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Resumo

O presente trabalho propde-se a realiza¢cdo de um estudo sobre os
efeitos da terapia laser na regeneracao tecidual de feridas cutaneas
induzidas em ratos diabéticos e ndo diabéticos e sua relacdo com a
reparacéo tecidual. No estudo foram utilizados 15 ratos Wistar, ma-

Palavras-chave: chos. O diabetes foi induzido por injecao intravenosa (veia dorsal do
Laser de baixa pénis de Aloxana (2, 4, 5, 6 - Tetraoxypyrimidina; 5 — 6 Dioxyuracila)
intensidade, feridas SIGMA, 0,1ml de solucéo a cada 100 g de peso corporal. Para dar cum-
cutaneas, diabetes primento ao trabalho foi realizada uma lesdo no terco médio do
aloxanico, quadriceps dos animais sendo estes divididos em grupo A diabético
regeneracao tratado, B ndo diabético tratado, C ndo diabético nao tratado. Os ani-
tecidual. mais dos grupos A e B foram tratados com Laser HeNe com uma dosa-

gem de 4 J/lcm? por 36 s. Destes um de cada grupo foi sacrificado no 3°
dia ap6s a lesdo e o restante no 7° dia e retiradas as amostras que
foram emblocadas em parafina, coradas com H.E. e Tricrébmico de
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Masson e realizada a analise histolégica. Das 6 lesdes, 3 foram analisa-
das 72 horas ap0s a sua realizacdo, em um animal de cada grupo. Ob-
servou-se através de microscopia de luz que as reacoes inflamatorias
foram idénticas, independendo do grupo. As laminas apresentaram
area de exsudato inflamatério agudo, com intensa migracéo de
neutréfilos. As 3 laminas obtidas sete dias ap6s a inducao, apresenta-
vam inflamacao crdnica de duracao prolongada, marcada pelas tenta-
tivas de reparacao do tecido. Nas laminas do grupo A e B observou-se:
tecido de granulacdo exuberante com presenca de fibras colagenas;
intensa proliferacdo fibroblastica; e células inflamatédrias
mononucleadas, principalmente linfécitos e macréfagos; neoformacao
de vasos sugerindo reposicao de tecido conjuntivo por um processo en-
volvendo angiogenése e fibroblastos. No grupo controle as laminas apre-
sentavam um intenso exsudato, células inflamatérias, exacerbagéo de
vasos incompletos e fibroblastos. Os resultados indicam que aplicacéo
da laserterapia se mostrou muito eficaz equilibrando e acelerando o
processo de reparacdo das feridas cutaneas em ratos diabéticos.

Abstract

The present work studies on the effect of the laser therapy in
tecidual regeneration of induced cutaneous wounds in diabetic and
not diabetic rats and its relation with the tecidual repairing. In this
study, 15 Wistar rats males had been used. Diabetes was induced for
intravenous injection (dorsal vein of the penis of Aloxane (2.4.5.6-
tetraoxypyrimidine; 5 - 6 dioxyuracil) SIGMA, 0.1ml of solution to each
100 g. of corporal weight. To give fulfillment to the work an injury in
quadriceps of the animals was carried through. These animals were
divided in group A treated diabetic, B treated not diabetic, C not treated
not diabetic. To these one had been dealt with HeNe Laser with a 4
dosages of J/cm? for 36 each group was sacrificed in 3° day after the
injury and the remainder in 7° day and withdrawals the samples that
had been embrocates in paraffin, coradas with H.E. and Tricrémico de
Masson and carried through the histological analysis. Of 6 injuries.3
72 hours had been analyzed in an animal of each group. It was observed
through light microscopy that the inflammatory reactions had been
identical, independents of the group. The blades had presented area
of acute inflammatory exsudato, with intense migration of neutréfilos.
The 3 gotten blades seven days after the induction, presented chronic
inflammation of duration drawn out, marked for the attempts of
repairing of the fabric. In the blades of the group and the B it was
observed: fabric of exuberant granulation with colagenas staple fiber
presence; intense fibroblastica proliferation; e mononucleadas
inflammatory cells, mainly lymphocytes and macrophages;
neoformacéo of vases suggesting conjunctive fabric replacement for
a process involving angiogenese and fibroblasts. In the group it has
controlled the blades presented an intense exsudato, inflammatory
cells, exacerbacdo of incomplete and fibroblasts vases. The results
indicate that application of the laserterapia if showed very efficient
balancing and speeding up the process of repairing of the cutaneous
wounds in rats day.
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Introducéao

Apesar dos principios fisicos sobre os
quais se apodia a amplificacdo da luz pela
emissao estimulada da radiacdo terem sido
demonstrados e comprovados em 1917 por
Albert Einstein, somente na década de ses-
senta o primeiro feixe de luz laser foi pro-
duzido por Maiman [1], entretanto, sua uti-
lizacdo tornou-se mais difundida nos ultimos
dez anos.

