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Resumo

O presente estudo avaliou os efeitos do laser arseneto de gélio-
aluminio (GaAsAl), do laser arseneto de gdlio (GaAs) e pomada
cicatrizante Dersani® sobre leucécitos sanguineos apés realizagao
de feridas cutineas em ratos Wistar. Os parimetros analisados
foram os valores hematoldgicos dos animais. Foram utilizados 30
ratos Wistar, adultos jovens, machos, provenientes da Universidade
Federal de Vigosa. Cinco feridas de 12 mm foram feitas na regiao
dorsal do ratos. Os animais foram separados em 5 grupos, com 6
animais cada. Grupo 1: animais tratados com o laser GaAs (4]/
cm?), grupo 2: laser GaAsAl (30]/cm?), grupo 3: laser GaAsAl (60]/
cm?), grupo 4: foi usada pomada Dersani® grupo 5: solugio salina
(controle). As aplicagdes foram feitas diariamente durante 20 dias.
Foi coletado sangue no primeiro e tltimo dia do experimento e foi
armazenado com anticoagulante. A contagem global de leucécitos
foi feita utilizando cAmera de Neubauer. A contagem diferencial foi
feita através de esfregaco ap6s coloragio com Giemsa. A contagem
global de leucécitos nos diferentes tratamentos nao apresentou
diferenca significativa, exceto nos animais tratados com Dersani®
em que houve aumento significativo no nimero de mondcitos. Os
tratamentos com salina e Laser GaAsAl 30J/cm? também apresen-
taram aumento no ndmero de neutréfilos.

Palavras-chave: leucécitos, cicatrizacdo de feridas, laser, pomada
cicatrizante.
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Abstract

This study evaluated the effect of the gallium aluminum arsenide
laser (GaAsAl), gallium arsenide laser (GaAs) and healing ointment
Dersani® on blood leukocytes after performing cutaneous incision
in Wistar rats. The analyzed parameters were the hematological
values of the animals. 30 Wistar rats, young, adults, males, from
Federal University of Vicosa, MG were used. Five incisions (12 mm
long) were made in the dorsal region of the rats. The animals were
divided into five groups, with six animals each. Group 1: animals
treated with the GaAs laser (4]/cm?); Group 2: GaAsAl laser (30
J/em?); Group 3: GaAsAl laser (60 J/cm?); Group 4: the Dersani®
ointment was used; Group 5: saline solution (control). Therapy
was applied daily for a period of 20 days. Blood samplings were
carried out on the first and last day of the experiment and stored
with anticoagulant. Total leukocytes count was performed using a
Neubauer camera. Differential counts of Giemsa-stained smears were
made. Total leukocytes count did not show significant difference in
any treatment, except in the animals treated with Dersani® that a
significant increase in monocytes number was found. The treatment
with saline and the GaAsAl (30 J/cm?) laser showed also an increase
in the number of neutrophils.
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Introducéo

A pele é 0 maior érgio do corpo. E constituida por uma
por¢ao epitelial e uma conjuntiva chamada derme. Representa
uma importante barreira que dificulta a invasio do organismo
por patdégenos, por isso a manutencio de sua integridade ¢
de fundamental importincia [1]. A busca por uma adequada
abordagem no tratamento e prevencio de feridas na pele é
antiga e apesar de alguns estudos e vdrios investimentos nesta
drea, ainda existe um alto indice destas lesées principalmente
em individuos acamados tratados em casa, ou no ambiente
hospitalar e em idosos [2,3].

O fechamento de feridas ocorre através da cicatrizacio,
que se caracteriza por uma série de eventos pelos quais o
organismo tende a reparar a drea lesada, iniciando com o
processo de inflamacio e resultando no reparo da 4rea lesada
[4]. O processo de cicatrizagio envolve a migragao de células
inflamatérias, sintese de tecido de granulagdo, deposicio de
coldgeno e de proteoglicanas e a maturagio da cicatriz, estando
associado 2 intensa remodelagao [5].

