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Resumo

O Laser de Baixa Poténcia (LBP) € um recurso fisico bastante utilizado como
coadjuvante em processos de reparacdo tecidual. A proposta deste estudo foi
analisar os efeitos do laser AlGalnP, de 670 nm, com dose de 7 J/cm? irradiados
por 7 ou 14 dias, no processo de reparacédo tecidual de feridas cirargicas induzidas.
Foram utilizados 45 ratos machos adultos da linhagem Wistar. Para analise
histol6gica 20 animais foram submetidos a incisGes cirlirgicas de 1 cm?, divididos
aleatoriamente em 4 grupos distintos com 5 animais cada (GL7, GL14, GL7m e
GL14m), estimulados sem e com fita cirdrgica hipoalergénica respectivamente. O
grupo controle, GC (n=10), com simulacdo de tratamento (sham), foi dividido em
dois grupos iguais (GC7 e GC14). Para analise biomecanica, quinze ratos tiveram o
dorso tricotomizado e foram submetidos a incisdo cirdrgica cutanea linear,
perpendicular a coluna vertebral, com dois centimetros de comprimento. A amostra
foi dividida em grupo tratado, GRL (n=10), dividido em dois grupos iguais (GRL14,
GRL14m) com e sem fita cirdrgica respectivamente, e grupo sham, GRC (n=5).
Imediatamente apdés o sacrificio dos animais, as amostras foram coletadas e
submetidas ao ensaio de tracdo para a analise da forca maxima (FM), forca de
ruptura (FR) e deformacdo (D), em Maquina Universal de Ensaio Mecanico (DL
2000 EMIC®). Para as estatisticas descritivas das variaveis relacionadas aos valores
morfométricos e histométricos, bem como dos intervalos de confianga, foi utilizado o
procedimento PROC UNIVARIATE do programa Statistical Analysis System, versao
8.0. Para avaliacdo da anéalise morfométrica (re-epitelizacéo), segundo os diferentes
tratamentos, utilizou-se o Método de Quadrados Minimos, por meio do procedimento
PROC GLM do mesmo programa. Para comparacdes multiplas foi utilizado o Teste t
de Student, com (p<0,05). Os resultados da analise morfométrica apontam que 0s
GL7 e GL7m nao apresentaram diferencas significativas entre si (p>0,05).
Entretanto, os GL7 e GL7m diferiram significativamente (p<0,05) do GC7. Néo
houve diferenca estatisticamente significante (p>0,05) entre os grupos tratados e o
controle para os valores da FM (Kgf), FR (Kgf) e D (mm). Conclui-se pela analise
histolégica e biomecanica, que o LBP parece ter maior interferéncia no processo de
reparo com 7 dias de estimulacéo.

Palavras — chave: reparacéo tecidual, laser de baixa poténcia
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Abstract

Low Power Laser (LBP) is a physical resource quite used as accomplice in the
processes of tissue healing. The purpose of this study was to analyze the

effects of the laser ALGalnP, of 670 nm, with dose of 7 J/cm?, irradiated for 7

or 14 days, in the process of tissue repairing of induced surgical wounds.

Forty five adult male rats of the lineage Wistar were used. For histological analysis
20 animals were submitted to surgical incisions of 1 cm?, randomly divided in 4
different groups with 5 animals each (GL7, GL14, GL7m and GL14m), stimulated
without and with hipoalergenic paper tape, respectively. The control group, GC
(n=10), with treatment simulation (sham), was divided in two groups alike (GC7

and GC14). For biomechanics analysis, fifteen rats had the back tricotomized

and they were submitted to the cutaneous surgical incision lineal, perpendicularly

to the spine, with two centimeters of length. The sample was divided in treated
group, GRL (n=10), divided in two groups alike (GRL14, GRL14m) with and without
paper tape respectively, and group sham, GRC (n=5). Immediately after

euthanizing the animals, the samples were collected and submitted to the

traction rehearsal for the analysis of the maximum force (FM), rupture force

(FR) and deformation (D), in Universal Machine of Mechanical Rehearsal (DL 2000
EMIC®). The PROC UNIVARIATE procedure, version 8.0 of the Statistical Analysis
System was used for the descriptive statistics of the variables related to the

values morfometrics and histometrics, as well as of the trust intervals. The

Minimum Squares Method was used, through the procedure PROC GLM of the
same program for evaluation of the morfometric analysis (epitelization), according

to the different treatments. For multiple comparisons the Test was used t of

Student, with (p<0,05). The results of the morfometric analysis point that

GL7 and GL7m did not present significant differences amongst themselves

(p>0,05). However, GL7 and GL7m differed significantly (p<0,05) from GC7. There
wereno statistical changes (p>0,05) among the treated groups and the control for

the values of FM (Kgf), FR (Kgf) and D (mm). It is concluded by the histological

and biomechanics analysis that morfometric and histometric LBP seems to have
larger interference in the repair process with 7 days of stimulation.

Key words: wound healing, low power laser.
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1 — Introducao

A pele humana é interface entre o meio interno do corpo humano interno e o
ambiente, assim a perda de sua integridade pode levar a um aumento da perda de
fluidos, infec¢cdo, comprometimento do sistema imunoldgico, invasdes por células
carcinogénicas e hipotermia. Além disso, resulta-se em cicatriz, podendo ocorrer
aumento ou diminuicdo da sensibilidade e mudanca na imagem corporal
(WYSOCKI, 1999).

Perante um traumatismo tecidual, ha o desencadeamento de um complicado
conjunto de eventos vasculares, celulares e bioquimicos que objetivam substituir as
células mortas ou imperfeitas por células saudaveis, ocorrendo o0 processo de
reparacao tecidual (THOMAZ et al., 1996). Este processo, ndo € completamente
regenerativo, pois a integridade dérmica é estabelecida, mas com fechamento da
ferida por tecido cicatricial, faltando foliculos pilosos e outros apéndices dérmicos,
exibindo um padrdo desorganizado de deposi¢cdo de coldgeno e menor resisténcia
ténsil ao compararmos com a pele intacta (DANG e BEANES et al., 2003).

No processo de cicatrizacdo tecidual, as falhas de reparo mais importantes
S&80 as que ocorrem nos estagios iniciais, levando a acentuacédo de edema, reduzida
proliferacdo vascular e diminuicdo dos elementos celulares, tais como: leucécitos,
macrofagos e fibroblastos. Conseqlentemente, ocorrendo baixa sintese de
colageno e aumento do risco de infeccdo. Tendo em vista estes agravantes, estudos
norteiam-se na busca de novos métodos terapéuticos que possam solucionar, ou
ainda, minimizar, as falhas no processo de reparo tecidual. Entre tais métodos a
terapia com Laser de Baixa Poténcia (LBP) tem ocupado lugar de destaque
(CARVALHO et al., 2003). Seu éxito deve-se as particularidades de respostas que

induz nos tecidos, como reducdo de edema, diminuicdo do processo_inflamatério,
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aumento da fagocitose, aumento da sintese de colageno e epitelizacdo (GOGIA,
1995).

O LBP é um aliado do profissional da saude nos cuidados de uma variedade
de feridas na pele, entre elas: esfoladuras, queimaduras, incisbes cirargicas e,
talvez a mais dificil de se tratar, as ulceragcdes (TY HOPKINS et al., 2004).

O tratamento ideal de uma ferida cutdnea é a instituicdo de medidas
profilaticas, porém uma vez instalada, deve-se intervir precocemente, objetivando
evitar ou minimizar 0Ss riscos recorrentes, bem como facilitar o processo de
cicatrizacdo (GUYTON et al., 1998).

A incorporagdo do laser como instrumento terapéutico tem sido
acompanhada, na area da saude, com pouca comprovacdo experimental, o que
gera de um lado, incertezas quanto as suas reais acdes e de outro, atribuicdes nao
pertinentes a essa forma de radiacdo. Entretanto, tornou-se um método terapéutico
muito utilizado pelos profissionais (WALKER et al., 2000; REDDY et al., 2001;
GUIRRO e GUIRRO, 2002).

O reparo tecidual mediado pelo LBP tém sido bastante estudado, porém
com resultados controversos e pouco reprodutiveis, devido a falta de detalhes sobre
os parametros fisicos utilizados nos experimentos. Muitos autores (BISHT et al.,
1999; ALLENDORF et al.,, 1997; TY HOPKINS et al., 2004) concordam que ha
necessidade de protocolos padronizados e melhor investigagdo controlada de
alterac6es nos niveis celulares, antes da difusdo do uso clinico.

Diante dos fatos apontados, e da dificuldade da definicdo de parametros
fisicos do LBP na pratica clinica, justifica-se a necessidade de pesquisas
controladas que fundamentem seus efeitos histolégicos e biomecanicos no processo

de cicatrizacao de ferida, além de analisar a relacdo dose-efeito nos tecidos.
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2 — Revisao de Literatura

2.1 — Reparacao Tegumentar

A reparacdo tegumentar apresenta trés fases: inflamatoria, proliferativa e
remodeladora, sendo estas distintas e superpostas (MCCULLOTH E KLOTH et al.,
2002), pois ndo héa delimitacdo exata entre elas (COTRAN et al., 2000). Entretanto
estas fases seguem uma sequUéncia temporal especifica; a menos que fatores
interfiram, como varios fatores patoldgicos: diabetes, perfusdo arterial diminuida,

desnutricdo e sepsia (SCHAFFER e NANNEY, 1996; SCHINDL et al., 1998).

e Fase Inflamatéria

A fase inflamatoria é uma fase essencial da cicatrizagdo, caracterizada por
aumento da permeabilidade vascular, quimiotaxia das células da circulacdo para o
meio ambiente da ferida, liberacdo de citocinas e fatores de crescimento, além da
ativacao de células migrantes (HOUGLUM, 1992; SCHAFFER e NANNEY, 1996).

