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Resumo

Introdugdo: Os efeitos bioestimulatérios do laser de baixa potén-
cia tém sido associados 4 melhora da dor, inflamagio e cicatrizacio de
feridas. Objetivos: Avaliar e comparar a cicatrizagio de feridas tratadas
com laser de baixa poténcia ou anti-inflamatério nio esteroidal,
através de meios macro e microscépicos. Material e métodos: Um
total de 45 ratos adultos machos foi distribuido em trés grupos de
15 animais cada. O grupo laserterapia (GL) foi tratado com laser de
AlGalnP (10 mW de poténcia, 658 nm de comprimento de onda e
dose de 4 J/cm?), durante 50s aplicados ap6s 24h do procedimento
cirtrgico ao longo de 3, 7 e 14 dias consecutivamente. O grupo
anti-inflamatério nao esteroidal (GAINE) foi tratado com inje¢ao
subcutinea didria de cetoprofeno (5 mg/kg). O grupo controle (CG)
nao recebeu nenhum tratamento. Resultados: Nio foi encontrada
diferenga estatisticamente significativa para o tamanho das feridas
tratadas com LG ou GAINE. Houve redugio do tamanho das fe-
ridas entre os grupos tratados LG quando comparados com o GC
(p < 0,05), e a presenca de crosta foi observada até o 4° dia apenas
no GL. Conclusdo: Os GL e GAINE apresentaram redugio do
tamanho das feridas entre o 3° ¢ 7° dias de tratamento. O GC nio
apresentou diferenca estatisticamente significativa para o tamanho
das feridas em nenhum dos dias de tratamento. O tratamento com
laser também nido demonstrou superioridade em relagio ao uso de
cetoprofeno em relagdo a contagem de coldgeno.
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Abstract

Introduction: It has been speculated that the bio stimulatory
effect of low level laser therapy could ameliorate the pain, swelling,
and inflammation associated to wound healing. Aims: To evaluate
and compare the healing of induced surgical wounds treated with
low-level laser therapy or non-steroidal anti-inflammatory agent
macroscopically and microscopically. Methods: A total of 45 adults
male Wistar rats were randomly distributed into three groups of
15 animals each. Laser therapy group (LG) was irradiated using
AlGalnP laser therapy equipment (10 mW, 658 nm wavelength)
at dosage of 4 J/cm?, for a 50 s exposure beginning 24 h after the
surgical procedure and continuing for 3, 7 or 14 consecutive days.
The non-steroidal anti-inflammatory group was treated with subcu-
taneous ketoprofen daily, at the same intervals. The CG underwent
no treatment. Results: There was no statistically significant difference
in wound size between the treated animals in LG and NSAIG. There
was a reduction of the wound size in LG compared with CG (P <
0.05) and the presence of crust was present until the 4™ day, only
in the LG. Conclusion: The LG and NSAIG presented size reduc-
tion of wounds between 3 and 7. The CG showed no statistically
significant in the size of the wounds in any of the treatment days.
Laser treatment did not show superiority over the use of ketoprofen
in count collagen.
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Introducao

Theodore Maiman foi o primeiro pesquisador a estudar as
aplicacoes da terapia a laser, em meados de 1960. Em 1983,
foi publicada a primeira pesquisa para o tratamento de feridas
utilizando o laser de Hélio-Ne6nio (He-Ne) [1]. O ntimero
de evidéncias sobre as técnicas de irradiacio que podem ser
administradas em les6es teciduais varia de uma tnica aplicagio
a multiplas aplicagdes, especialmente durante o periodo de
pbs-operatério [2].

O efeito anti-inflamatério do laser eleva o metabolismo
celular, promovendo aumento na sintese de endorfinas e
reduzindo a agdo transmissora ¢ moduladora de nocicepti-
vos da enzima cicloxigenase-2 (Cox2), além de atuar como
estabilizador da membrana celular [3-5].

