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RESUMO

O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos de laser HeNe 632.8nm sobre o contetdo de fibroblastos e sua
influéncia no processo cicatrizacional de feridas em ratos. Os animais, apds incisdo intencional, foram
submetidos a irradiacdo com laser HeNe 632.8nm (4J/cm2, Unica e diéria) por periodos de 1,2,3,4,5,7,9,11,15,21
e 29 dias. A avaliagdo histolégica e a contagem de fibroblastos foram realizadas através do programa de
captura de imagem Image Pro Plus 5. A irradiagdo com o /aser HeNe 632.8nm promoveu uma redugdo no
contetdo de fibroblastos na area da ferida irradiada, sugerindo um aumento da sintese de colageno e na
diferenciagéo de fibroblastos. Os dados indicaram que a irradiagdo pelo laser HeNe 632.8nm interfere no

processo de cicatrizagao de feridas.

Palavras-chave: Laserterapia. Cicatrizagdo de feridas. Laser HeNe 532.8nm. Fibroblastos.

INTRODUCAO

A cicatrizagdo de feridas é um processo
complexo e envolve trés fases: a) a
inflamatéria, quando ocorre a migragéo celular
de leucdcitos e plaquetas; b) a proliferativa,
com aumento de fibroblastos e mastécitos; e ¢)
a de remodelacdo, quando os fibroblastos
participam do processo de reestruturacdo da
matriz extracelular e do depdsito de coldgeno.
Entretanto, a dificuldade no processo
cicatricial ocorre principalmente nos estagios
iniciais do processo de reparo, onde se observa
uma acentuacdo do edema, uma diminuida
proliferacio  vascular e uma reducdo
significativa de elementos celulares tais como
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leucécitos,  macréfagos e  fibroblastos
(CARVALHO et al., 2006).

A palavra laser é a sigla de Light
Amplification by Stimulated Emission of
Radiation, ou seja, amplificacdo da luz por
meio da estimulacdo da emissdo da radiacio.
A Low Level Light Therapy (LLLT) ou terapia
de baixa intensidade de luz é uma forma de
fototerapia que envolve o uso de laser de
baixa poténcia, monocromdtico e de coerente
feixe de luz, com efeitos de
fotobioestimulagcdo e ndo-termais, utilizado
para terapfutica na analgesia e como
estimulante do  biotrofismo  (MESTER;
MESTER; MESTER, 1985).

A acdo do laser € devida a efeitos
fotoquimicos da luz que provocam
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fotobioestimulagdo. O comprimento de onda
do laser é critico na absor¢do do laser pelos
tecidos e nos efeitos fisioldgicos produzidos.
Os comprimentos mais utilizados em terapia
sdo os compreendidos entre as faixas de
632.8nm a 904nm do espectro da luz. A
profundidade de penetragdo varia de 2mm para
laser na faixa visivel de comprimento de onda
a Smm para o laser infravermelho. Como a
penetracdo nos tecidos se processa de forma
exponencial, para se conseguirem efeitos
fisiolégicos significativos e efeitos terapéuticos, a
poténcia e dosagem correta € alvo de discussio
constante (SCHINDL et al., 2000).

Na cicatrizagdo dos tecidos, as evidéncias
que relacionam o comprimento de onda da
radiacdo com os efeitos bioldgicos especificos
sdo extensas, envolvendo experimentos teciduais
e celulares em laboratdrio. O laser visivel de
632.8nm de comprimento parece ser o mais
efetivo para a cicatrizagdo de feridas e o de
780nm € o favorito para regeneragdo, enquanto
os de 830nm e 904nm sdo usados para dores
musculares (MESTER; MESTER; MESTER,
1985). Diferentes efeitos bioldgicos foram
observados apds irradiacio com LLLT, entre
eles a estimulagdo da proliferacdo celular,
especialmente em fibroblastos e na sintese do
coldgeno (ABERGEL; LYONS; CASTEL, 1987).

Posten et al. (2005), em artigo de revisdao
de literatura, demonstraram diversos aspectos
da utilizacdo clinica e experimental do laser de
baixa intensidade. Entretanto, os beneficios da
terapia com laser na cicatrizacio de feridas ainda
sdo controversos, ja que, metodologicamente,
sdo utilizados diferentes tipos de laser, com
diferentes comprimentos de onda, poténcia do
laser e dosagens, o que pode explicar achados
contraditorios. Por outro lado, o tratamento
com laser tem sido recomendado para feridas
indolores e ulceras tréficas para promover uma
cicatrizacdo mais rapida, sendo que a radiagdo
visivel de baixa intensidade tem efeito na
aceleracdo ou estimulacdo da proliferagdo
celular. Foi observado também que qualquer
efeito fisioterdpico pode ser muito menos
evidente, ou ndo existir, caso a ferida ja esteja
cicatrizando de forma ideal (LOWE; WALKER;
O’BYRNE, 1998).