Algumas células como fibroblastos e células do sistema
imune participam ativamente do processo cicatricial, pois
secretam moléculas de sinalizacio como citocinas, linfoci-
nas e fatores de crescimento. Os neutréfilos sio células de
curta geragdo, abundantes no sangue, mas normalmente
em pequena quantidade nos tecidos normais. Eles sdo
rapidamente recrutados para a regido da infec¢io tanto
por macréfagos ativados quanto por moléculas liberadas
pelo préprio patégeno [6]. Os mondcitos correspondem
a cerca de 1-6% das células brancas do sangue, circulam
pela corrente sanguinea por cerca de trés dias, e depois se
distribuem pelos tecidos passando a se chamar macréfagos,
células com alta capacidade de fagocitose. Os linfécitos
sdo células esféricas que ao contririo dos outros leucécitos
recirculam continuamente do sangue para o tecido e podem
retornar ao sangue [7,8].

Considerando que a identificagao de técnicas apropriadas
que promovam o processo cicatricial representam beneficios
importantes no cuidado com os pacientes e diminuigao
imediata de custos, torna-se de fundamental importincia
estabelecer mecanismos que possam promover uma cicatri-
zagdo mais rdpida, segura e livre de infecgbes. Entre os re-
cursos utilizados para auxiliar neste processo estio os dcidos
graxos essenciais como os derivados do dcido linoléico, ¢
nesse grupo que se encontra a pomada Dersani®[9]. O laser
também vem sendo utilizado com o objetivo de promover
redugio no tempo de cicatrizagao e recuperacio de lesoes,
melhorando a qualidade de vida dos pacientes e diminuindo
os custos imediatos.

Virios sio os mecanismos pelos quais o laser pode atuar na
promogio da cicatrizacio tecidual e no controle de infecgdes.
Segundo ITHSAN [10], o laser de baixa poténcia aumenta a
oxigenagio tecidual, promovendo a expansio da microcircu-
lagdo. O laser GaAlAs, quando aplicado na microcirculagio

mesentérica de ratos vivos, promove dilatacao das arteriolas
irradiadas, seguida de aumento no fluxo sanguineo arteriolar
facilitando assim a chegada de células de defesa importantes
neste processo.

O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito do laser
GaAs (4 J/cm?), do laser GaAsAl (30 J/cm?) (60 J/cm?) com
comprimento de onda de 830 nm sobre leucdcitos sangui-
neos apods a realizagio de feridas cutineas no dorso de ratos
Wistar.

Material e métodos

Foram utilizados 30 ratos Wistar (Raztus norvegicus), dez
semanas de idade, machos, com peso médio de 324 g, sadios,
provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias
Biolé4gicas e da Satide da Universidade Federal de Vicosa. Os
animais foram mantidos durante o experimento em condigoes
naturais de luz, umidade e temperatura, em gaiolas indivi-
duais, diariamente higienizadas, foram alimentados uma vez
por dia com ragio e dgua fornecida a vontade. O experimento
foi conduzido de acordo com as normas do comité de ética
levando em consideragio os devidos cuidados com os animais
(n° protocolo 005/2008).

Os animais foram anestesiados com ketamina e xilazina
via intraperitoneal (0,6 ml), em seguida a regido dorso-
lateral foi depilada e no primeiro dia do experimento foram
feitas 5 feridas de 12 mm de didmetro cada, nesta regiao.
As feridas foram realizadas utilizando bisturi e tesoura e os
animais foram separados aleatoriamente em 5 grupos de seis
animais. Os animais tiveram as feridas limpas com salina,
uma vez ao dia, pela manha antes de receberem os diferen-
tes tratamentos. No grupo 1 os animais foram submetidos
a radiacdo do laser GaAs, comprimento de onda 904 nm,
densidade de energia 4]/cm?®. O grupo 2 recebeu tratamento
com o laser GaAsAl, com comprimento de onda de 830 nm,
densidade de energia 30 J/cm? . No grupo 3 os animais foram
tratados com o laser GaAsAl, densidade de energia 60 J/cm?.
Foi utilizada a técnica de varredura e o tempo de aplicagio
da radiagio foi ajustado automaticamente de acordo com
a dose utilizada. Os aparelhos de laser utilizados nesta pes-
quisa eram da marca KLD — Biosistema® laser devices. Os
animais do grupo 4 receberam tratamento com a pomada
Dersani® (dcido caprilico, dcido cdprico, dcido ldurico,
lecitina de soja, vitamina A, vitamina E, dcido capréico e
6leo de girassol - 4cido linoléico), sendo aplicados 0,1g da
pomadauma vez ao dia. O grupo 5, representou o controle,
consistiu de animais que tiveram as feridas apenas limpas
com salina uma vez ao dia.

