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Resumo
O presente trabalho tem como objetivo comparar os resultados dos efeitos da
Palavras-chave: terapia laser na regeneracio tecidual de feridas cutdneas. Neste estudo foi realizada
Laserterapia de baixa uma andlise morfométrica do percentual de fibras colagenas por densidade de cor.

intensidade, fibras colagenas,

C ! Utilizamos 48 ratos Wistar, machos, que foram submetidos a uma lesdo no dorso e
reparagao tecidual.

divididos em dois grupos de 24 animais. O grupo I foi tratado com laser e o Grupo II
nio foi tratado. Os animais do grupo 1 foram tratados com Laser HeNe com uma
dosagem de 4 J/cm? por 36s. Um de cada grupo foi sactrificado no 3°, 7° ¢ 14 dias apds
a lesdo e retiradas as amostras que foram emblocadas em parafina, coradas com H.E.,
Tricromico de Masson, realizada a andlise morfométrica pelo software Imagelab. Os
dados obtidos a partir das amostras retiradas, foram tratados estatisticamente por analise
de variancia e fixou-se em 0,05 ou 5% (00 < 0,05) o nivel de rejeicdo da hipotese de
nulidade. Obtendo para o terceiro dia p = 0,0223, para o sétimo, p = 0,0140 e para o
décimo quarto dia p = 0,0174. Podemos concluir que: O laser Helio Ne6nio se mostra
eficiente no tratamento de feridas cutaneas acelerando seu processo de reparo; Quando
esta radiagao ¢é aplicada ha um incremento do processo cicatricial com uma rede de
fibras colagenas melhor elaborada do que em animais nio submetidos a0 mesmo
tratamento.
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Abstract
The aim of this work was to compare the results of laser therapy effects in the
Key-words: tecidual regeneration of cutaneous wounds. In this study a morphometric analysis of

Laserterapia of low
intensity, collagen fibres,
tecidual repairing.

the percentage of collagen fibres for color density was carried through. We used 48
Wistar rats, males, who had been injuried in the back and divided in two groups of 24
animals. Group I was treated with laser and Group II was not treated. The animals of
group I had been treated with HeNe Laser with a dosage of 4 J/cm? for 36s. One of
each group was sacrificed in 3°, 7° and 14 days after the injury and the samples had
been poured in paraffin, cut with H.E. and Masson’s trichrome, and morphometric
analysis was carried through Imagelab software. The data gotten had been estatistically
treated by variance analyze and the level of rejection of the nullity hypothesis was
fixed in 0,05 or 5% (o0 < 0,05). We get for the third day p = 0,0223, for seventh, p =
0,0140 and for the fourteenth day p = 0,0174. We can conclude that: The HeNe laser
is efficient in the treatment of cutaneous wounds speeding up the repaitr process;
when this radiation is applied. There is an increment of the cicatricial process with a
collagen fibre net better elaborated than in animals not submitted to the same treatment.
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Introducao

A cicatriza¢do ¢ um processo complexo, que tem ao longo
dos anos merecido a atencio de pesquisadores principalmente
no que tange a fatores que a retardam ou dificultam. As falhas
do reparo mais importantes sao as que ocorrem nos estagios
iniciais, levando a acentua¢io do edema, reduzida proliferagio
vascular e diminuicio dos elementos celulares tais como
leucdcitos, macréfagos e fibroblastos.

As alteragbes desses eventos sio responsaveis por uma
baixa sintese de coldgeno, além de contribuirem para
aumentar os riscos de infec¢oes. Tendo em vista os agravantes
mencionados, atualmente, os estudos norteiam-se na busca
de novos métodos terapéuticos que possam solucionat, ou
ainda, minimizar, as falhas no processo de reparo tecidual.
Entre tais métodos a terapia por laser de baixa intensidade
tem ocupado lugar de destaque.

Podemos definir de maneira genérica a aplicagio
terapéutica de lasers e diodos superluminosos
monocromaticos de intensidade relativamente baixa (< 500
mW), para tratamento de afec¢des e lesdes (comumente <
35 J/cm?), como laserterapia de baixa intensidade, ou
laserterapia de baixo nivel visto que sdo consideradas baixas,
sem possibilidade de provocar aquecimento detectavel dos
tecidos irradiados [1,2].

