de p



Tabela 4 - Resultados da andlise de variancia da contagem de monacitos dos animais em funcao do

tempo e dos tratamentos com Salina, Dersani® e diferentes tipos e intensidades de laser.

g.l* F** p***
Tratamento 4 2,91517 0,043569
Tempo 1 42,36796 0,000001

Tempo*Tratamento 4  3,62303 0,019750
*grau de liberdade ** valor de F *** valor de p

Tabela 5 - Resultados da analise de variancia da contagem de linfdcitos e eosinéfilos dos animais

em funcéo do tempo e dos tratamentos com Salina, Dersani® e diferentes tipos e intensidades de

laser.
g 'l* F** p***
Linfécitos 23 1,397 0,266394
Eosindfilos 23 2,36304 0,082988

* grau de liberdade **valor de F *** valor de p

Tabela 6 - Resultados da andlise de variancia da contagem de neutrofilos dos animais em fungéo

do tempo e dos tratamentos com Salina, Dersani® e diferentes tipos e intensidades de laser.

g. I* F** p***
Tratamento 4 3,0646 0,036743
Tempo 1 0,1858 0,670408

Tempo*Tratamento 4  3,5112 0,022319

*grau de liberdade ** valor de F *** valor de p



Tabela 7 - Analise dos valores médios da quantidade de colageno | em funcédo do tempo de ratos

submetidos a tratamentos com salina, Dersani® e diferentes tipos e intensidades de laser.

g. I* F** P***
Tratamento 4 0,60 0,663
Tempo 5 7171 0,000*
Tempo*Tratamento 20 0,57 0,926

* grau de liberdade **valor de F *** valor de p

Tabela 8 - Resultados da andlise de variancia da quantidade de colageno |11 em fungédo do tempo e

dos tratamentos com Salina, Dersani® e diferentes tipos e intensidades de laser.

g.l* F** p***
Tratamento 4 8,23 0,000*
Tempo 5 4940 0,000*
Tempo*Tratamento 204 3,30 0,000*

*grau de liberdade **valor de F *** valor de p
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