Foi coletado sangue no primeiro dia do experimento,
neste mesmo dia foram feitas as feridas e no Gltimo dia foi
coletado sangue novamente. Em ambos o sangue foi obtido
através de um corte no plexo venoso da cauda. O material
foi armazenado com o anticoagulante, (4cido etilenodiamino
tetra-acético, EDTA). Logo apés a coleta do sangue, foi feito
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hematécrito utilizando centrifuga capilar da marca Sigma. A
contagem global de leucécitos foi feita utilizando cAmera de
Neubauer. Para a contagem diferencial foi feito esfregaco ¢ a
coloragao usada foi o Giemsa. O material contendo sangue
colhido no dia 0 e 20 foi levado ao microscépio Olympus
CX 40®, para que pudesse ser feito a contagem dos diferentes
tipos celulares.

Resultados

Os valores para a contagem global e diferencial de
leucécitos, nos dias 0 e 20, estdo dispostos na Tabela I,
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
nao influenciaram o niimero global de leucécitos, indi-
cando que nao houve diferenca estatistica significativa
(p = 0,840).

Na contagem diferencial de leucdcitos, observou-se di-
ferenca estatistica significativa para mondcitos (p = 0,019)
em relagao aos diferentes tratamentos e o tempo, sendo
que os animais submetidos ao tratamento com Dersani®
se diferenciaram dos animais que foram submetidos aos
outros tratamentos, pois a pomada promoveu o aumento
do nimero de mondcitos desses animais (Figura 1).

Figura 1 - Resultados da andlise dos valores médios da contagem de
mondcitos dos animais em fungio do tempo e dos tratamentos com
salina, Dersani® e diferentes tipos e intensidades de laser.
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A andlise da contagem diferencial de linfécitos mostrou
que nio houve influéncia dos tratamentos com salina,
Dersani® e diferentes tipos e intensidades de laser na quanti-
dade dessas células, apresentando o linfécito (p = 0,266).

A contagem de neutréfilos apresentou relagio significativa
(p = 0,022) entre os diferentes tratamentos durante o tempo

do experimento. Os animais do grupo controle e tratados com
o laser GaAsAl 30 J/cm? apresentaram aumento no nimero
de neutréfilos, sendo este aumento mais pronunciado nos

Tabela I - Valores médios e desvio padrio (DP) das varidveis sanguineas dos animais, em fungio do tratamento, no inicio (dia

0) ¢ final (dia 20).

Laser AsGa Laser GaAsAL Laser GaAsAL Dersani® Saling

4 J/cm? 30 J/cm? 60 J/cm?

Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP
Gl 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 73650  26400,0 31922
Mono | 3,2 3,3 1,5 1,5 0,3 0,5 2,2 1,7 2,2 1,9
Linfo | 70,6 8,2 75,2 7,7 74,5 5,9 75,3 8,0 79,6 3,8
Eosino | 0,8 0,8 1,2 0,8 2,7 0,5 1,7 1,4 0,8 0,8
Neutro | 25,4 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 2,5 3,7 1,0 5,8 3,4 9,8 5,0 3,6 1,9
Linfo F 69,2 5,3 68,0 8,8 80,3 7,0 70,0 11,1 65,0 9,5
Eosino F 0,8 0,4 1,7 1,0 2,3 3,8 1,0 1,1 1,6 1,3
Neutro F 23,6 4,0 26,5 10,0 11,5 3,7 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