A agio do laser inicia-se ainda durante a fase de granulagio,
no entanto seus efeitos sio mais evidentes durante as fases de
proliferagao e maturagdo. Neste sentido, sabe-se que a esco-
lha do tipo de técnica, dose, comprimento de onda, modo e
tempo de exposicio utilizados estdo diretamente associados
aos resultados encontrados no reparo tecidual [4,6].

Intimeros trabalhos tém descritos os efeitos da terapia a
laser de baixa poténcia sobre a proliferagio vascular, presenca
de tecido de granulagio maduro, redugio do processo inflama-
torio e promogio de analgesia até o 5° dia de aplicaco [7,8].
E possivel observar também redugio do tamanho da 4rea da
ferida, tanto em humanos quanto em animais, embora nio
haja consenso sobre quais varidveis fisicas possam ser utilizadas
em cada tratamento [9,10].

O cetoprofeno é um analgésico similar ao diclofenaco, e
pode ser administrado durante o periodo pds-operatério, de
forma intravenosa ou subcutinea. Trata-se de inibidor nao
especifico de ciclooxigenases (Cox1 e Cox2). A Cox1 é enzima
mantenedora da homesostase no corpo, protege a mucosa
gastrointestinal e regula a acdo renal em relacdo aos fluidos e
balango eletrolitico. A Cox2, por sua vez, é a responsevel pelas
condic¢ées de dor ¢ inflamagio que se seguem neste perfodo
agudo de reparagio tecidual [11]. Anti-inflamatérios nao
esteroidais parecem reduzir o tempo da resposta tecidual ao
estresse, diminuindo assim a permanéncia em unidades hospi-
talares e, consequentemente, a mortalidade [12]. Huang ez 4/.
[13]observaram que o uso de anti-inflamatérios esteroidais ou
nao esteroidais, em combina¢io com laser, poderia promover
considerdveis efeitos no processo de reparacio tecidual.

A proposta desta pesquisa justifica-se em elucidar os
potenciais beneficios da terapia com laser de baixa poténcia
sobre feridas induzidas cirurgicamente, quando comparada
20 uso de medicagio nio esteroidal, a fim de que se reduzam
os custos com medica¢io, bem como menor ocorréncia dos
resultados indesejdveis da cicatrizagio, tais como edema,
crosta e cicatriz.

O objetivo do presente estudo é comparar os efeitos entre
a terapia a laser de baixa poténcia e o uso de cetoprofeno no
tratamento de feridas cirdrgicas de ratos.

Material e métodos

Este estudo foi aprovado pela Universidade Estadual
de Santa Cruz, através de Comité de Etica em Pesquisa
Animal, sob o protocolo de nimero 002/11. Foram utili-
zados 45 ratos Wistar machos, adultos e sauddveis, os quais
foram distribuidos em trés grupos, de 15 animais cada:
grupo laser (GL), grupo anti-inflamatério nao esteroidal
(GAINE) e grupo controle (GC). Minigrupos contendo 5
animais foram tratados durante 3, 7 e 14 dias consecutivos

(Tabela I).

Tabela I - Descrigio da metodologia dos tratamentos aplicados.

Grupo N Procedimento Dias
Gla 5 Laser (10 mW, 658 nm, 4 J/cm?) 03
GlLb 5 Laser (10 mW, 658 nm, 4 J/cm?) 07
Glc 5 Laser (10 mW, 658 nm, 4 J/cm?) 14
GAINE a 5 Cetoprofeno (5mg/kg/d) 03
GAINE b 5 Cetoprofeno (5mg/kg/d) 07
GAINE ¢ 5 Cetoprofeno (5mg/kg/d) 14
GCa 5  Grupo controle 03
GChb 5  Grupo controle 07
GCc 5 Grupo controle 14

Os animais foram anestesiados com uma combinagio de
xilazina (10 mg/kg) e ketamina (100 mg/kg) e, logo apés,
foi realizada a tricotomia e assepsia com polvinilpirolidona-
-iodada. Uma incisdo de 4 cm de comprimento foi feita em
regiao abdominal até o limite do tecido subcutineo. Ao lon-
go do corte 5 pontos foram suturados com fio Prolene 5.0,
distantes entre si lcm (Figura 1).