Imediatamente apos a lesdo, a fase inflamatoria comeca com a homeostasia
(COLLIER, 2003). Os contribuintes para a homeostasia incluem a vasoconstri¢ao,
agregacao plaquetaria e deposicéo de fibrina, resultante da cascata de coagulacao.
O produto final deste processo é a formacdo da crosta; esta € composta
primariamente por concentracdo de fibrina e agregacéo plaquetaria embebidos em
células sanguineas (MARTIN, 1997). Este processo previne a ampla perda de fluido
e eletrolitos do local da ferida e limita a contaminagdo por agentes nocivos

(MONACO e LAWRENCE, 2003).
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Uma vez que a homeostasia € realizada, a inflamacéo tardia, 24 a 96 horas
ap0s a lesdo, envolve a liberagdo de agentes vasodilatadores, histamina e
serotonina, 0s quais aumentam a permeabilidade capilar local do leito da ferida
(COLLIER, 2003) e fatores de crescimento, reguladores do recrutamento de células
inflamatérias da circulacdo para o local da ferida, ambos liberados pela
desgranulagdo plaquetaria (MARTIN, 1997), permitindo que leucdcitos (primeiro
neutréfilos, mais tarde mondcitos) e proteinas plasmaticas penetrem no local da
ferida (ADZICK, 1999; O’'LEARY et al., 2002).

Pelo menos trés tipos de organelas de armazenamento estdo envolvidas na
desgranulacédo das plaquetas: granulos alfa, que contém fatores de crescimento,
como: fator de crescimento derivado de plaqueta (FDGF), fatores beta e alfa de
crescimento transformador (TGF — B e TGF — a), fator 2 de crescimento fibroblastico
(FGF — 2), fator de crescimento epidermal derivado de plaqueta (EGF) e fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF); sendo que destes fatores, FDGF, TGF —
e FGF — 2 sdo os mais importantes. Além disso, ha a liberacdo de glicoproteinas
adesivas, como fibronectina, fibrinogénio, trombospondina e fator de Von
Willebrand; corpusculos densos, que armazenam aminas vasoativas como
serotonina, que aumentam a permeabilidade da microvasculatura; e lisossomas, que
contém hidrolases e proteases (MONACO e LAWRENCE, 2003).

O infiltrado de neutrdfilos “recolhe” os restos celulares, materiais
contaminantes e bactérias, e os mondcitos, infiltram no local da ferida mais tarde e
se diferenciam em macréfagos, que sdo cruciais na orquestracdo da restauragdo
tecidual (ADZICK, 1999), pois seus lisossomas sao excessivamente carregados com
enzimas hidroliticas as quais sdo essenciais na digestdo e transporte de células e
restos organicos do local da ferida (SCHILLING, 1976). Em adicdo & isto,

contribuem para a degradacdo da matriz, angiogénese e remodelacdo. Suas


http://www.iteksoft.com/pdf-creator/
http://pdf.iteksoft.com/pdf-writer/

citocinas estimulam a proliferacéo fibroblastica, as quais resultam na cicatrizacéo e
remodelacdo completa da ferida (SCHAFFER e NANNY, 1996). Ja as células
plasmaticas aparecem com producdo de antibioticos especificos para bactérias
especificas e antigenos externos presentes e persistentes no local da ferida

(SCHILLING, 1976).

e Fase Proliferativa

Apés a lesdo tecidual ocorre estimulo desconhecido provocando proliferacéo
de fibroblastos e de células epitelial e endotelial no local da ferida (SCHILLING,
1976), sendo esta crucial para o processo de angiogénese (IRUELA — ARISPE e
DVORAK, 1997).

A fase proliferativa € uma fase de predominante atividade celular direcionada
a reparacao do tecido traumatizado (MCCULLOTH e KLOTH, 2002). Neste periodo
inicia—se a formacdo do tecido de granulacdo, ou seja, da matriz da reparacao
tecidual. Para isso, sdo necessarias grande proliferacdo fibroblastica e migracéo
celular para dentro da matriz proviséria (O'’LEARY et al., 2002).

O epitélio se regenera rapidamente para reassumir sua funcédo de barreira.
Isto comeg¢a com a mitose das células basais da epiderme, e é seguido pela
migracdo do epitélio, pelos bordos da ferida abaixo, e atravessando a incisdo. O
epitélio migra sobre a forma de uma lamina até que entre em contato com outras
células epiteliais, momento no qual toda a movimentagdo cessa. A medida que a
ferida matura, o epitélio se espessa (CRUSE e MCPHEDRAN, 1991).

O estimulo para a migracao e proliferacdo durante a fase proliferativa nao foi

ainda determinado, porém ha varias possibilidades e uma destas, ¢é a liberacéo local
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de fatores de crescimento e 0 aumento da expressao dos receptores destes fatores
(SINGER e CLARK, 1999).

E ressaltada a importancia dos fibroblastos, por sintetizarem o colageno, que
€ a substancia responsavel pela forca ténsil e integridade do tecido, que sustenta
uma recente e fragil rede de capilares e mantém a base para a formacao do tecido
de granulacdo (MODOLIN e KAMAKURA, 1981).

Préximo ao final da fase proliferativa, o colageno sintetizado passa por
mudancas, transformando—se em coldgeno tipo | e este processo torna-se continuo
até que uma abundante matriz de colageno seja depositada no local da ferida

(O’'LEARY et al., 2002).

e Fase Remodelagem

Durante a fase de remodelagem, o tecido de granulacdo € substituido por
tecido cicatricial e a crosta, rica em fibrina, é substituida por tecido cicatricial maduro
devido uma deposicéao ordenada de fibronectina e colageno tipo lll, e finalmente, por
colageno tipo I, acido hialurénico e proteoglicanas (O’'LEARY et al., 2002).

Com o tempo, ocorre entrecruzamento de diferentes padroes das fibras de
coldgenos, sendo este responsavel pela forca e integridade do repouso
(GONCALVES e PARIZOTTO, 1998).

Durante a fase de remodelacdo, o tamanho da ferida é diminuido
substancialmente, como resultado de células mediadoras de contragdo da matriz.
Isto é primariamente caudado pelos fibroblastos que se encontram no tecido de
granulacdo e muitos dos quais se diferenciam em um fendtipo, que séo referidos

como miofibroblastos (O’'LEARY et al., 2002).


http://www.iteksoft.com/pdf-creator/
http://pdf.iteksoft.com/pdf-writer/

21

A contracdo da ferida e a sintese da matriz sdo regulados por muitas
citocinas, mas em particular pelo TGF — B (BETTINGER et al.,, 1996) e a
diferenciacao de fibroblasto em miofibroblasto (DESMOULIERE et al., 1993).

Apesar de uma longa fase de remodelagem permanente, as fibras colagenas
no tecido cicatrizado ndo se tornardo tao organizadas como na derme intacta;da
mesma forma, a resisténcia ténsil da cicatriz, também néo sera igual (MONACO e

LAWRENCE, 2003).

2.2 — Laser: Breve Historico

Em 1917, Albert Einstein apresentou 0s principios tedricos sobre a
amplificacdo da luz pela emissao estimulada da radiacdo (CARVALHO et al., 2001).

Townes, Gordon e Zeiger, em 1950, desenvolveram o primeiro trabalho com
radiacao eletromagnética amplificada, construindo o MASER (oscilador que operava
na faixa microondas), criando assim, a possibilidade de trabalhar na regido visivel
de radiacdo (SILVA et al., 1998; KLOTH, 1997).

Em 1958, Townes e Schawlow demonstraram a possibilidade de construir um
laser, e em 1960, Theodoro Maiman viabilizou na pratica esta comprovacao teérica,
produzindo o primeiro feixe de luz de laser de rubi, nos Estados Unidos (SILVA et
al., 1998; BAXTER, 1997).

Foi desenvolvido, em 1961, o laser de baixa poténcia Hélio - Nednio (HeNe),
emitindo a radiagdo visivel vermelha, com 632,8 nm de comprimento de onda,
tornando—-se o0 laser mais frequentemente empregado para a realizagdo de
aplicagbes atérmicas. (BAXTER, 1997). No final da década 70, os lasers Arseneto
de Galio (AsGa) e Arseneto de Galio e Aluminio (AsGaAl), faixa infravermelha, fora

do_.alcance.da emisséo. visivel, foram produzidos (TUNER e HODE, 1999).
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A atividade inicial da terapia laser comecou na Europa Oriental, pelo
pesquisador Endre Mester, considerado o pai da bioestimulacdo (MESTER et al.,
1971), pois foi quem primeiramente se voltou para as possiveis aplicacdes clinicas
das interacfes atérmicas da luz do laser com os tecidos (CARVALHO et al., 2003).
Desde entdo, o laser tornou—se uma modalidade terapéutica, principalmente na
antiga Unido Soviética e no Oriente (BAXTER et al., 1991).

Dr. Friedrich Plog, do Canada, realizou em 1973, no Ocidente, um dos
primeiros trabalhos com laser, verificando o uso do mesmo na acupuntura
(KITCHEN e PARTRIDGE, 1991). A partir dai se inicia a aplicagdo do laser
terapéutico em diversas patologias, como também em pesquisas experimentais,
obtendo desta maneira, avangos no conhecimento dos efeitos fisiologicos,
mecanicos de producao e no aperfeicoamento do aparelho (ORTIZ et al., 2001).

Atualmente novos instrumentos estao disponiveis no mercado, possibilitando
otimizar as respostas dos tecidos superficiais. S&o equipamentos que, além de
gerarem respostas semelhantes ao do HeNe, pela proximidade do comprimento de
onda, necessitam de um menor tempo de irradiacdo, por apresentarem maior
poténcia média. Dentre os lancamentos atuais do mercado nacional pode-se citar 0s
emissores de Arseneto — Galio — Aluminio, AsGaAl, e Aluminio—Galio—indio—
Fosforo, AlGalnP (GUIRRO e GUIRRO, 2002).

Com o acelerado desenvolvimento tecnoldgico, o profissional da saude,
sempre deverda estar atualizado e atento ao completo entendimento da terminologia
laser, aos parametros de tratamento mais adequados e a interacdo laser — tecido,

para assim, em seus tratamentos, alcancar resultados favoraveis.