GLI = Global Inicial de Leucécitos (mm?®), GLF = Global Final de Leucécitos (mm?3), Monol = Mondcitos Inicial
(%), Linfol = Linfécitos Inicial (%), Eosinol = Eosindfilos Inicial (%), Neutrol = Neutréfilos Inicial (%), Basol =
Basdfilos Inicial (%), MonoF = Monécitos Final (%), LinfoF = Linfécitos Final (%), EosinoF = Eosinéfilos Final (%),
NeutroF = Neutréfilos Final (%), BasoF = Baséfilos Final (%).
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animais do grupo controle, esses dois grupos nao apresentaram
diferencas estatisticas significativas entre si. Por outro lado, os
animais tratados com o laser GaAsAl 60 J/cm?, laser GaAs 4
J/cm? e Dersani® apresentaram diminui¢io na quantidade de
neutréfilos sendo que a maior redugio, quando comparados o
inicio e o final do tratamento, foi apresentada pelos animais
dos grupos tratados com laser GaAsAl 60 J/cm?. Verifica-se
também que nio houve diferenca na quantidade dessas células
entre os animais do grupo controle e tratados com o laser GaAs
4 J/em? e do laser GaAsAl 30 J/cm?. Diferencas significativas
foram observadas apenas entre o grupo controle, e aqueles

tratados com Dersani® e laser GaAsAl 60 J/cm? (Figura 2).

Figura 2 - Valores médios da contagem de neutrdfilos dos animais em
Jfungio do tempo e dos tratamentos com salina, Dersani® e diferentes
tipos ¢ intensidades de laser.
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Discussao

A fisioterapia atua como tratamento na recuperagio de
tecidos orginicos lesados, utilizando vdrios métodos e téc-
nicas que visam de modo geral melhorar o bem-estar fisico
do individuo [11]. Dentro dessas técnicas destaca-se o laser,
a laserterapia tem tido uma ampliagdo na sua utilizagao nas
Gltimas trés décadas, na Europa Ocidental ¢ Russia e nos
ultimos dez anos nos Estados Unidos e Canadd. Seu éxito
se deve as respostas que induz nos tecidos, como redugao do
edema e diminui¢do do processo inflamatdrio, atuando sobre
vérios tipos celulares [12].

Existem multiplas aplicagoes do laser em medicina e um
dos pontos que justificam sua alta utilizagio e eficdcia sdo as
modificacbes promovidas a nivel celular. Para Passarela [13],
ap6s a aplicagio do laser as células aumentam o metabolismo,
porque a radiagdo atua diretamente na cadeia transportado-
ra de elétrons aumentando o potencial elétrico através da
membrana mitocondrial, promovendo a producio de ATP
e ativagio da sintese de 4cidos nucléicos, aumentando o
metabolismo. No caso dos leucécitos este aumento no meta-
bolismo estaria relacionado a diferenciacio celular, producio

de citocinas e fatores de crescimento. Neste trabalho o laser
nao foi aplicado diretamente sobre os leucécitos, e sim em
feridas cutineas realizadas no dorso dos animais, no entanto,
durante a cicatrizagdo de feridas, algumas células sanguineas
estdo na 4rea da lesdo exercendo importante papel de defesa,
daf a necessidade de entender a agio de diferentes tratamentos
sobre essas células apds a realizacao de feridas. Quando levada
em consideragdo a quantidade de neutréfilos, os animais do
grupo controle apresentaram aumento significativo, o que
nao foi observado nos outros grupos, principalmente nos
grupos tratados com Laser 60 J/cm2 e Dersani® (Figura 2).
Isso pode sugerir a presenca de infec¢io nos animais do grupo
controle, ja que os neutréfilos constituem importante defesa
celular contra a invasio de microorganismos e 0 aumento na
producio destas células pela medula éssea vermelha, geral-
mente estd associado a infec¢oes [8,14]. Segundo Enwemeka
[15], as trés fases do reparo tecidual s3o positivamente afetadas
pelo tratamento com o laser, o efeito positivo estd em aspectos
conhecidos da inflamacao tais como proliferacao celular e pro-
mogao de atividades de citocinas. Levando em consideragao
que uma das fases mais importantes do processo cicatricial
¢ a inflamagdo, é necessdrio que esta ocorra de forma rdpida
e livre de infecgoes, pois s assim o processo cicatricial nio
serd comprometido.