O grupo do Prof. Endre Mester foi quem primeiramente
se voltou para as possiveis aplicacdes clinicas das interacdes
atérmicas da luz do laser com os tecidos.

Alguns estudiosos denominam esta modalidade de foto

bioestimulagao por laser, terminologia baseada nas pesquisas
do grupo de Mester [3], contudo tal terminologia é motivo
de controvérsias entre pesquisadores.

Na laserterapia, o comprimento de onda ¢é fator
determinante na interagdo laser-tecido e corresponde a
distancia percorrida pela onda em uma oscilagao completa,
sendo medida em nandémetros (nm) e a freqiiéncia de suas
oscilacbes em Hertz (Hz). O comprimento de onda pode
variar desde o infravermelho distante até os raios cosmicos
e segundo seu meio ativo, onde é gerada a radiacio. E o
meio ativo, em geral, que da o nome ao laser determinando
sua pureza espectral e seu comprimento de onda, conferindo
caracterfsticas diferentes de emissdo e de possivel acdo
biolégica.

A radiacdo laser pode ser refletida, transmitida, absorvida
ou espalhada pelo tecido. A monocromaticidade do laser
determina a absorc¢io seletiva por parte dos croméforos, com
resposta afim a um ou a varios comprimentos de onda,
fenémeno conhecido como ressonancia a uma determinada
frequéncia. Cada comprimento de onda, portanto, terd um
tipo diferente de interacdo segundo o tecido alvo.

Os efeitos terapéuticos dos lasers sobre os diferentes tipo
de tecidos biolégicos sio amplos, dentre estes destacam-se
os efeitos trofico-regenerativos, antiinflamatérios e
analgésicos, os quais tém sido demonstrados em estudos tanto
in vifro cOmMO in vivo.

Virios autores reportam-se a0 tema, entre eles podemos
citar os trabalhos que demonstram o aumento na
microcirculacdao local [4,5]; no sistema linfatico [6,7];
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proliferacdo de células epiteliais e fibroblastos [8,9] assim
como aumento da sintese de colageno dos fibroblastos
[10,11].

A somatéria dos fatores que interferem no processo de
cicatrizacdo nas feridas cutaneas e, principalmente, sua
morbidade, associados aos resultados terapéuticos da radiagdo
laser motivaram o desenvolvimento deste estudo histolégico
comparativo em feridas cutaneas induzidas cirurgicamente
em ratos tratados com laser HeNe.

Materiais e Métodos
Animais de experimentacao

A amostra foi composta de 48 ratos machos (Rattus
norvergicus albinus), da linhagem WISTAR-ADOLFO
LUTZ-UFMS, com peso corpéreo variando entre 230 a
350 gramas, adultos procedentes do Biotério da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul -UFMS,
Campo Grande, MS.

Os animais foram confinados em gaiolas mantidos em
fotoperiodo de 12 horas, temperatura e umidade mantidas
por meio de ar condicionado, ragdo sélida e agua ad /libitum.

Grupos experimentais

Os animais foram divididos em dois grupos distintos I e
II contendo 24 animais em cada grupo, sendo que cada animal
recebeu uma designacio como: G I tratado laser (GTL); G
II ndo tratados (GNT), cada grupo sofreu ainda uma
subdivisdo em mais trés subgrupos denominados GI A; GIB
e GIC, tratados com laser ¢ GIIA; GIIB e GIIC, sendo
respectivamente ao terceiro, sétimo e décimo quarto dias
pos-cirurgia.

Fig. 1 - Composicio das amostras.

Inducao as feridas cutaneas

Utilizou-se neste procedimento o anestésico Quetamina,
sendo que para cada 100 g de peso corporal foi utilizado 0,2
ml de anestésico. O tempo de anestesia proporcionado pelo
anestésico foi de 55 minutos, sem alteracdo nos parimetros
fisiolbgicos e demais fungoes gerais.

Realizou-se a retirada dos pelos da regido dorsal, com
lamina de barbear, seguindo-se entdo, a antisepsia com
povedine-iodine e delimitagdo do campo operatério com
campo esterilizado fenestrado.