2.3 — Parametros: Interacdo Fotobioldgica
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Os laseres podem ser classificados em Laser de Baixa Poténcia (LBP) ou
Low Level Laser Therapy (LLLT), < 1 W, considerados n&o-cirargicos, ou de alta
poténcia, > 1W, cirargicos, denominados de HILT, High Intensity Laser Therapy
(BRUGNERA e PINHEIRO, 1998).

A poténcia de radiacdo do LBP é baixa (2 a 30 mW), sugerindo que os
efeitos biolégicos ocorrem devido aos efeitos diretos da irradiagdo e ndo como
resultado do aquecimento (GUIRRO e GUIRRO, 2002; SCHINDL et al., 2000).

A determinacdo dos efeitos terapéuticos especificos produzidos pelos
tratamentos por LBP € regida conforme o comprimento de onda, pois este
parametro determina quais as biomoléculas especificas que absorverdo a radiagédo
incidente, e portanto, a interacdo fotobiolégica subjacente a qualquer efeito
terapéutico especifico (BAXTER, 1998). Em particular as radiacbes laser com
comprimento de onda de 670.0, 830.0, 904.0 e 632.8 nm apresentam a
caracteristica bioestimulatoria, ou seja, estimulam o processo de cicatrizacao
tecidual (GUIRRO e GUIRRO, 2002).

Ao incidir a luz lazer em uma ferida, com comprimento de onda que se
enquadra na faixa terapéutica, pode ocorrer a excitacdo de cromoforos especificos,
destacando-se a hemoglobina e a melanina. Ambos sao fortes absorventes da
irradiacao e estdo presentes em muitos tecidos em altas concentra¢des; porém, em
concentragdes menores, uma grande variedade de outros croméforos esta presente
no sistema biolégico, podendo também ser importantes ao tecido (HILLENKAMP,
1989). Consequentemente, ocorre a indugdo de reagdes fotoquimicas especificas e
incrementacdo do fluxo de sangue, iniciando o efeito de fotoestimulacdo que
desencadeia o incremento do metabolismo celular (KARU, 1987). Sugere-se que o
metabolismo celular € aumentado devido os fotorreceptores mitocondriais de luz

monocromatica, aumentando o metabolismo respiratério de certas células, afetando
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assim, suas propriedades eletrofisiolégicas (MEYERS, 1990). O resultado final
destes processos € a reparacao tecidual e a estimulagcéo do sistema imune, linfatico
e vascular (MEJIA et al., 1999).

A dosimetria € outro fator importante, e deve ser observada para cada tipo
de leséo, relacionando-a com a profundidade, caracteristicas teciduais, estagio da
lesdo e condi¢des fisioldgicas dos pacientes, como idade, cor, grau de nutricdo e
hidratacdo, assim como o estado fisico e imunologico do individuo (PARIZOTTO et
al., 2001). Entretanto, a dosimetria 6tima para terapia laser e a relacdo dose — efeito
€ ainda desconhecida e mal documentada, sendo portanto, uma questédo
controvérsia (BECKERMAN et al., 1992; KANA et al., 1981).

Baseando-se em estudos prévios, Kitchen e Partridge (1991), relataram que
efeitos maléficos possivelmente crescem com os resultados das aplicagfes do LBP,
por ndo se saber a dose da aplicagédo deste laser nas regides onde se inserem,
assim afirmaram que a densidade média de energia de 4 J/cm2 ou acima, pode
resultar em um processo inibidor e danoso, sendo o mais seguro a diminuicdo da
dose. Baxter (1998), citou que a dose para o tratamento das margens da ferida ndo
deve ser mais de 1J por ponto, ou aproximadamente 10J/cmz, entretanto no leito da
ferida, a dose da irradiacdo mais comumente recomendada € de 4J/cm2.

Sasaki e Ohshiro et al., (1997) relatam que o comprimento de onda e a
densidade média de energia sao fatores preponderantes para o sucesso da terapia
laser no que tange a cicatrizagéo de feridas.

Dependendo da dose, duragdo, comprimento de onda e tipo de tecido, o
efeito da irradiacdo pode ser estimulante, inibitério ou &s vezes lesivo (BASFORD,
1995).

Apesar da extensa disponibilidade de lasers dentro da area clinica, héa ainda

incertezas a respeito dos parametros mais adequados para tratamento (SHIELDS e
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O’KANE, 1994). A dificuldade de compreender os efeitos fisiologicos do tecido
irradiado pelo LBP é devido a grande diversidade de animais utilizados, a variedade
de tipos de laser e suas distintas dosagens, o que dificulta a comparacédo de
resultados em diferentes estudos (MEYERS, 1990; KITCHEN e PARTRIDGE, 1991,

GARCIA et al., 1996; MEJIA et al., 1999; SCHINDL et al., 2000),

2.4 — Efeitos do Laser de Baixa Poténcia no Reparo Tecidual

Mester et al., (1971) foram os pioneiros na investigacao do uso da irradiacédo
laser como uma modalidade fototerapéutica para a inducdo ou aceleracdo da
cicatrizacdo de ferida (SCHINDL et al., 2000). Esta, foi uma das primeiras areas na
qgual o efeito do LBP foi investigado, especulando-se a melhora da cicatrizagcéo
através de mudancgas dos niveis celulares, como os aumentos do metabolismo do
tecido lesado, sintese de colageno, proliferacdo celular, resisténsia ténsil e da fase
proliferativa da reparacdo (BABAPOUR et al, 1995).

Pesquisas prévias sugerem que o LBP induz a proliferacdo celular (LAM et
al., 1986; MESTER et al., 1971), transformacdo de fibroblasto em miofibroblasto
(POURREAU-SCHNEIDER et al., 1990), aumento da capacidade fagocitaria dos
leucocitos (MESTER et al., 1985), o aumento da sintese de ATP, a estimulacéo da
producdo de &cido nucléico e o aumento da divisdo celular (MORIMOTO et al.,
1994; PASSARELA et al.,, 1984). Aléem disso, o aumento da resisténcia ténsil do
tecido cicatricial, pois ocorre a estimulacéo da sintese de colageno (KOVACS et al.,

1974; LYONS et al.,, 1987) e a estimulacdo da cicatrizacdo da ferida através do
aumento da expressédo do gene procolageno, pois o nivel de RNAm tipo I e tipo 1I

aumentam significativamente no grupo que recebeu a estimulacdo ao compara-lo

com.o grupo.controle . (SAPERIA et al., 1986).
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Mais recentemente, estudos de Baxter (1998), examinaram os efeitos da
radiacdo por LBP, em diversas linhagens celulares e em células explantadas, para
gue fosse estabelecida a base fotobioldgica do uso clinico desta modalidade,
especialmente para a produgcdo da cicatrizacdo de ferida. Nestes estudos, foram
empregados diversos indicadores possiveis na avaliagdo dos efeitos
bioestimulatério da radiagéo por laser, inclusive a proliferacédo celular, producédo de
colageno e alteracdes ultra-estruturais.

Medrado et al., (2003), analisaram os efeitos do laser Arseneto-Galio-
Aluminio (AsGaAl) em diferentes doses, 4J/cm? e 8J/cm2, na cicatrizacdo de ferida
induzida, em ratos. Observaram gque nos animais tratados, a extensédo do edema e o
numero de células inflamatérias foram reduzidos precocemente, além de ter sido
induzido o aumento da deposicdo de colageno e a melhora da proliferacdo de
miofibroblastos, quando comparado com o grupo controle. Também foi verificado
gque o tratamento com a dosagem de 4J/cm? foi superior ao de 8J/cm?, pois
apresentou maior quantidade de células que sao correlacionadas com a maior
proliferacdo vascular e manteve uma maior reducdo do didmetro da area da ferida
em todos os instantes da analise. Este resultado, entretanto, ndo foi alcangado no
estudo de Walker et al., (2000), pois ndo houve diferenca significativa na reducao do
diametro da ferida entre os grupos de ratos que foram submetidos ao laser AsGaAl,

com doses de 0.5, 1.5 e 4J/cm=.
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HuUseyin et al., (2004) verificaram a atuagao do laser Arseneto de Galio (As-
Ga), com dose de 1J/cm?, densidade de energia de 6 mW por 10 minutos/dia,
durante 10 dias consecutivos, nas distintas fases do processo de reparacao tecidual
de feridas em ratos. As andlises histolégicas foram realizadas no 4° e 10° dia de
tratamento e a andlise da resisténsia ténsil, no 25° do estudo. Comparando-se o
grupo tratado ao controle, observou-se efeito benéfico significativo do LBP nas trés
fases do processo de cicatrizagdo: inflamatoria, proliferativa e remodeladora.

Anteriormente, Garcia et al., (1996), também desenvolveram um estudo em
rato, utilizando o laser As-Ga, para analisar histologicamente os seus beneficios na
cicatrizacdo. Foram provocadas feridas cirargicas no dorso de cada rato, sendo uma
a direita, a qual foi irradiada com dosagem de 3 J/cm?2 durante 108 segundos, e a
outra & esquerda, servindo como controle. Na analise comparativa dos eventos
biologicos entre as feridas tratadas e controle apos os periodos de observacao de 3,
7 e 14 dias, observou-se que as feridas tratadas apresentaram elevada taxa de
migracao epitelial, acentuada proliferacéo fibroblastica e vascular, sendo estes mais
evidentes nos periodos de 3 e 7 dias. Também, observou-se que houve uma
evolucdo mais rapida do quadro agudo para o crénico nas feridas tratadas, além de
ndo ter ocorrido nenhum sinal de efeito indesejavel da aplicacdo do raio laser sobre
a reparacéo das feridas.