Atualmente o uso do laser encontrou
aplicabilidade na aceleracéo seletiva de diver-
sos processos e funcgdes celulares [2], entre os
quais a cicatrizacdo e o reparo de feridas. S&o
Varios os autores que se reportam ao tema
[3,4,5], entretanto ao nivel nacional as pesqui-
sas caminham lentamente. As pesquisas dos
efeitos bioldgicos e fisiolégicos do laser abran-
gem trés areas principais que sdo: pesquisa
celular; estudos em animais e estudos contro-
lados em humanos.

Mester [6] no inicio dos anos setenta foi o
primeiro a utilizar o laser de baixa intensida-
de na cicatrizacao e reparo de feridas em hu-
manos. Com base nestes estudos principal-
mente pela velocidade aumentada da cicatri-
zacdao, esta modalidade tornou-se popular, con-
tudo, diante do fato de que em muitos estu-
dos publicados até agora os resultados ndo sédo
exclusivamente positivos [7], justifica-se a re-
alizacdo de novos estudos referentes a cicatri-
zacao de feridas.

O tema cicatrizacdo de feridas se torna
mais agravante quando nos referimos a dia-
béticos, devido as altera¢gdes neurotroficas e
na morfologia dos vasos sanguineos [8] que
dificultam o reparo tecidual principalmente
na segunda fase do processo denominada
proliferacdo, onde a fase inflamatoria € segui-
da pela formacédo de tecidos de granulacéao,
sendo este formado por um conjunto celular
contendo macrofagos, fibroblastos, células
endoteliais e uma matriz de tecido conjunti-
vo [9].

Considerando estas premissas, o0 presente
estudo teve como objetivo verificar a correla-
¢ao entre a regeneracédo tecidual de feridas
cutéaneas induzidas em ratos diabéticos e ndo
diabéticos, submetidos a radiagdo do laser de
baixa intensidade.
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Metodologia

Para dar cumprimento a pesquisa o0 mo-
delo animal escolhido foi o rato da raca
Wistar pelas seguintes razdes: sua ampla
utilizacdo em pesquisas biomédicas, facili-
dade de manutencdo, manuseio e padrao
estabelecido das caracteristicas que o ani-
mal apresenta ao diabetes induzido pelo
Aloxana. A amostra foi composta de 15 ani-
mais machos, sendo que houve a morte de 9
devido a anestesia pela inalacdo de Eter
etilico e hiperglicemia. Os pesos corpéreos
variaram de 200 a 300 gramas, mantidos em
fotoperiodo de 12 horas, ficando sob obser-
vacdo por um periodo de dois dias, antes da
utilizacdo dos mesmos no experimento. Os
animais foram alimentados antes e durante
todo o experimento com racao sélida e 4gua
avontade, Os niveis de glicemia e variacdes
de peso corpdreo foram monitorados ao lon-
go de todas as etapas do experimento. O di-
abetes foi induzido em oito animais, medi-
ante a injecdo de Aloxana. Dos animais in-
duzidos somente 4 atingiram o nivel ideal
de glicemia para o diabetes. Em uma etapa
posterior, foi realizada ulceracédo do terco
meédio do quadriceps. Vinte e quatro horas
apos a cirurgia iniciou-se a aplicacao do laser
Hélio Nebnio com dosagem de 4 joules por
centimetro quadrado por 7 dias consecuti-
vos. Ao final do tratamento convencionado,
os animais foram sacrificados com inalacédo
de Eter etilico e colhidas amostras de tecido
epitelial ulcerado e normal em cunha, res-
peitando a extenséo e profundidade das fe-
ridas e colocado em recipiente contendo so-
lucdo de Formal a 10%, sendo enviado para
analise histolégica. Para o estudo andtomo-
patolégico, os fragmentos foram emblocados
em parafina e corados com H.E. e Tricromico
de Masson.