Figura 1 - Incisdo cirirgica.

Apés 24 h do procedimento cirtirgico, o GL iniciou apli-

cagoes didrias com laser de baixa poténcia do tipo (AlGalnP),
conforme os seguintes pardmetros: comprimento de onda
(658nm), poténcia (10 mW), dose (4 J/cm?) e tempo de 50 s
entre os pontos presentes na sutura. O grupo GAINE recebeu
limpeza didria da ferida cirtrgica com solugao salina a 0,9%
e cetoprofeno na dose de 5mg/kg, em regido da fossa ilfaca.
Por fim, o GC recebeu apenas limpeza da ferida cirtrgica,
diariamente.

Todos os grupos apresentaram medida do tamanho
da ferida através de régua transparente ¢ milimetrada no
30, 7° e 14° dias de pés-operatério (Figura 1). A partir
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de entdo, os animais correspondentes a cada grupo de
tratamento foram anestesiados com dose letal de tiopental
sédico (120 mg/kg, intraperiotenealmente), a fim de que
apds eutandsia fosse colhido material da ferida para devida
andlise histoldgica.

Parte da pele e tecido subcutineo extraidos da ferida foram
fixados em formalina a 10%, durante 24-48 h. Apés esse
periodo, as amostras permaneceram embebidas em parafina e
obtidos seis cortes semiseriados para andlise. Os cortes foram
corados com hematoxilina-cosina e picrosirius vermelho,
cujas andlises deram-se através de microscépio Olympus
BX51, adaptado com filtros polarizadores ¢ cAmera digital
Olympus Q-Color (140 MP). Os parAmetros histolégicos
considerados foram a presenca de linfécitos e macréfagos,
processo de reepitelizacio, neoangeogénese, fibras de coldgeno
e ocorréncia de crosta.

A coleta dos dados foi interpretada por meio de esta-
tistica descritiva e inferencial, utilizando-se o programa
Bioestat 5.0, dominio publico, e o nivel de significAncia
foide P < 0,05. Testou-se a normalidade dos dados através
do teste de Levene. A comparagio intragrupos para testar
a diferenca entre a redugao do tamanho da ferida de acor-
do com os dias de tratamento estabelecidos foi analisada
através do teste Anova (com repeti¢do). A comparagio
intergrupos, para amostras independentes, por sua vez,
foi analisada pelo teste One way Anova. A correlagio entre
a presenca de coldgeno e reducio do tamanho da ferida,
conforme os tratamentos adotados, foi analisada através
do teste de correlacio de Spearman.

Resultados
Andalise macroscopica da ferida

Sabe-se que secre¢io hemdtica em contato com o ar torna-
-se crosta e, embora tal fato tenha sido observado, o mesmo
nio esteve acompanhado da presenca de edema nos grupos
GL e GAINE. O processo descrito interrompeu-se a partir
do 4° dia de pés-operatério nos grupos tratados com laser de
baixa poténcia e cetoprofeno.
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Na andlise intragrupos entre os animais tratados com laser e
cetoprofeno, observou-se diferenca estatisticamente significativa
no tamanho da ferida entre o 3° e o 7° dias de tratamento. O
GC nio apresentou diferenca estatisticamente significativa no
tamanho da ferida para nenhum dos dias de tratamento.

Na andlise intergrupos, por sua vez, houve diferenca esta-
tisticamente significativa no tamanho da ferida para os grupos
tratados com laser quando comparados ao GC (p < 0,05). O
grupo GAINE nio apresentou diferenca estatisticamente signi-
ficativa quando comparado aos demais tracamentos (Tabela IT).