Utilizando o laser Hélio-Néonio (HeNe), Kana et al., (1981), submeteram 96
ratos com feridas cirdrgicas, uma de cada lado do dorso, a irradiacdo, com
dosagens de 4, 10 e 20 J/cm? durante 17 dias. Apenas as feridas do lado esquerdo
foram tratadas, enquanto as do lado direito passaram a ser controle. Todas as
feridas, de ambos os grupos cicatrizaram até o final do periodo proposto,

apresentando processo cicatricial otimizado com laser HeNe na dose de 4 J/cmz.
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Bisht et al., (1999) irradiaram o laser HeNe, com densidade média de
energia de 4J/cmz2, sobre uma ferida induzida. Verificou — se que houve epitelizacao
precoce, aumento da atividade fibroblastica, infiltracdo leucocitaria,
neovascularizacado e aumento da forca ténsil.

Pesquisadores para avaliar a reparacao tecidual das feridas cutaneas de
ratos, realizaram duas feridas cirurgicas circulares de 1cm na regido dorsal, sendo
uma mais posterior, utilizada para o controle, pois néo recebeu tratamento, e a outra
mais proxima da cervical, submetida a irradiacdo laser de HeNe na dose diaria de
2,7 J/lcm2 durante 10 minutos, iniciando-se a aplicacdo logo apés a realizacdo das
lesdes. No 7, 14 e 21 dias pés-operatorio as feridas foram analisadas, verificando
que as feridas tratadas apresentaram epitelizacdo e contracdo mais precoce, além
de uma maior proporcdo de fibras colagenas nos trés periodos estudados e
proporcao otimizada de fibroblastos no 7° dia. Assim, os pesquisadores concluiram
gue o processo de reparacdo evoluiu de forma mais rapida nas feridas irradiadas
em relacdo ao controle (SOARES et al., 1989).

Em outro estudo comparativo, foram analisadas fibras colagenas, através da
morfometria computadorizada, de feridas cutaneas em ratos Wistar, submetidos a
irradiacao diéria do laser HeNe com dosagem de 4J/cmz, durante 36 segundos, com
as do grupo controle. As analises morfométricas foram realizadas no 3, 7 e 14 dias
apos a lesdo. Foi verificado que o laser se mostra eficiente no tratamento de feridas
cutaneas, acelerando seu processo de reparo, pois houve um incremento do
processo cicatricial com uma rede de fibras colagenas melhor elaborada do que no
grupo controle (CARVALHO et al., 2003).

Allendorf et al., (1997) realizaram um estudo experimental com ratos, em
dois grupos: o primeiro, para analisar a aceleracdo da cicatrizacdo e o grau de

contratura, sofreu uma lesédo excisional de 1.5 cm de diametro na regido dorsal,


http://www.iteksoft.com/pdf-creator/
http://pdf.iteksoft.com/pdf-writer/

29

sendo subdividido em um grupo que foi submetido a irradiacdo do laser HeNe com
dose de 2J/cm? e outro com 4J/cm?, além do grupo controle. Ja o segundo, para
analisar a resisténcia ténsil, sofreu uma lesao incisional longitudinal de 2cm na
regido dorsal, sendo que foi subdividido em um grupo que recebeu irradiacdo do
laser HeNe com dose de 2J/cm,2 e outro a simulacdo deste. Em ambos grupos, nao
houve diferencas bioquimicas e biomecéanicas significativas. Diferentemente do
estudo acima citado, Reddy et al.,, (2001) através de seu estudo com ratos
diabéticos induzidos, verificou que os efeitos bioquimicos e biomecanicos do laser
HeNe com dose de 1J/cm?, apresentaram diferencas significativas quando
comparado ao grupo controle, pois observou-se maior quantidade, solubilidade e
distribuicdo do colageno, e através da analise de resisténcia ténsil foi constatado
maiores valores para carga, tensao e forca maxima, além da energia absorvida.

Ha uma escassa literatura cientifica sobre o laser AlGalnP. Assim, Schindl
et al., (2003) tornaram—se pioneiros no estudo dos efeitos bioestimulatorios deste
laser, através da analise dose-dependente, utilizando doses de 2, 4 e 8 J/cm2, com
constante densidade de poténcia de 20 mW/cm?, e densidade de poténcia
dependente, utilizando densidade de poténcia de 10, 20 e 65 mW/cmz2, com dose
determinada de 8 J/cm?, na proliferacdo de células endoteliais da veia umbilical
humana. Observou-se que houve um efeito dose-dependente, pois a proliferacdo de
células endoteliais foi diretamente proporcional ao aumento da dose utilizada, e da
mesma forma, no outro estudo, verificou-se a densidade de poténcia-dependente.
Em ambos estudos, na comparagdo com 0S grupos controles, observou-se um
efeito benéfico significativo do laser na proliferacdo das células endoteliais, com
excecdo 0 grupo irradiado com densidade de poténcia de 10 mW/cm?, que

apresentou uma melhora, porém néo significativa.
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Mendez et al.,, (2004) investigaram a influéncia LBP em diferentes
comprimentos de onda (685 nm, AlGalnP, e 830 nm, AsGaAl), com densidades
meédias de energia de 20 e 50 J/cm? fracionados em quatro pontos ao redor da
ferida, durante 7 dias, com intervalos de 48 horas. Os grupos estimulados com
densidade média de energia 20 J/cm? nos dois comprimentos de onda,
apresentaram melhores resultados.

Observa-se que alguns trabalhos demonstram o poder de aceleragao do
processo de reparagdo promovido pelo LBP nos seus diferentes niveis; outros, no
entanto, sdo incapazes de documentar efeitos benéficos deste tipo de laser sobre o
processo de reparacgao de feridas.

Embora muitas publicacbes sobre os efeitos do LBP apresentam-se
disponiveis, a grande maioria das investigacdes nao especifica fidedignamente os
procedimentos e 0s seus parametros para a reproducdo experimental (ROCHKIND

et al., 1989; RATZ, 1995; EICHLER, 1990).
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3 — Objetivo

Analisar aspectos histoldgicos e biomecanicos da reparacdo tecidual de
feridas cutaneas em ratos, com e sem fita adesiva cirdrgica hipoarlegénica, apés a
irradiacao do laser de baixa poténcia AlGalnP, com densidade média de energia de

7J/cmz2.
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4 — Material e Método

4.1- Material

4.1.1 Animais de Experimentacao

A amostra foi composta de 45 ratos adultos machos, da linhagem Wistar,
com peso médio + 235 gramas, procedentes do Biotério Central da Universidade

Metodista de Piracicaba — UNIMEP, Piracicaba, SP.

4.1.2 Curativo Oclusivo

Para o teste de barreira a transmissividade do Laser, utilizou-se fita adesiva

cirtrgica hipoarlegénica microporosa, marca 3M°®.

4.1.3 Equipamentos Utilizados

4.1.3.1 Laser de Baixa Poténcia

O equipamento utilizado foi o laser AlGalnP, modelo Laserpulse Ibramed®
(Figura 01), com feixe visivel, regime de pulso continuo, poténcia de 30mW e
comprimento de onda de 670 nm.

O equipamento foi calibrado antes e apds o procedimento experimental.
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Figura 01 — Equipamento Laserpulse Ibramed® com a caneta
aplicadora de comprimento de onda 670 nm (laser AlGalnP).

4.1.3.2 Analisador de Poténcia Digital

Analisador de Poténcia Digital (Figura 02), modelo Laser Check, marca
Coherent®, utilizado para averiguar a poténcia de saida do aparelho laser, teve

como finalidade garantir a fidedignidade da densidade média de energia emitida.
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Figura 02 — LASER CHECK - analisador de poténcia digital : acoplamento do emissor de
laser ao sensor do analisador de poténcia digital.

4.1.3.3 Maquina Universal de Ensaio Mecéanico

Para analise das propriedades mecanicas da pele obtidas em ensaio de
tracdo axial, utilizou-se a Maquina Universal de Ensaio Mecéanico, modelo DL 2000,
marca Emic® (Figura 03), equipada com célula de carga com capacidade de 5 Kgf
(Emic® Trd 24). A calibracéo da célula foi efetuada segundo Norma Brasileira ABNT
NBR NM-ISO 7500-1, (certificado n° 777/04), e esta foi conectada a uma ponte de
extensometria (Trd 15) para a realizacdo das leituras das cargas aplicadas, do
Laboratorio de Materiais de Construcdo Mecéanica da Universidade Metodista de
Piracicaba, Campus Santa Barbara do Oeste — SP.

Para a obtencao grafica do diagrama de deformacéo e forca, foi utilizado o

programa Tec verséo 1.10.
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Figura 03 — Maquina Universal de Ensaio Mecénico,
DL 2000 Emic®, conectado ao microcomputador com
0 programa de coleta de dados Tec. Versdo 1. 1 —
Laboratério de Materiais de Constru¢cdo Mecanica da
UNIMEP — Santa Barbara do Oeste — SP.

4.1.3.4 Paquimetro Digital

O paquimetro digital, modelo Absolute Digimatic, marca Mitutoyo®, utilizado
para a mensuracdo da largura e espessura dos corpos de provas, teve como

finalidade garantir uma maior padronizacdo das amostras.

4.1.3.5 Microscopio Optico, Analisador de Imagem e

Ocular Milimitrada

O microscopio 6ptico, modelo ICS Standard 25, marca Zeiss®, realizou as
imagens das laminas que foram analisadas histometricamente, por digitalizacdo de
imagens através de um software de andlise de imagens, Image Pro-Plus, marca

Media Cybernetics®, ou morfometricamente, por ocular milimitrada, marca Zeiss®.
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4.2- Métodos

4.2.1 Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em trés grupos distintos: grupo controle (GC),
grupo tratamento laser (GL) e grupo resisténcia ténsil (GRL).

O GC (n = 10), que foi submetido a simulacdo do tratamento (sham), foi
dividido em dois subgrupos estimulados por 7 (GC7) e 14 (GC14) dias. O GL, 24h
apos o ato cirargico, foi submetido a estimulacdo com laser AlGalnP e dividido em
guatro subgrupos de acordo com o tempo de tratamento e uso da fita adesiva
cirdrgica hipoarlegénica microporosa (GL7, GL14, GL7m e GL14m), contendo cinco
ratos cada.