Segundo Parreau-Scheide [16] e Roig [17], a irradiagdo
com o laser HeNe estimula as culturas de linfécitos, aumen-
tando sua capacidade de fagocitose ¢ a eficiéncia das células
apresentadoras de antigeno, e assim promovendo um aumento
na afinidade dos linf6citos para detectar o patdgeno invasor.
O laser promove uma melhor oxigenacio e vascularizacio
do tecido, porque atua no esfincter pré-capilar, gerando a
abertura constante e aumentando a capacidade de cicatrizagao
do tecido [18]. Neste estudo o Laser GaAsAl nio apresentou
qualquer tipo de influéncia na quantidade destas células san-
guineas quando comparado ao controle, no entanto deve-se
levar em consideracio a diferenca na fonte utilizada. Ainda
nao é bem entendida qual a modalidade de laser que poderia
obter os melhores resultados celulares, mas sabe-se que o
controle da fonte, dosagem ¢ a duragio da irradiagao sio
essenciais para um bom resultado [19].

Em relagio ao nimero de mondcitos no inicio e no
final dos tratamentos entende-se que a quantidade dessas
células nio foi influenciada pelas irradiagdes com diferentes
intensidades e tipos de lasers. Alguns autores como Hemva-
ni [20], afirmam que a exposi¢io de mondcitos ao laser de
baixa poténcia aumenta capacidade de multiplicagao dessas
células, aumentando também o contetdo celular, alterando a
quantidade de algumas organelas. Neste trabalho o aumento
significativo s6 foi observado no sangue dos animais que
receberam tratamento na ferida com a pomada DersaniW
(Figura 1). Resultados semelhantes foram encontrados por
Maldebaum [9] que afirmou em seus estudos que essa po-
mada pode ser usada em todos os tipos de lesdo, nos diversos
estdgios do processo cicatricial e como preventivo de lesées,
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atuando de forma bactericida em diversas fases do processo
cicatricial. Além de ter agio também sobre a membrana ce-
lular, aumentando sua permeabilidade, facilitando a entrada
de fatores de crescimento, promovendo mitose e proliferagao
celular, estimulando neoangiogénese e promovendo quimio-
taxia para leucdcitos.

Concluséao

Baseado nos resultados encontrados, pode-se con-
cluir que densidades de energia mais elevadas como
do laser 60J/cm? promovem uma menor concentragao
de neutréfilos no sangue dos animais. No entanto essa
influéncia seria limitada para alguns tipos celulares,
jd que quando analisada a quantidade de linfécitos
nao houve diferencga estatistica significativa entre os
grupos. Em relacao aos mondcitos, o aumento na
quantidade dessas células foi promovido pelo grupo
tratado com a pomada Dersani®, a pomada também se
destacou em relagio aos neutréfilos devido a pequena
quantidade dessas células ao final do experimento.
Estes dados deixam claro que neste trabalho utili-
zando esta fonte e densidade de energia, o laser 60 J/
cm” foi mais eficiente no controle da proliferagao de
neutréfilos o que pode indicar também controle de
infeccoes assim como o Dersani®. No entanto torna-
se evidente a importincia de buscar novos protocolos
de fontes e densidades de energia que apresentem
maior eficiéncia no controle de infec¢oes durante a
cicatrizagao de feridas.
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