Trabalhos tém demonstrado a aceleragdo
do processo de cicatrizagdo pelo tratamento

com laser HeNe 632.8nm, porém o mecanismo
de acdo do laser ainda ndo estd esclarecido. O
comprimento de onda do laser HeNe € de
632,8 nm, sendo ele muito utilizado na
reparacdo tecidual. Em baixa intensidade, este
laser ndo ¢ cirdrgico, tampouco apresenta
potencial destrutivo; apresenta caracteristicas
fotoestimulantes seletivas, atingindo somente
as estruturas superficiais, e ¢ melhor absorvido
pelos tecidos vermelhos (MESTER; MESTER;
MESTER, 1985). As ondas de 660, 820 e
870nm estimulam os macréfagos a produzir
fatores que levam a liberacdo de fibroblastos
acima dos niveis de controle, enquanto a de
880nm causa inibicdo. Pelo importante papel
dos fibroblastos no processo cicatricial,
pesquisas tém sido realizadas para avaliar os
efeitos do laser de baixa intensidade sobre
estas células, principalmente sobre processos
de crescimento celular, locomog¢ao e produgdo
de coldgeno que envolvem a cicatrizacdo de
feridas. Neste estudo, foram avaliados os
efeitos da aplicagdo do laser HeNe 632.8nm
sobre fibroblastos e na aceleracdo do processo
de reparo de lesdes intencionais em ratos sadios.

MATERIAIS E METODOS

Neste estudo  experimental, foram
utilizados 40 ratos machos adultos com idade
de 6 meses, albinos, da linhagem Wistar
(Rattus  Norvegicus, variedade Albinus,
rodentia mammallia), provenientes do Biotério
do Laboratério de Pés-Graduagdo do Centro
de Ciéncias da Satde da Universidade
Estadual de Londrina.

Os animais foram distribuidos em 10
grupos de quatro individuos, segundo os
periodos de tratamento pela irradiacio com
laser HeNe 632.8nm.

Os animais foram colocados em gaiolas de
aco forradas com cepilho, 24 horas antes do
inicio do experimento. A alimentacdo foi
composta de racdo comercial padronizada
Nuvital®, que segue as recomendacdes do
National Research Council e National
Institute of Health-USA, para camundongos e
ratos de laboratério. Ndo houve restri¢cdes de
acesso a racdo ou a 4gua. No inicio do
experimento, os animais foram pesados em
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balanga de precisdo, oscilando seu peso entre
250 e 350 gramas.

Estabeleceu-se que, apdés o inicio do
experimento, se houvesse morte de algum
animal, este nao seria substituido, e seria
realizada a necropsia para estabelecer a causa
MOrtis.

Ato operatorio

Os animais foram anestesiados com a
inalacio de éter etilico, em caixa de
polietileno. Na seqiiéncia, foi realizada a
tricotomia bilateral, na regido do dorso, com
méquina elétrica.

Foram realizadas duas incisdes
longitudinais da extensdo de 3cm com bisturi
BD® n°l5, atingindo a pele e o tecido
subcutdneo, em cada lado do dorso. Em
seguida realizou-se a sutura da ferida, com trés
pontos simples, utilizando-se fio
monofilamentar de poliamida 5-0.

As feridas foram irradiadas com aparelho
de laser HeNe, de poténcia continua (CW) de
3mw (fabricacdo nacional, previamente
calibrado no Laboratério de Fisica da UEL),
com didmetro do feixe de 1,08mm, divergéncia
de 0,54 MRA, comprimento de onda de
632,8nm e perda Optica na fibra da ordem de
30% .

A lesao foi irradiada com 4J/cm? de forma
pontual, com a caneta laser a
aproximadamente 0,5cm de distancia da
incis@o, com o feixe perpendicular a cada 1cm
da extensdo da incisdo, com 35s de exposicao,
estando a incisdo homdloga protegida com
tecido de algodao, ndo refletivo, de cor verde
(MEDRADO et al., 2003).

As irradiacdes nas feridas comecaram
imediatamente apds a sutura (dia 0) e foram
realizadas diariamente com intervalo de vinte e
quatro horas durante o experimento. Os
animais do grupo 1 receberam tratamento uma
Unica vez e sofreram eutandsia vinte e quatro
horas depois. Nos outros grupos, os animais
sofreram eutandsia vinte e quatro horas apds o
tratamento: os do grupo 2, apds 2 dias de
tratamento; os do grupo 3, apés 3 dias de
tratamento; os do grupo 4, apds 5 dias de
tratamento; os do grupo 5, apdés 7 dias de
tratamento; os do grupo 6, apds 9 dias de
tratamento; os do grupo 7, apds 11 dias de
tratamento; os do grupo 8, apds 15 dias de
tratamento; os do grupo 9, apds 21 dias de
tratamento e os do grupo 10, ap6s 29 dias.