O didmetro confirmado com um paquimetro e o local da
incisao marcado com corante de azul de metileno.

Procedeu-se a incisdo na pele com idmetro e largura de
1,5 cm ¢ 0,5 de profundidade com bisturi lamina 20 ¢ o tecido
pincado e retirado com uma pinga dente de rato.

Ap6s o ato operatorio, os animais foram recolocados em
gaiolas limpas, sendo quatro em cada uma, com agua e ragio
apropriada, a vontade. Os animais que morreram durante o
procedimento foram substituidos, para dar continuidade 2a
pesquisa.

Os animais foram tratados conforme o grupo, durante
um periodo de trés, sete ¢ quatorze dias ¢ os dados, anotados
em fichas padrdo. No dia final do tratamento, foram
identificados, pesados e, posteriormente sacrificados por
inalacdo excessiva de éter etilico.

A seguir cada rato foi contido na mesa cirurgica,
efetuando-se a retirada das amosttas.

Equipamento laser utilizado

O aparelho utilizado foi o Laser HeNe Plasmax IV, LHN
9709 da marca KLD Biossistemas com poténcia continua
maxima de 5 mW comprimento de onda de 632,8nm visivel.

Composicao das Amostras

Composicao da Amostra
48 Ratos Wistar

Grupo Animais Tratados Grupo Animais Nao Tratados
com Laser Com Laser
24 Ratos Wistar 24 Ratos Wistar
Grupo | Grupo Il
I | I |
Sub Grupo Sub Grupo Sub Grupo Sub Grupo Sub Grupo Sub Grupo
3 dias 7 dias 14 dias 3 dias 7 dias 14 dias
8 Animais 8 Animais 8 Animais 8 Animais 8 Animais 8 Animais
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Tratamento

Cada animal do Grupo I foi tratado com Laser HeNe
com dosagem de 4j/cm? em uma area de 3 cm?, durante 36
segundos em cada lesio. O Grupo II foi adotado como
grupo-controle comparativo para a analise histolégica e
morfométrica.

Técnica histolégica

Os segmentos destinados a histologia foram fixados em
formol 10% por 24 horas. Apos este periodo, foram incluidos
em blocos de parafina e submetidos a cortes transversais de
5 micrémetros, preparando-se duas laminas com dois cortes
cada uma. Estas laminas passaram por dois processos de
coloracio: hematoxilina-cosina (HE), tricromico de masson.

As laminas para estudo de fibras colagenas foram coradas
por tricromico de Masson.

Analise morfométrica

Para analise destas liminas realiou-se uma avaliacio
histolégica por digitalizacio de imagens. Utilizamos um
micromputador com programa especifico de Processamento
¢ Andlise de Imagem Imagelab, do Laboratério de informatica
aplicado 2 saude (LIAS/UNIDERP). Para a quantificagio
das areas representativas de colageno, foram digitalizados
quatro campos usando-se a objetiva 20x do microscopio.

Cada campo digitalizado apresentou uma resolu¢ao de
640 pontos na horizontal por 480 pontos na vertical e 24
bits de cores (16 milhGes de cores). O campo digitalizado
correspondeu a uma area de 395 micra de largura por 300 de
altura na imagem real.

Antes do processo de quantificacdo, todas as imagens
foram digitalizadas padronizando-se a intensidade de luz do
microscopio e a altura do condensador. As areas de colageno
foram separadas na imagem usando-se a distribuicao de cor
como parametro discriminante. Para cada imagem
quantificada, utilizou-se o mesmo intervalo de cor para
separar a area a ser quantificada. O intervalo de cor
padronizado foi definido de forma empirica, no momento
inicial do experimento. Através de tentativa e erro, uma faixa
de cor foi ajustada, até separar as dreas representativas de
colageno na imagem.

Posteriormente, o mesmo intervalo foi utilizado para
identificar o colageno a ser quantificado em todos os campos
digitalizados. Na etapa seguinte, calculou-se a drea ocupada
¢ a quantidade de luz absorvida pelo colageno em cada um
dos campos.