Por fim, o GRL (n = 15) foi dividido em dois subgrupos submetidos ao
tratamento laser durante 14 dias ap0s cirurgia, sem (GRL 14) e com fita adesiva
cirurgica hipoarlegénica microporosa (GRL14m); além do GRC, o qual foi submetido
a simulacéo do tratamento laser (sham), durante o0 mesmo periodo de tempo.

Todos o0s animais, de cada grupo experimental, foram confinados
individualmente em gaiolas, com fotoperiodo de 12 horas, temperatura constante,

racdo e 4gua ad libitum.

4.2.2 Procedimento Cirurgico
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Os ratos foram anestesiados com tiopental sddico (Thionembutal®), dose de
50 mg/Kg, concentracdo 20 mg/mL, via intraperitonial (IP), e tiveram o dorso
tricotomizado para serem submetidos a incisdo cirdrgica.

Nos grupos GC e GL, foram removidos cirurgicamente 1cm? de pele (Figura
04), mediante gabarito vasado desenvolvido para o experimento. O grupo GRL foi
submetido a incisdo cirdrgica cutanea linear, perpendicular a coluna vertebral, com

dois centimetros de comprimento (Figura 05).

Figura 04 — Ferida cirargica de 1cm?2 nos dorsos dos ratos, dos grupos: GC e GL.
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Figura 08 — Crpo de prova (peI de rao) fixado a Maquina
Universal de Ensaio Mecanico, sendo submetido a uma forga axial
de tracao pré teste de 150 kgf.
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Figura 05 — Ferida cirurgica linear, perpendicular a coluna vertebral, com 2 cm de
comprimento, GRL.

4.2.3 Tratamentos - Métodos de Aplicacéao

.Os animais foram estimulados de forma sequencial, iniciando-se 24 hs apos
a cirurgia, por 7 e 14 dias, pela manha.
Para as aplicacdes, os animais foram imobilizados pelo examinador. Para os grupos
GC e GL, utilizou-se a técnica de contato, com aplicacédo perpendicular dividida em
4 pontos nos bordos da ferida, com tempo de 7 segundos por ponto, e varredura em
seu leito, por 240 segundos. O tempo de aplicacdo foi estimado pela formula abaixo,

segundo Baxter (1997) e Tunér e Hode (1999):

T(s) = Densidade M édia de Energia (Jcm?) x Area (cm?)
Poténcia (W)
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No GRL, a aplicacéo foi efetuada em seis pontos divididos bilateralmente a inciséo.
A efetividade do LBP aplicado sobre curativo oclusivo, usualmente empregado em
procedimentos pos-cirurgicos, foi analisada. Desta forma, foi colocada sobre a ferida
apenas no momento do tratamento dos respectivos grupos: GL7m e GL14m.

Guirro e Guirro (2004), verificaram em estudo sobre a transmissividade do
LBP em diferentes curativos oclusivos, que a transmissividade da fita adesiva
cirdrgica hipoarlegénica microporosa, marca 3M®, é de 36%.
Apbs a finalizacdo dos procedimentos experimentais 0os animais foram sacrificados
por deslocamento cervical, sendo imediatamente efetuada a retirada das amostras

de pele.

4.2.4 Ensaio Mecanico de Tracéo

4.2.4.1 Corpo de Prova

Apbs o sacrificio, foi efetuada a resseccdo de grande extensdo da pele do
dorso do animal, incluindo a cicatriz cirdrgica. A pele retirada foi submetida a uma
forma de corte (Figura 06), desenvolvida especialmente para o estudo, com o
formato do corpo de prova, de forma que a cicatriz foi posicionada no centro da

mesma, com a finalidade de padronizacdo das amostras.
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Figura 06 — Forma de corte para a padronizacdo das amostras (corpo de prova).

O formato do corpo de prova (Figura 07) foi baseado nas caracteristicas
especificadas de acordo com as normas da Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas (ABNT), de secéo retangular. A parte Gtil do corpo de prova, identificada
na figura 03 como Lo, é a regido onde sdo feitas as medidas das propriedades
mecanicas da pele; as cabecas, sdo as regides extremas que servem para fixar o
corpo a maquina de modo que a for¢a de tracdo atuante seja axial e elas devem ter
secao maior do que a parte util para que a ruptura do corpo de prova ndo ocorra
nelas. Entre as cabecas e a parte util ha um raio de concordancia para evitar que a
ruptura ocorra fora da parte Gtil do mesmo.

Através de um paquimetro digital, modelo Absolute Digimatic, marca
Mitutoyo®, foi verificado que a largura e espessura dos corpos de prova, foram 18
mm e 1,4 mm, respectivamente.

Apbs a coleta do corpo de prova, 0 ensaio mecanico de tracdo foi realizado

imediatamente.
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Cabeca Lo (parte util) Raio de concordéancia

Figura 07 — Esboco representativo do corpo de prova, especificando as suas areas:
cabeca, raio de concordancia e Lo ( parte util ).

4.2.4.2 Ensaio Mecanico

Para o ensaio mecanico de tracdo, o corpo de prova foi preso em cada
extremidade a acessorios confeccionados especificamente para a promocao de uma
maior estabilizacdo da pele, ndo ocorrendo a possibilidade de deslizamento. Estes
acessorios foram fixados as flanges da Maquina Universal de Ensaio, por suas
extremidades, em posicao perpendicular (Figura 08). Em seguida, a pele de rato foi
submetida a forca axial de tracdo, de modo a aumentar o seu comprimento, durante
0 ensaio até o momento de sua ruptura (Figura 09). O método de fixacdo do corpo
de amostra no tensibmetro é de grande importancia. Hollander et al. (2003) relata
gue a amostra deve ser fixada firmemente, o suficiente para ndo escorregar dos
fixadores no momento em que é submetida ao aumento de tensdo. A amostra néo
deve sofrer lesao devido a fixacao.

A velocidade estabelecida para o ensaio foi de 5 mm/min e as medidas

foram realizadas a cada 0,5 mm. Os ensaios foram realizados apds o limite maximo,
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registrando-se as cargas correspondentes a cada deformacdo medida. Apds a
realizacdo de cada ensaio, foi realizada inspecéo do local de ruptura do corpo de

prova.
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Figura 09 — Corpo de prova (pe de rato), fixado a Maquina Universal
de Ensaio Mecéanico, rompendo-se devido a forca axial de tracdo
exercida, determinando a finalizagdo do teste.
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4.2.4.3 Propriedades Mecanicas

No momento da realizacdo do ensaio de tracdo do material (pele de rato), a
maquina de ensaio exibe o comportamento do material por meio de uma curva
tracada a partir da funcao forca (Kgf) x deformacédo (mm), Figura 10, obtidos de
cada ensaio, onde sao fornecidos dados referentes a: Forca maxima (FM), Forca de

Ruptura (FR) e Deformacéo (D).
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Figura 10 — Gréfico Forca x Deformacdo, a partir do qual sdo obtidas as principais
propriedades mecéanicas do ensaio de tracéo.

4.2.5 Processamento Histoldgico

Apés sacrificio dos animais por deslocamento cervical, as lesfes foram
removidas, contendo pele intacta ao redor das mesmas. Estes segmentos foram
fixados em solugdo tamponada de formol a 10% por 48 horas e tratados
convenientemente para inclusdo em parafina e coloragdo em Hematoxilina Eosina e

Picro Sirius para analise histopatologica e morfométrica.

4.2.5.1 Anéalise Morfométrica
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A analise micrométrica ( um ) do tecido cicatricial, foi realizada no oitavo dia
apos a lesédo, e foi obtida pela utilizagdo de medidas lineares por meio de um
micrémetro ocular da Zeiss®, segundo Mandarim-de-Lacerda (1994). Tais medidas
foram obtidas através da soma dos dois bordos laterais da lesdo até o limite distal
da epiderme regenerada, em nove cortes por animal. Em cada corte foi realizada a

mensuracao dos dois bordos laterais, utilizando-se a objetiva de menor aumento

(4X). A calibracdo de acordo com a objetiva utilizada, foi feita com um micrémetro
objeto para a obtencéo do coeficiente micrométrico (CM), determinado pele seguinte

equacao, conforme Mandarim-de-Lacerda (1994):

CM =| MOb| X 10, sendo MOb: micrébmetro objeto
MO MOc: micrometro ocular

4.2.5.2 Analise Histométrica

Foram examinados em microscopio da Zeiss®, ligado a um sistema de

andlise de imagens (Software Image - ProPlus®) conectado a um microcomputador,
trés cortes ndo-seriados por animal. O mesmo sistema foi utilizado em objetiva de
40 vezes, para captar imagens de 3 areas em cada corte (Figura 11). As dimensdes
foram padronizadas e conhecidas (10.772,96 uym): duas areas proximas aos bordos
lateral e uma central, como mostra a Figura 11. Portanto, para cada animal, foram
analisadas 9 areas (3 areas x 3 cortes). Foram computados também os numeros de

fibroblastos, fibrocitos e leucdcitos através do sistema de analise de imagens.
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Figura 11 — Esquema demonstrando as trés areas estudadas em cada leséo.

4.2.6 Analise Estatistica

Para obtencdo das estatisticas descritivas, bem como dos intervalos de
confianga, para as variaveis relacionadas aos valores morfométricos e histométricos,
foi utilizado o procedimento PROC UNIVARIATE do programa Statistical Analysis
System, versao 8.0 (SAS, 1995).

Para avaliagdo da analise morfométrica (re-epitelizacdo), segundo o0s
diferentes tratamentos, utilizou-se o Método de Quadrados Minimos, por meio do
procedimento PROC GLM do programa acima citado. Foram considerados os

tratamentos (GC7, GL7 e GL7m), adotando-se o0 modelo I, descrito abaixo:
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Modelo I: yj=pu+ T+ €

em que,

yij = valores médios de epitelizagdo no animal j, e no Tratamento i;

U = constante inerente a todas observagoes;

T, = efeito do i-ésimo Tratamento, sendo i =1 (GC7), 2 (GL7) e 3 (GL7m);

e = efeito aleatorio residual associado as observac¢6es do animal j, no Tratamento i.