Tabela II - Média e desvio padrio do tamanbo da ferida (em mm)
de acordo com os tratamentos propostos.

Tempo de trata-

mento (dias) Grupos Média e Desvio-padréo

GL 34,2 = 1,1

3 GAINE 342 = 1,1
GC 38,2+ 3,0
GL 27,2 + 2,4**

7 GAINE 33,8 6,5
GC 37,0 4,7
GL 28,8 = 4,1**

14 GAINE 35,6 + 4,3
GC 41,2 £ 3,9

**Houve diferenca estatisticamente significativa para reducéo do tama-
nho da ferida no grupo GL quando comparado ao GC (P < 0.05) nos

grupos tratados até o 7° e 14° dias de pés-operatério.
Analise histologica

Observou-se redugio do processo inflamatério e ocor-
réncia de reepitelizagio acompanhada de neoangeogénese,
de forma semelhante, em todos os grupos tratados em 7 ¢
14 dias (Tabela III).

Nio houve correlagio positiva entre a presenca de cold-
geno e reducio do tamanho da ferida entre os grupos GL e
GAINE. Entretanto, o coldgeno presente nas feridas tratadas
com laser mostraram-se mais organizados (Figura 2), fato que
contribui para um melhor aspecto da cicatriz cirtrgica entre
os animais desse grupo.

Tabela III - Elementos histoparoldgicos encontrados entre os grupos nido mostraram diferenga estatisticamente significativa (p > 0,05) conforme

os dias de tratamento propostos.

Elementos Grupos/ Tempo de tratamento (Dias)
GL GAINE GC

3 7 14 3 7 14 3 7 14
Macréfagos 3 2 1 3 2 2 3 2 2
Neutrdfilos 3 2 1 3 2 1 3 2 2
Tecido de granulagéo 2 2 2 3 2 2 3 3 2
Epitelizagdo 2 3 4 2 3 3 2 3 3
Neovascularizacdo 0 3 4 0 2 4 0 2 4

ausente; (1) leve; (2) moderada; (3) intensa; (4) muito intensa.
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Figura 2 - Imagem polarizada dos grupos tratados com laser ¢
anti-inflamatdrio ndo esteroidal, no 7° dia de tratamento. Fibras
de coldgeno estio mais organizadas e com baixa formagdo de fibrose
nos animais tratados com laser de baixa poténcia quanto comparado
ao grupo tratado com cetoprofeno.

Discussao

A fim de alcangar os objetivos propostos, acerca de
reparacio tecidual, producio de coldgeno e redugio do ta-
manho da ferida, nosso estudo utilizou o laser de AlGalnP,
sob comprimento de onda 658nm, poténcia de 10 mW e
dose (4 J/cm?). Corroboram conosco os achados de Bjordal
et al. [14] cujos efeitos anti-inflamatdrios e de reparagio
tecidual foram observados com aplicagdo de comprimento
de onda entre 630-1064 nm, embora melhores resultados
estivessem associados aos comprimentos de onda entre
632 ¢ 904 nm.

Na presente pesquisa, os processos de inflamagio, reepite-
lizagio e neoangeogénese foram similares em todos os grupos
de animais, conforme demonstra a Tabela III. Entretanto, no
grupo tratado com laser, pode-se observar maior incidéncia de
reepitelizacio e neovascularizagio, especialmente entre 0 7° ¢
14° dias de pds-operatério, quando comparados aos demais
tratamentos mantidos por igual periodo. Beheregaray ez al.
[15], tal como em nosso estudo, utilizaram o laser AlIGalnP
(comprimento de onda de 660nm e dose de 3 J/cm?) sobre
feridas de ratos e observaram completa cicatrizagio apds 15
dias da injaria tecidual.