Equipamento laser utilizado

O aparelho foi o Laser HeNe plasmax 1V,
LHN 9709 da marca KLD Biossistemas com
poténcia continua maxima de 5 mW compri-
mento de onda de 632,8nm visivel.
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Inducgéo do diabetes aloxanico

Os animais ficaram em jejum prévio por 24
horas, pois nestas condi¢des tornavam-se mais
susceptiveis ao diabetes. Apds anestesia por ina-
lacdo de Eter etilico, eram contidos em decuibito
dorsal, para receber uma injecéo intravenosa —
veia dorsal do pénis de Aloxana (2, 4, 5, 6, -
Tetraoxypyyrimidina; 5 — 6 — Diioxyuracila) -
SIGMA. De uma solucéo estoque de 50mg de
Aloxana e 0,8 ml de soro fisiologico preparada
no momento da sua utilizacéo, aplicava-se 0,1
ml de solucgéo a cada 100 gramas de peso corpo-
ral, resultando em dose final de 62,5 mg de
Aloxana/kg de peso [11]. Decorrida 6 horas apds
ainjecao, os animais foram tratados com glicose
adicionada a agua, para evitar convulsdes e
morte comuns na fase hipoglicémica. Apos 24
horas foi retirada a glicose da 4gua. Para cons-
tatar o diabetes utilizou-se o seguinte padréo de
monitoramento glicémico: Verificacdo da
glicemia antes da inducéo ao diabetes, verifica-
¢do da glicemia 72 horas apo6s a inducao ao dia-
betes, sendo que os animais que n&o apresenta-
ram valores iguais ou superior a 250 miligramas
por decilitro de sangue foram descartados, veri-
ficacdo da glicemia no quinto dia do tratamento
para confirmacéo da permanéncia do diabetes
e finalmente verificacdo do diabetes no dia do
sacrificio para avaliar qualquer processo de re-
versao do diabetes. As verificacdes foram feitas
retirando-se sangue da veia da cauda sendo co-
locada uma gota sobre fitas reagentes da marca
Advantageé e a leitura feitaem um Glucometer.

Fig.1

Caso L Vv B F
D.T 1 - 72 horas +++  + - -

D.T 2 - 07 dias ++ ++  ++++ +
N.D.T 3 - 72 horas +++ + + -

N.D.T 4 - 07 dias ++ ++ 4+ +
N.D.N 5 - 72 horas + + + _

N.D.N 6 - 07 dias ++++ +++ - -

Dados Microscopicos; L = Neutréfilos; V = Numeros de Vasos;
F= Fibrose; B= Numero de Fibroblastos

D.T.: Diabético Tratado; N.D.T: Nao Diabético Tratado; N.D.N:
N&o Diabético Ndo Tratado

* Leitura em escala semi-quantitativa

(-) = Minimo ou Ausente; + = Discreto; +-+ = Moderado;
+-++ = Intenso; +-+-+-+ = Muito Intenso.
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Inducgao das feridas cutaneas

Foi utilizado anestésico Quetamina, sendo
que para cada 100 gramas de peso corporal foi
utilizado 0,2 ml de anestésico [10]. O tempo de
anestesia proporcionado pelo anestésico foi de
55 minutos sem alteragdo nos parametros fisi-
olégicos e demais funcgdes gerais.

Assim foi realizado um procedimento cirar-
gico com bisturi n° 20 promovendo uma le-
sdo com diametro de 2 cm e 0,5 de profundi-
dade no terco médio do quadriceps. Os ani-
mais que morreram foram substituidos para
dar continuidade a pesquisa.

Tratamento

Os animais foram divididos em trés grupos
distintos A, B, C contendo dois animais em
cada grupo, sendo que cada animal recebeu
uma designacdo como: Grupo A Cobaias | e
Il diabéticas Tratadas; Grupo B Cobaias Il e
IV ndo diabéticas tratadas; Grupo C Cobaias
V e VI ndao diabéticas, ndo tratadas.

Cada animal do grupo A e B foi tratado com
Laser HeNe com dosagem de 4j/cm?em uma
area de 3 cm?, durante 36 segundos em cada
lesdo. O grupo C foi adotado como grupo con-
trole comparativo para o resultado da analise

Fig.2 - Gréfico Comparativo das amostras analisadas
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macroscoépica e microscopica na remodelacgao
epitelial das lesbes. Os animais | e 111 recebe-
ram trés aplicacdes de laser, assim apo6s 72
horas estes animais mais a cobaia V foram
sacrificados por inalacdo de Eter etilico e fo-
ram retiradas as amostras e conservadas em
Formol a 10%. Este procedimento foi adotado
para analisar quais sdo os beneficios da
laserterapia na fase inflamatoéria e na fase ini-
cial da proliferacéo.

Os animais Il e IV receberam sete aplica-
¢Oes de laser e no término do tratamento fo-
ram sacrificados, mais a cobaia VI, sendo ado-
tado o mesmo procedimento ja descrito ante-
riormente.

Resultados

Todos os dados colhidos sdo descritos na
Fig.1 em escala semiquantitativa e plotados
na Fig.2, onde o eixo das ordenadas represen-
ta o os valores de zero a quatro de intensidade
das ocorréncias na escala semi-quantitativa,
0 eixo das abscissas representa os achados da
microscopia.