Para avaliacdo das analises histométricas (leucdcito, fibrécito e fibroblasto),
segundo os diferentes tratamentos e dias avaliados, adotou-se 0 mesmo método e
procedimento do programa supracitado. Foram considerados os tratamentos (GC,
GL e GLm) e os dias de avaliacdo (7° e 14°), bem como, a interacdo entre

Tratamentos versus Dias. Nestas analises adotou-se o modelo I, descrito a seguir:

Modelo II: yijx =+ T+ Dj+ TDj + eix

em que,

yik = valores médios de leucdcito, fibrocito e fibroblasto no animal k, do Dia j e no
Tratamento i;

U = constante inerente a todas observagoes;

T, = efeito do i-ésimo Tratamento, sendo i =1 (GC), 2 (GL) e 3 (GLm);

D; = efeito do j-ésimo Dia de avaliacdo, sendo j = 1 (7 dias) e 2 (14 dias);

TD; = efeito da interagdo do Tratamento i com o Dia j;

eix = efeito aleatério residual associado as observacfes do animal k, no Dia j e no

Tratamento |.
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Para o modelo Il, em virtude de serem verificados resultados significativos
(p<0,05) para fonte de variagdo interacdo Tratamentos versus Dias, foram
realizados os desdobramentos de duas formas distintas:

(i) Desdobramentos da interagdo dos Tratamentos dentro de cada Dia
avaliado;
(i) Desdobramentos da interacdo dos Dias dentro de cada Tratamento
avaliado.

Para ambos os modelos, em caso de resultados significativos (P<0,05) para

as diferentes fontes de variacdes avaliadas nas andlises de variancia, adotou-se

como procedimento para comparacdo multiplas o Teste t de Student.
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5 — Resultados
5.1 - Resultados Morfométricos (Re-epitelizacéo)
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Os numeros de observacfes, as estimativas de média, desvios padréo,
coeficiente de variagcdo, minimo e maximo, bem como os intervalos de confianca
(inferior e superior) para os valores relativos a re-epitelizacdo (R-EP), séo

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Numeros de observacao (N), média (MED), desvio padrdo (DP), coeficiente de
variacdo (CV), minimo (MIN) e maximo (MAX), bem como, o intervalo de confianca inferior
(LINF) e superior (LSUP) valores de re-epitelizacdo (R-EP).

N MED DP CV MIN MAX LINF LSUP
R-EP 15 1.81714,9 1.119,4 60,67 | 493,52 4.1117,5 1.2(2)5,0 2.435,0

Observa-se que a variavel R-EP apresentou coeficiente de variacédo
relativamente alto, fato este comum em se tratando de contagens que envolvem
avaliacoes teciduais.

O resumo da analise de variancia para a variavel R-EP, de acordo com o

modelo | proposto, encontra-se na Tabela 2.

Tabela 2 — Resumo da andlise de variancia para a variavel, de acordo com o Modelo I.

Fonyes ~de GL Quadrados Médios
Variagao
Tratamentos 2 3'8154505’7 *
Residuo 12 826.017,19

* Qs resultados foram significativos ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05) pelo Teste F.

Pela Tabela 2, observa-se que a fonte de variagdo “Tratamentos”
apresentou resultado significativo (p<0,05), indicando a existéncia de diferencas

entre os tratamentos avaliados em relag&o a re-epitelizagéo.


http://www.iteksoft.com/pdf-creator/
http://pdf.iteksoft.com/pdf-writer/

As estimativas de médias de quadrados minimos para a variavel R-EP de

acordo com os tratamentos, estdo apresentados na Tabela 3 e Figura 12.

Tabela 3 — Estimativas de médias de quadrados minimos para variavel R-EP de acordo
com os tratamentos avaliados

Tratamentos * R-EP

GC7 851,94 B
2.494.8

GL7 2 A
2.188,1

GL7m 6 A

" Médias seguidas por uma mesma letra mailscula, em uma mesma coluna, ndo diferem
entre si, pelo Teste t de Student ao nivel de 5% de probabilidade.

m GC O GL @ GLm
30,00 -

25,00 -

(

N

o

o

o
|

=

ol

o

o
|

10,00 -

Re-epitelizacéo

5,00 ~

0,00 -

7° Dia

Figura 12 — Comportamento do processo de re-epitelizagdo (em um) nos diferentes
tratamentos avaliados: GC7, GL7 e GL7m.

* p < 0,05 quando comparado com o grupo controle.

Pela Tabela 3 e Figura 13, verifica-se que os GL7 e GL7m néao
apresentaram diferencas significativas entre si (p>0,05). Entretanto, os GL7 e GL7m

diferiram significativamente do GC7 (p>0,05).
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Figura 13 — Imagens de lesdes mostrando a re-epitelizacdo nos grupos: controle (GC7),
laser (GL7) e laser + micropore (GL7m).
—J» A seta aponta a distancia mensurada desde a borda saudavel, até a
extremidade da re-epitelizagéo.
R-EP Re-epitelizacdo
DS  Derme saudavel.

Observa-se que nos grupos GL7 e GL7m a epiderme avancou mais sobre a ferida do que
no grupo GC7 (HE, 50x).

5.2 - Resultados Histométricos (Leucécitos, Fibrocitos e

Fibroblastos)
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Os numeros de observacfes, as estimativas de média, desvios padréo,
coeficiente de variacdo, minimo e maximo, bem com os respectivos intervalos de
confianca (inferior e superior) para as variaveis histométricas: numeros de

leucaocitos, fibrocitos e fibroblastos avaliadas, sédo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Numeros de observactes (N), médias (MED), desvios padrédo (DP), coeficientes
de variagdo (CV), minimos (MIN) e maximos (MAX) e intervalos de confiangas inferior
(LINF) e superior (LSUP) para leucécitos, fibrocitos e fibroblastos.

N |MED| DP [ CV | MIN [ MAX | LINF | LSUP
Leucécito | 30 | 12,7 | 8,84 | 69,7 | 2,67 [ 41,78 | 9,38 | 15,98
Fibrocito 30 3 22 | 735]0,22| 8,44 | 2,18 | 3,82

Fibroblasto| 30 | 29,8 8,99 [ 30,1 [ 14,1 | 53 | 26,5 | 33,2

Observa-se que as variaveis leucécito e fibrécito apresentaram coeficientes
de variagcédo relativamente altos quando comparados aos valores de fibroblasto.
Entretanto estes achados ndo sédo raros quando sdo avaliados tratamentos que
envolvem quantificagdes relacionadas a diferentes tipos celulares.

O resumo das analises de variancia para as variaveis leucadcito, fibrocito e

fibroblasto, de acordo com o modelo Il proposto, sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Resumo das analises de varidncia para as variaveis leucécito, fibrocito e
fibroblasto, de acordo com o modelo II.

Quadrados Médios
Fonte de Variagdo| GL | Leucdcito Fibrécito Fibroblasto
Tratamentos (T) 2 399,51 *x 36,69 *x 309,84 *x
Dias (D) 1 808,81 ** 2,13 NS 607,23 o
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Interacéo T x D

64,36

6,02

10,78

Residuo

24

22,17

2,22

45,55

* = Resultado significativo ao nivel de 5% de probabilidade (P<0,05) pelo Teste F.

** = Resultado significativo ao nivel de 1% de probabilidade (P<0,01) pelo Teste F.

NS = Resultado ndo-significativo ao nivel de 5% de probabilidade (P>0,05) pelo Teste F.

Verifica-se pelos resultados da Tabela 5 que as variaveis leucdcito, fibrécito
e fibroblasto apresentaram resultados significativos (p<0,05) para a fonte de

variagao interacdo Tratamentos versus Dias,

tratamentos avaliados em relagcédo aos diferentes dias de monitoramento.

As estimativas de médias de quadrados minimos para as variaveis

leucécito, fibrocito e fibroblasto de acordo com os tratamentos e os dias de

avaliacdo, sao apresentados na Tabela 6 e nas Figuras 14, 15 e 16.

Tabela 6 — Estimativas de médias de quadrados minimos para variaveis: leucécito, fibrocito

e fibroblasto de acordo com os Tratamentos e os Dias de avaliacao.

indicando dependéncia dos

Leucocito Fibrécito Fibroblasto
Tratamentos™ ™| 7° Dia 14° Dia | 7° Dia | 14° Dia | 7° Dia 14° Dia
GC 28072 [11,80["° |6,18/"2 |424/™? |27.01| B2 | 1898 P
GL 13,04| B2 | 4,80 | AP [1,27| B2 [2,40(~B2|36,05[~B 2| 29,09 A2
GLm 1251| 82| 578 | AP [2,36| B2 [1,56| B2 |39,09| A2 | 27,99 AP
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* Médias seguidas por uma mesma letra mailscula, em uma mesma coluna, ndo diferem
entre si, pelo Teste t de Student ao nivel de 5% de probabilidade.
** Médias seguidas por uma mesma letra mindscula, em uma mesma linha, ndo diferem
entre si, pelo Teste t de Student ao nivel de 5% de probabilidade.

B GC OGL O GLm

30,00 -
25,00 -
20,00 -

15,00 * *

10,00 -

NuUmero de leucécitos

5,00 -

0,00 -

7° Dia 14°Dia

Dias de avaliagéo

Figura 14 — Comportamento de leucécitos (em unidade) nos diferentes tratamentos durante
7 (GC7, GL7 e GL7m) e 14 dias (GC14, GL14 e GL14m)
*p < 0,05 quando comparado com o grupo controle.

B GC oG BGLm

6,00
5,00
4,00

NUmero de fibrdécitos

1,00
0,00

7° Dia 14° Dia

Dias de avaliagéo
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Figura 15 — Comportamento de fibrécitos (em unidade) nos diferentes tratamentos durante
7 (GC7, GL7 e GL7m) e 14 dias (GC14, GL14 e GL14m).
*p < 0,05 quando comparado com o grupo controle.