Analise estatistica

Na anilise estatistica aplicamos os seguintes testes:

1 - Analise de variancia segundo dois critérios (ANOVA),

para estudar a diferenca percentual (D%) de fibras colagenas.
2 — Teste de Tukey.
Fixou-se em 0,05 ou 5% (o < 0,05) o nivel de rejeicdo da
hipétese de nulidade.

Resultados

Os dados obtidos através da digitalizacio de imagens para
porcentagem de fibras colagenas correspondem a média de
quatro campos de imagem digitalizada para cada lamina
obtida a partir das amostras dos grupos I tratado com laser
(GTL), grupo 1I nio tratado (GNT), que correspondem
respectivamente as amostras retiradas aos 3°, 7° e 14° dias
apos a lesao.

Tabela I - Percentual total de fibras coldgenas

GTL GNT
3 dias 24,50 19,69
7 dias 31,77 25,18
14 dias 34,51 29,05

Fig. 2 - Grdfico comparativo, Médias de coldgeno
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Fig. 3 - Fotomicrografia mostrando a comparagao da concentracdo de
[fibras colagenas, a foto representada pela letra A e referente ao Grupo I —
14 dias e a representada pela B, grupo II (controle) 14 dias, observar o
anmento de fibras e neoformagdes de vasos no campo A, Lamina Tricronico
de Masson 200x.
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Discussao

Vem de longa data o uso de radia¢des para acelerar a
cicatriza¢do de feridas, entretanto, as radia¢des da parte
vermelha do espectro visivel sdo as que tem mostrado mais
eficacia.

Nas décadas de 1960 a 1970, surgiram os primeiros lasers
com uso terapéutico. Nesta época os lasers eram usados para
destrui¢ao tecidual e coagulagio, durante este processo foi
observado alguns efeitos benéficos nos locais onde havia
sido aplicada baixa energia, o que originou o uso
bioestimulante dos lasers de baixa intensidade [1].

O grupo do professor Mester entre o fim da década de
60 e inicio dos anos 70, realizaram estudos relevantes sobre
as aplicagoes clinicas das interages atérmicas da luz do
laser com os tecidos. Foram os resultados destes estudos
que revelaram o potencial das irradiagdes dos lasers de baixa
intensidade aplicadas diretamente nos tecidos, com efeitos
de fotobioestimulacio do processo de cicatrizagio/ reparo
dos tecidos [3].

Os estudos 7z vivo, assim como 7 vitro, demonstram que
a regeneracao tissular torna-se mais eficaz quando tratadas
com laser de baixa intensidade. Estes estudos em sua maioria
in vive (animais e humanos), corroboram a tese de que o
laser de baixa intensidade age sobre a sintese ¢ remodelagao
de colageno, numero de fibroblastos, diametro e forca de
tracdo das feridas tratadas, viabilidade dos enxertos,
vascularizacdo, vasodilatacao, sistema linfatico, efeito
antibacteriano e imunolégico [12].

O efeito mais importante do laser de baixa intensidade
sobre a cicatrizaciao de feridas foi o aumento da sintese de
colageno por parte dos fibroblastos.

Considerando as premissas acima, assim como as outras
expostas na revisao da literatura, optamos por trabalhar nesta
pesquisa com o laser HeNe, o que possibilitou asseverar tais
estudos e amplia-los.

Diversos autores demonstram que o comprimento de
onda ¢ a densidade de energia sio fatores preponderantes
para o sucesso da terapia laser no que tange a cicatrizacao de
feridas [13-17]. As densidades de energia muito altas ou muito
baixas nao apresentam resultados favoraveis [18-20].

Utilizamos neste trabalho o laser hélio ne6nio em um
comprimento de onda de 632,8 nm e densidade de energia
de 4 joules por cm?.

A reacdo inflamatéria é um processo dinimico que tem
inicio em seguida a uma lesdo subletal de algum tecido e termina
com a cura completa do sitio lesado. Embora as vezes
considerado como uma entidade isolada, o processo
inflamatério se compoe de diversas partes inter-atuantes, cada
uma delas aparentemente nao relacionada com as outras [21].

Podemos enumerar estes eventos em trés fases:
inflamacdo, proliferacio fibroblastica e maturacio /
remodelagido como descrito pelos autores acima os eventos
se superpoem e interdepende, uns dos outros.