Os valores amostrais dividiram-se basica-
mente em trés grupos, constando o periodo
da retirada da amostra, se foi tratada ou ndo e
ainda se eram diabéticas.

Discussao e Conclusofes

Segundo Robbins [12], a inflamacgé&o é a re-
acao do tecido vivo vascularizado a uma leséo
local, esta pode ser causada por infeccdes
bacterianas, agentes fisicos, substancias qui-
micas, tecidos necréticos e por reacgdes
imunoldgicas. O papel da inflamagéo € conter
e isolar a lesdo, destruindo os
microorganismos invasores, atingindo a cura
e 0 reparo, entretanto, a inflamacéo e o reparo
provocam reacdes de hipersensibilidade, lesédo
progressiva do 6rgao e fibrose. Os tecidos ob-
jeto de estudo desta pesquisa nédo diferente-
mente do que foi citado acima passaram por
todas estas etapas que serdo discutidas a se-
guir. Das seis lesdes em questéo, trés foram
analisadas 72 horas ap0s a sua realizagéo, sen-
do que a primeira foi desenvolvida em cobai-
as diabética, a terceira em uma cobaia néo di-
abética e a quinta no grupo controle. Obser-

245

va-se através da microscopia, que as reacdes
inflamatérias apresentadas pelos animais | e
111 foram idénticas, independendo do grupo
ser diabético ou ndo. Os eventos da inflama-
¢do aguda ocorrem com a mesma intensida-
de. J4d o animal V, sua analise foi prejudicada,
devido a falhas técnicas. Observa-se que tan-
to o animal | como o 1l apresentam area de
exsudato inflamatoério agudo, com intensa
migracdo de neutrofilos, ndo existindo ainda
nesta fase o aparecimento de fibroblastos e
evidentemente tecido fibroso. Observa-se tam-
bém a existéncia de alguns poucos vasos
neoformados. As trés laminas seguintes obti-
das sete dias ap0s a inducgéo da leséo, foram
divididas em animal Il cobaia diabética trata-
da através do laser, animal 1V cobaia ndo dia-
bética tratada por laser e animal VI néo dia-
bético e ndo tratado. Todas as cobaias em ques-
tdo apresentaram inflamacao cronica de du-
racdo prolongada, marcada pelas tentativas de
reparacdo do tecido. Na analise histologica dos
tecidos do animal 11, ha presenca de tecido de
granulagdo exuberante com presenca eviden-
ciada de fibras colagenas e intensa prolifera-
¢ao fibroblastica, existindo ainda, um nume-
ro moderado de células inflamatdrias
mononucleadas, principalmente linfécitos e
macroéfagos. Observa-se ainda um ndimero de
moderado para intenso de neoformacdes de
vasos, sugerindo reposicao de tecido conjun-
tivo por processo envolvendo angiogénese e
fibroblastos. Durante a analise dos tecidos do
animal 1V, observa-se a mesma reacao citada
anteriormente em ndmero e grau, levando-nos
a acreditar que a aplicagcédo da laserterapia se
mostrou muito eficaz equilibrando e aceleran-
do o processo de reparacgdo nas cobaias diabé-
ticas. Os resultados alcancados diferem dos
estudos existentes [12], pois as amostras de-
veriam apresentar um retardo no processo de
reposicao tecidual. Quando os tecidos anali-
sados anteriormente sdo comparados com o
animal controle denominado VI, os achados
se tornam ainda mais claros, visto que este por
nao ser tratado, apresentava um intenso
exsudato difuso, comprometendo todas as es-
truturas do 6rgao denominado fleigmao ou
celulite. Observa-se, ainda, exacerbacdo do
numero de vasos e fibroblastos, sendo que os
primeiros apresentavam-se incompletos. Um
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outro fator que marca estes tecidos é o acha-
do de numero intenso de neutréfilos. O que
nos leva a afirmar que o tecido em questao
apresentava uma fase inflamatéria crbénica
com reagédo aguda.

Diante do que foi evidenciado na pesquisa,
apesar da literatura demonstrar que o diabe-
tes retarda e dificulta o processo de reparacgéo
tecidual, observou-se que a utilizacdo do laser
na reparacao de feridas cutaneas, apresenta
grande eficiéncia, demonstrando resultados
semelhantes em numero e grau, tanto em co-
baias diabéticas quanto nas néo diabéticas,
proporcionando em ambos 0s casos grande
presenca de tecido de granulacéo, com fibras
colagenas, intensa proliferacéo de fibroblastos
e neoformacao de vasos sangliineos o que
sugere uma aceleracao na reparacéo tissular.
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