B GC OGL O GLm

NuUmero de fibroblastos

7° Dia 14° Dia

Dias de avaliagcdo

Figura 16 — Comportamento de fibroblastos (em unidade) nos diferentes tratamentos
durante 7 (GC7, GL7 e GL7m) e 14 dias (GC14, GL14 e GL14m).
*p < 0,05 quando comparado com o grupo controle.

Variavel — Tratamento: GC, GL e GLm (Figura 17)
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Para as variaveis leucécito e fibrocito, os desdobramentos da interacédo dos
tratamentos dentro de cada dia avaliado (médias observadas nas colunas),
revelaram efeitos significativos (p<0,05) no 7° dia do GC em relacdo aos GL e GLm,
0s quais nao diferiram entre si (p>0,05). No 14° dia, para a variavel leucaocito, os trés
tratamentos avaliados, ndo apresentaram diferenca significativa entre si (p>0,05).
Entretanto, para fibrocito, os grupos GC e GL ndo apresentaram diferencas
significativas entre si (p>0,05) no 14° dia de avaliagdo. Verificou-se ainda que, 0s
tratamentos GL e GLm n&o diferiram estatisticamente entre si (p>0,05).

Para a variavel fibroblasto, o desdobramento da interacdo dos tratamentos
dentro de cada dia avaliado, revelou efeito significativo (p<0,05), no 7° dia, dos
grupos GL e GLm (de maiores médias) em relacdo ao grupo GC. Destaca-se que 0s
grupos GL e GLm néo diferiram entre si (p>0,05) significativamente. No 14° dia, os
trés tratamentos avaliados, ndo apresentaram diferenca significativa entre si

(p>0,05).

Varidvel — Dia: 7° e 14° (Figura 17)

Os desdobramentos da interacdo dos dias dentro de cada tratamento
avaliado (médias observadas nas linhas), demonstraram comportamentos distintos
para as variaveis histométricas. Para leucdcito, foram observadas diferencas
significativas (p<0,05) entre os dias avaliados para todos os tratamentos, sendo o 7°
dia apresentando diferencas significativas em relagdo ao 14° dia. Os valores médios
de leucdcito foram sempre superiores no 7° dia em relagcdo ao 14° dia. Para fibrécito,
nado foram verificadas diferencas significativas (p>0,05) entre os dias para 0s
diferentes tratamentos avaliados. Para a variavel fibroblasto, o grupo GC e o grupo

GLm apresentaram efeitos significativos (p<0,05) entre o 7° e 0 14° dia de avaliacao,
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sendo que os valores observados diminuiram do 7° dia em relacdo ao 14° dia. Para
o GL, ndo foram detectadas diferencas significativas (p>0,05) entre os dias

avaliados.
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Figura 17 —Imagens de areas de lesdo de grupos tratados por 7 dias - coluna da esquerda
e 14 dias — coluna da direita, representando os grupos: GC7, GC14, GL7, GL14, GL7m e
GL14m (400x, HE).
— fibroblasto
— leucdcito
fibrécito

e Observa-se nos grupos com 7 dias, maior nimero de fibroblastos e
leucdcitos, sendo que este apresenta-se em grande quantidade no GC7.
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5.3 — Resultados do Ensaio de Tracao

Os valores das propriedades mecanicas, obtidos a partir dos ensaios de

tracdo, estdo dispostos na tabela abaixo:

Tabela 7 — Valores médios + dp da forca maxima (FM), forca de ruptura (FR) e deformacéo
(D), dos grupos controle (GRC), grupo laser 14 dias (GRL14) e grupo laser com micropore

(GRL14m).
Variaveis Grupos
GRC GRL14 GRL14m
FM (Kgf) 1,89 (+0,40) 1,78 (0,24) 1,85 (+0,22)
FR (Kgf) 1,63 (+0,29) 1,65 (+0,36) 1,49 (+0,32)
D (mm) 4.50 (+1,12) 4,16 (+1,06) 3,75 (£1,42)

A analise estatistica mostrou que ndo houve diferenca significante entre os
grupos (p>0,05).
Os dados adquiridos durante os ensaios de tracdo, foram ilustrados através

de graficos forca versus deformacéo (Figura 18).
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Figura 18 — Relatério de Ensaio: Grafico forca x deformacdo adquirido durante um dos
ensaios mecanicos de tracdo em pele de rato.
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6 — Discussao
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6.1 — Da Metodologia

Os mamiferos de pele solta (roedores, coelhos e porquinhos da india)
contrastam com 0s humanos e outros mamiferos com pele aderida, porém sao
muito utilizados em estudos que envolvem cicatrizagdo de feridas, pois padrdes
éticos impossibilitam a utilizacdo de humanos para a realizagdo de alguns tipos de
pesquisas. Portanto, modelos alternativos sdo necessarios, levando a utilizacdo de
diferentes espécies animais (KASHYAP et al., 1995; KOEKE, 2003).

Optou-se utilizar ratos neste estudo devido a possibilidade de um maior
namero de amostragem por grupo, além da verificacdo de resultados em curto
periodo resultante do acelerado metabolismo, quando comparado aos demais
animais utilizados, como: porco, coelho, etc. A sexualidade do animal foi
propositalmente definida devido a variabilidade no ciclo hormonal das fémeas,
optando-se apenas por ratos machos.

Embora o rato ndo seja o animal mais adequado para pesquisas, as
vantagens de sua utilizagdo superam as inadequacgfes dos resultados com
aplicacoes diretas em seres humanos (SHIELDS e O’KANE, 1994). Assim, as
conclusbes extraidas dos estudos com estes animais, ndo podem ser totalmente
redirecionadas aos seres humanos, mas sim, utilizadas como guia para novos
estudos (WALKER et al., 2000).

A opcéo de contengcdo manual durante as estimulagdes foi baseada no fato
do procedimento ndo produzir dor ou incbmodo, e nos estudos de Cross et al.
(1995) com ratos, onde afirmam que a exposicdo repetida do animal a
procedimentos anestésicos pode ser deletéria a sua saude, consome tempo, produz

estresse, e pode causar danos a ferida durante a inducéo da anestesia.
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No presente trabalho foram tomados todos os cuidados necessarios para
diminuir o estresse, sendo que o temperamento docil dos animais facilitou a
manipulacéo diaria sem anestesia, evitando-se lesao adicional a ferida.

O dorso do animal foi o local escolhido para inducdo da ferida, sendo que
Kashyap et al. (1995) consideram o local como melhor sitio de incisdo, pois evita a
irritacao por contato e autocanibalismo.

Para a observagao real das acbes do LBP no processo de cicatrizagéo
tecidual, realizou-se apenas uma ferida cirdrgica intencional no dorso de cada rato;
selecionando um grupo de animais que serviu como controle. BISHT et al., (1999)
optaram como metodologia a realizacdo de duas feridas cirurgicas induzidas no
mesmo rato, sendo uma submetida a irradiacéo e a outra, simulacdo deste; utilizada
como controle. Os autores alertaram para o fato de que embora os efeitos do laser
sejam predominantemente locais, o0s efeitos bioestimulatorios podem ser
observados na ferida contralateral n&o irradiada, suspeitando-se que fatores
teciduais liberados da ferida irradiada na circulagédo sanguinea pode ter um efeito no
local da ferida contralateral. Este efeito sistémico pode provocar uma falha na
observacéo dos efeitos significantes ao comparar o tecido tratado com laser com o
lado oposto do mesmo animal (JAYASREE et al.,, 2001). Rochkind et al. (1989)
afirmaram que o LBP apresenta efeito sistémico, pois através de radiagbes ndo

locais, patologias apresentaram melhora.
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Apesar do grande numero de publicacdes sobre as acdes do LBP (KANA et
al., 1981; GARCIA et al., 1996; WALKER et al., 2000; CARVALHO et al., 2003), os
mecanismos ainda nao sao esclarecidos (RIBEIRO et al., 2002), bem como o
comprimento de onda, numero de aplicacdo, tempo de irradiacdo e densidade
meédia de energia mais apropriada (TATARUNAS et al., 1998). Tuinér e Hode (1998)
realizaram uma analise critica dos estudos da terapia LBP e concluiram que os
parametros para a irradiagéo sao determinantes para validacao da terapia.

No presente estudo, optou-se por utilizar o laser AlGalnP, pois este
apresenta regime de pulso continuo e poténcia de saida de 30 mW, o qual é muito
superior ao do HeNe (2 mW) ou mesmo do AsGa (15 a 30 mW).

Antes e durante a realizacdo do experimento, o equipamento laser foi
submetido a analise de calibracdo, sendo que nao houve necessidade de correcoes.
Realizou-se este procedimento para garantir a confiabilidade em relacdo aos
parametros empregados e consequentemente, obter resultados fidedignos das
acOes do LBP. A importancia deste procedimento é relatada por Nussbaum et al.
(1999), em um estudo que salienta a importancia da avaliacdo dos sistemas de
terapia laser, ressaltando que, em sua maioria, a poténcia de rendimento do
equipamento ndo é uma medida confiavel, o que dificulta a reproducdo dos
protocolos de aplicacao clinica.

Grande parte das pesquisas da énfase para outros parametros, destacando-
se comprimento de onda e densidade média de energia (MENDEZ et al., 2004;
MEDRADO et al., 2003; MORIMOTO et al., 1994). Aléem disso, o laser AlGalnP
possui comprimento de onda entre 630 — 685 nm, o que lhe determina a
caracteristica visivel e a acdo bioestimulante (GUIRRO e GUIRRO, 2001). Cada

tecido possui diferentes cromdéforos e em quantidades distintas, capazes de
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absorver a radiacao, o que resulta na importancia em identificar um comprimento de
onda adequado para determinado tecido (LABBE et al., 1990).

Ha relatos na literatura, que densidade média de energia muito alta ou muito
baixa ndo apresentam resultados favoraveis (AI-WATBAN e ZHANG, 1996), porém
ndo h& dados conclusivos a esse respeito, dando margem a especulacdes sobre
qual a dose 6tima para promover efeitos benéficos na cicatrizacao tecidual. Por esse
motivo, determinou-se utilizar elevada densidade média de energia, 7 J/cm?, para
verificar a atuagéo da radiacdo laser com alta dosagem no processo de cicatrizagao
tecidual. Conforme Kitchen e Partridge (1991) a densidade média de energia de 4
J/lcm? e acima desta, poderiam resultar em um processo inibidor e danoso.