Ap6s ainducio cirdrgica de feridas cutineas, acompanhou-
se o reparo no terceiro, sétimo e décimo quarto dias e
verificamos as alteracoes de coldgeno (Tabela I). Esta analise
se deu através do uso do software Imagelab, que quantificou a
densidade de cor das laminas histolégicas.

Os animais objetos deste estudo apresentaram apds 3 dias
da inducdo das feridas, menor indices na porcentagem de
coldgeno sendo que os do grupo controle, grupo II
apresentam valores de colagenos bem abaixo que os do grupo
tratados grupo I como pode ser verificado na Tabela I.

A literatura demonstra que nos primeiros dias os eventos
de reparo estdo direcionados para a prevencio de perda
subsequiente de sangue, ou seja, a hemostasia e formacio de
um trombo que fornece matriz preliminar para os processos
seguintes, onde as plaquetas aderem ao colageno no espago
perivascular.

Hste contato anteriormente descrito ativa as plaquetas
que liberam fatores plaquetarios que aceleram a migracao
e proliferacao da principal célula do processo cicatricial,
o fibroblasto.

Dando continuidade a este processo, segue-se a
vasodilatacio o aumento da permeabilidade vascular, e a
seguir os mondcitos migram para dentro da ferida [22].

A radiagdo laser quando aplicada até 3 horas ap6s a lesdo
diminui o exsudato inflamatério, influenciando na
permeabilidade vascular [23].

Estudos demonstram que lasers operando em vérios
comprimentos de onda encorajavam os macréfagos a liberar
fatores que estimulavam a proliferagao de fibroblastos acima
dos niveis controle [24].

O tecido de granulacido que comega a ser formado por
volta do quarto dia apés a lesdo, e composto de um leito
denso de macréfagos, fibroblastos e neovasos suportados
por uma matriz de fibronectina, coldgeno tipo I e tipo II,
além de 4acido hialurénico [25].

Os trabalhos citados acima corroboram os resultados
alcancgados pelo nosso trabalho, nos trés primeiros dias apds
a lesao o grupo irradiado apresentava nivel superior ao seu
respectivo grupo controle.

Os resultados obtidos no sétimo dia apos a lesio neste
estudo apresentaram aumento da porcentagem de fibras
colagenas, isto pode ser observado na Tabela I, onde o grupo
controle apresenta valores de colageno menor que o grupo L.

As feridas induzidas nestes animais aps o sétimo dia ja
se encontravam na fase de formacio de tecido de granulacio
e proliferacio fibroblastica, onde a matriz extracelular comeca
e substituida por um tecido conjuntivo mais forte e mais
elastico (Tabela I).

Em nosso estudo os animais analisados ao 14° dia
demonstraram aumento na porcentagem de fibras colagenas
em relacdo ao sétimo dia e também mantiveram os indices
relativos entre os grupos.

Quando comparado o 14° com o 7°, ainda podemos
observar uma desaceleragdo do grupo I. Esta desaceleracao
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no crescimento dos grupos 1, talvez deva-se ao estado de
maturacdo destas feridas. Pois a literatura afirma que na fase
remodelagem/ maturacio a proliferacio celular diminui com
redugio gradual no nimero e tamanho dos fibroblastos [20].
Concomitante ha um lento aumento na resisténcia elastica
da ferida, pois as fibras colagenas sofrem maior interligacdo
aumentando sua espessura e compactagio [27].

A presenca de oxigénio é de suma importancia na etapa
de proliferacao fibroblastica e maturagdo. E este pode ser
incrementado pela a¢io do laser no aumento da
microcirculacio [4,5].

Podemos confirmar nossos resultados com o relato de
Ikeuchi [28] que descreve um trabalho onde animais irradiados
com laser HeNe com densidade de energia em 3,6 joules/cm?
apresentavam ao 14° dia de pds-operatério tecido cicatricial
mais maduro, com a maioria das fibras colagenas arranjadas e
paralelas em relagdo aos seus grupos controles.

Conclusao

O trabalho nos possibilitou chegar as seguintes conclusoes:
O laser Helio-Neonio se mostra eficiente no tratamento de
feridas cutineas acelerando seu processo de reparo.
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