Resultados semelhantes também foram relatados por Inoe
etal. [16], através de comprimento de onda de 632 nm e dose
3 e 6 J/cm? sobre feridas cirtrgicas induzidas em ratos. Os
autores observaram a ocorréncia de completa cicatrizagdo até o
14 dia de tratamento, com presenca de tecido de granulagao
maduro e auséncia de exsudato, fato também verificado em
nossa pesquisa. Outros estudos, por sua vez, apontaram que
melhores efeitos cicatriciais estiveram presentes com utilizagio
de comprimento de onda entre 400-800 nm, e 632.8-780
nm ou em aproximadamente 820nm, desde que duas doses
especificas fossem aplicadas: 31 J/cm? e 8 J/cm? [17,18].

Sabe-se, contudo, que alguns de nossos resultados nao
puderam ser confirmados pela literatura recente, fato que
creditamos tanto & pequena amostra de nossa pesquisa, quanto
aos parAmetros utilizados e tempo de observagio adotados
pelos variados autores, condi¢io que limita uma discussao
mais ampliada sobre o tratamento aqui proposto.
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O uso de laser de baixa poténcia parece promover aumento
na produgio de coldgeno e fibroblastos, facilitando e aceleran-
do a formagao de tecido de granulagio e, consequentemente,
o reparo tecidual. A dose de 4 J/cm?, tal como neste estudo, ¢
recomendada na literatura como capaz de desenvolver analge-
sia, efeitos anti-inflamatdrios e coldgeno. Por outro lado, altas
doses (> 10 J/cm? ou 16 J/cm?) estao relacionadas a inibi¢ao
da sintese de coldgeno [17,19].

Em nossa pesquisa ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre a presenca de coldgeno e feridas tratadas
com cetoprofeno. Este resultado pode ser atribuido tanto ao
acelerado metabolismo dos ratos e as caracteristicas peculiares
de sua pele quanto ao fato de que o cetoprofeno nio possui a
prerrogativa de fatores de estimulagio, produgio e organizagio
do coldgeno [21,22].

Observou-se ainda que a contagem do coldgeno também
nao apresentou correlagio estatisticamente significativa com
a adogio do laser de baixa poténcia. Nao obstante, a repara-
¢io do dano tecidual, mais rdpido e mais organizado, esteve
mais exuberante para esta modalidade de tratamento do que
nos demais, corroboram conosco os estudos realizados por
Junior et al. [23].

Por fim, é ampla a literatura descrevendo que a utilizacio do
laser de baixa poténcia eleva a proliferagao de células diretamen-
te envolvidas no processo de resolugao da inflamacio, tais como
linfécitos, eritrécitos, mitocdndrias e células endoteliais de
veias e artérias, além de ativarem os canais de célcio e promover
sintese proteica [16-18]. Observa-se ainda incrementos sobre
a microcirculagiao com reducio da ocorréncia de infiltracao e
edema, proliferacio de fibroblastos ¢ producio de coldgeno
[1,17,23]. Estes eventos contribuem para a formagao da nova
matriz celular [23]. Os efeitos da terapia a laser podem ser
encontrados tanto em humanos quanto em animais, os quais
dependem dos pardmetros envolvidos: comprimento de onda,
frequéncia, dose e tempo [14,15,25-27].

Conclusao

A aplicacio de laser AlGalnP contribuiu para a redugio
do tamanho das feridas induzidas em ratos, cujo efeito esteve
associado ao 3° e 7° dias de tratamento para os grupos tratados
com laser e cetoprofeno. Embora a contagem de coldgeno
nio tenha apresentado diferenca estatisticamente significa-
tiva entre os tratamentos adotados, pode-se afirmar que o
coldgeno esteve mais organizado entre os animais tratados
com laser de baixa poténcia, fato que preveniu a ocorréncia
dos efeitos indesejdveis da cicatrizagdo, tais como edema e
crosta, de forma mais exuberante que nos demais tratamentos
envolvidos no estudo.
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