Para o método contato, o tempo de aplicacéo foi calculado pelo equipamento,
conforme os dados dos parametros fornecidos; ja para o meétodo varredura, o
célculo baseou - se na férmula descrita por Kitchen e Partridge (1991), a qual
multiplica-se densidade média de energia por area irradiada, dividido pela
densidade de poténcia. Para uma metodologia confiavel, o tempo de exposicao
deve ser calculado em base cientifica rigorosa (GARCIA et al., 1996).

Duas formas de aplicacéo da radiacao laser foram utilizadas sobre a ferida
aberta: contato, na margem da ferida, proporcionando uma maximizacdo da
irradiancia, e varredura, no leito. Esta foi aplicada para ndo haver contaminacgao e
aumento da dor local.

Na prética clinica, o ato de retirar sucessivamente o micropore da ferida
cirdrgica para esta ser submetida a tratamentos, desencadeou o interesse em
analisar se o0 micropore bloqueia a radiacdo laser durante o ato terapéutico,

interferindo a conquista de um efetivo processo de reparacéao tecidual.

6.2 - Dos Resultados
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A anélise morfométrica do processo de re-epitelizacéo foi realizada apenas
nos grupos submetidos a sete dias de tratamento, sendo que os de quatorze, ja
apresentavam o avanco total do epitélio, dificultando a mensuracao, pois os epitélios
laterais jA& se tocavam. Nos grupos submetidos a irradiagdo, GL7 e GL7m, a re-
epitelizagéo foi significantemente maior (p<0,05) quando comparado ao grupo GC
(Figura 13). Varias pesquisas relatam a acdo do LBP na aceleragcdo do avanco do
epitélio (MEDRADO et al., 2003;CARVALHO et al., 2003; BISHT et al.,, 1999;
SOARES et al., 1989). A radiacdo laser aumenta o niumero de células do estrato
basal, denominada germinativa, e do estrato espinhoso, acelerando o processo de
re-epitelizacdo (MESTER et al., 1971).

Os grupos irradiados, durante 7 dias, apresentaram maior numero de
células de fibroblasto (p<0,05) do que o grupo GC; coincidindo assim, com 0s
resultados encontrados para a re-epitelizacdo. Sabe-se, que neste processo, 0s
fibroblastos apresentam importante papel. Os fibroblastos apresentam véarias
funcbes, sendo que a principal é a sintese, especificamente de colageno, matriz
extracelular e citocinas de efeitos parécrinos e autocrinos (SCHAEFFER e NANNEY,
1996). Estas apresentam como exemplo: o fator de crescimento fibroblastico (FGF-
7), conhecido como fator de crescimento queratinécito (KGF-1), e fator de
crescimento fibroblastico (FGF-10), conhecido como fator de crescimento
gueratinécito (KGF-2), os quais apresentam efeito sobre células vizinhas,
estimulando a migracdo de células epiteliais; acelerando assim, o processo de
reparacao epitelias (TAGASHIRA et al., 1997). Entretanto, com 14 dias de
tratamento, a ndo diferenca significativa entre os grupos (p>0,05) sugere-se que 0
laser ndo apresenta, na fase inicial de remodelagem, tanta influéncia como na

proliferativa. Pesquisadores relatam que a influéncia da radiacdo laser € mais
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acentuada na fase proliferativa da cicatrizacdo (MEYERS, 1990; KOVACS et al.,
1974).
Analisou-se também o numero de fibrécitos nos grupos experimentais com
7 dias de tratamento, verificando menor quantidade significativa (p<0,05) nos grupos
submetido a radiacdo, GL7 e GL7m, quando comparado ao grupo GC7. Este
resultado coincide ser inversamente proporcional ao do fibroblasto, ja que o fibrocito
€ uma condicdo inativa deste. Assim, sugere-se que o LBP estimulou a
diferenciacdo dos fibrocitos em fibroblastos ativos, porém ao analisarmos a
diferenca entre as médias do numero de fibrocitos reduzidos ao aumento de
fibroblastos, nos grupos irradiados, suspeita-se que nao sé apenas houve uma
transformacao de fibrécitos em fibroblastos, mas também da atuacéo dos fatores de
crescimentos responsaveis pelo controle da migracédo e proliferacdo fibroblastica,
destacando-se os fatores de crescimento PDGF, fatores de crescimento derivados
de plaqueta, e TGF-[3, fator de crescimento transformador ( (Singer e Clark, 1999).
Os leucécitos sao ceélulas de suma importancia para o processo de
cicatrizacdo tecidual. Estes sdo responsaveis pela ingestdo de agentes ofensivos,
destroem bactérias e outros micrébios, degradam o tecido necrético e antigenos
estranhos (COTRAN et al., 2000). Submetidos a 7 dias de tratamento, 0S grupos
irradiagdo, GL7 e GL7m, apresentaram menor quantidade de leucocitos (p<0,05) do
que o grupo controle, GC7. Este fato € atribuido a acdo do LBP em acelerar o
processo de reparacao tecidual, diminuindo assim o periodo da fase inflamatoria
tardia, sendo esta ja sobreposta a fase proliferativa (SCHAEFFER e NANNEY,
1996). O LBP, na fase inflamatdria, aumenta a infiltracao de leucécitos (BISHT et al.,
1999), porém a andlise histométrica foi realizada apos 7 dias da lesédo. Ja com 14

dias de tratamento, a ndo diferenca significativa entre os grupos (p>0,05) sugere-se,
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novamente, que o laser ndo apresenta, na fase inicial de remodelagem, tanta
influéncia como na fase proliferativa.

As imagens da Figura 17, dos experimentos submetidos ao tratamento por
7 dias, demonstram caracteristicas tipicas do processo proliferativo da reparacao
tecidual, apresentando abundante concentracdo de tecido de granulagdo, sendo
este evidenciado pela grande proliferacéo de fibroblasto. Schaffer e Nanney (1996)
relatam que entre o periodo de 5 a 7 dias, as células predominantes sao 0s
fibroblastos. Também, evidencia-se quantidade elevada de leucécitos, mesmo
sendo esta apenas exacerbada, aproximadamente, no terceiro dia apos a leséo
(SCHILLING, 1976). Entretanto, ao compara-las com as imagens dos experimentos
submetidos ao tratamento por 14 dias, podemos observar caracteristicas que
evidenciam a fase inicial do processo de remodelagem, como: diminuicdo de
fibroblasto e leucdcito, aléem de matriz extracelular melhor orientada.

A remodelacdo ou maturacdo € a fase tardia da cicatrizacdo tecidual. O
desenvolvimento mais importante € a maturacdo e remodelacdo do colageno
durante esta fase (DEMIR et al., 2004). A resisténcia ténsil da ferida pode ser usada
para avaliacdo biomecéanica do tecido cicatricial desta fase. Optamos por realiza—la
no décimo quinto dia, ou seja, ap0s 14 dias de tratamento. Os resultados nao
revelaram aumento significativo (p>0,05) da resisténcia ténsil nos tecidos
submetidos a irradiacdo, GL7 e GL7m, ao compara-los com o GC. Sugere-se que
se deva ao fato que a analise foi feita antes do periodo apropriado, pois
pesquisadores relatam que a resisténcia ténsil € aumentada significativamente por

volta da terceira semana da cicatrizacdo (MENEGHIN e VATTIMO, 2003).
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6.3 — Do Ensaio de Tracao

Diversos métodos fisicos tém sido desenvolvidos para medida da
resisténcia cicatricial (GUIMARAES et al., 1998), e dentre estes, 0 ensaio de tragio,
baseado na medida da deformacdo produzida em um corpo elastico, foi o que
melhor atendeu os propésitos deste estudo.

A escolha adequada do tipo de ensaio depende do material, do tipo de
esforco que o material vai sofrer, e das propriedades mecanicas que se deseja
medir. A aplicacdo de uma forca em um corpo eléstico, promove a deformagéo do
material, e 0 ensaio de tracdo consiste em submeter a amostra a um esfor¢co que
tende a alonga-lo (SOUZA, 2004).

Geralmente o ensaio tracdo é realizado em um corpo de prova de forma e
dimensfes padronizadas, para que os resultados obtidos possam ser reproduzidos,
ou simplesmente comparados.

A dificuldade em se cortar a pele de rato com formato padronizado de um
corpo de prova, levou ao desenvolvimento e confeccdo de um instrumento de corte,
gue permitiu amostras fidedignas, e confiabilidade dos ensaios.

Durante a determinagdo da for¢ca de ruptura, foram realizados cuidados
rigorosos na fixagdo e no posicionamento dos fragmentos teciduais na maquina de
ensaio, com padronizagdo da distancia entre a cicatriz cirirgica e as pincas de
fixacdo (também desenvolvidas especialmente para o estudo), condicdo necessaria
para avaliagao precisa do material.

A avaliacdo da pele lesada pelo ensaio de tracdo, apesar de expor a cicatriz
a situacbes extremamente adversas, que dificiimente sdo observadas no pos-

operatorio, tem sido um parametro bastante empregado para avaliar a coesédo dos
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tecidos da ferida cirargica nas diferentes fases do processo de cicatrizacao (SCOTT
et al., 1985, SPYROU et al., 2002).

No presente estudo, como nao foi observada diferenga estatisticamente
significante entre os valores de forca maxima, forca de ruptura e deformacéo dos
trés grupos estudados, pode-se inferir que o laser, com a densidade média de
energia utilizada, ndo produz alteracdes expressivas quanto a resisténcia da cicatriz,
no periodo de tempo estipulado. Estes achados devem estimular novos estudos
com aplicacédo de diferentes parametros, visando melhor fundamentar a aplicacéao

do LBP no reparo tecidual.
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