Os animais foram observados,
diariamente, quanto ao seu estado geral de
saude, alimentagdo, aspecto dos pélos,
ocorréncia de lesdes no local da incisdo e
atividade na gaiola, até a data do sacrificio.
Todos os animais sofreram eutandsia por meio
de asfixia, resultado do aumento da quantidade
do anestésico na caixa de polietileno.

Foram retirados fragmentos retangulares
de pele das éareas irradiada e ndo irradiada
(controle), circundando no minimo um
centimetro de pele a partir das margens das
incisdes. Os fragmentos foram fixados em
quatro pontos sobre fragmentos retangulares
de cartolina branca. Na seqiiéncia foram
acondicionados em solugdo de bouin e
conservados em geladeira por 8hs. As laminas
histol6gicas foram preparadas e coradas com
corante hematoxilina-eosina. A avaliagdo
histolégica e a contagem de fibroblastos foram
realizadas através do programa de captura de
imagens Image Pro Plus 5.
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Fluxograma do experimento

40 ratos machos*

>l<Agrupados em 10grupos(G), com 04 animais em cada
grupo(G1...G10).

|

CIRURGIA
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Inflamacéo —_

11i 15 215 29

Proliferacao

Maturacao

A cirurgia ocorreu no dia zero (0), e a
seguir, a cada vinte e quatro horas, houve a
irradiacdo pelo laser HeNe 632.8nm com
poténcia de 4 joules durante 35 segundos a
cada lcm da lesdo.

Nesta analise de variincia, verificou-se a
existéncia de diferenca significativa entre os
grupos e as areas, e nos dois casos o nivel de
significancia foi inferior a 1%; porém ndo se
detectou uma diferenca significativa na
interagdo grupos x dreas, o que leva a concluir
que os lados irradiados e controle se
comportam igualmente dentro dos grupos.

Os resultados foram analisados utilizando-
se a andlise de varidncia (ANOVA) para
multiplas comparacdes, seguida do teste de
Tukey. P<0,05 foi utilizado como nivel de
significancia.

Quanto as dreas, por serem somente duas
(irradiada e controle), ja se chega a conclusdo
da diferenca significativa entre eles pela
andlise de variancia, independente do grupo,
ou seja, é verificado o mesmo comportamento
entre os lados dentro de todos os grupos.
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Tabela 1- Comparagdo da contagem de fibroblastos pela drea total entre os grupos.

Grupos Gl1 G2 G3 G4 G6 G7 G8 G9 G10

Meédias 78447 8095,1 5907,5 3501,3 6490,7 3316 65289 3578 7147,6 2899,8
G1 NS * * * NS * NS *
G3 * * NS * NS *
G4 | NS * NS * NS
G5 | ~ * NS * NS #

~ 66 | Inflamacdo * NS D NS

G7 . ~ * NS *
C8 proliferacao 2 S
GY -
G10 maturacao

* diferenca significativa entre os grupos

DISCUSSAO

Viarios trabalhos da literatura tém
demonstrado resultados controversos sobre a
utilizagdo de laser no processo de cicatrizag@o
de feridas (POSTEN et al.,, 2005). Neste
sentido, Pugliese et al. (2003) estudaram os
efeitos da radiacdo por laser nas primeiras 72
horas em relagdo as fibras eldsticas e coldgeno
em ratos, e observaram que os animais
irradiados tiveram uma reducio no edema e no
infiltrado inflamatério. Concluiram que a
terapia por laser de baixa poténcia contribui
para o aumento na quantidade de coldgeno e
fibras elasticas na fase inicial do processo de
cicatrizacdo.

Hallman et al. (1988), em estudo realizado
in vitro com fibroblastos humanos irradiados
com laser HeNe 632.8nm nas diferentes fases
de maturagdo, ndo observaram nenhum efeito
significativo da radiagdo laser sobre a
proliferacdo celular, seja estimulante seja
inibitério. Estudos realizados por Colver e
Priesteley (1989) com a utilizagdo do laser
HeNe também  observaram  resultados
negativos quando analisaram os efeitos
proliferativos, a sintese de coldgeno e a sintese
de glicosaminoglicanas em fibroblastos,
células epiteliais e endoteliais. Estes dados
poderiam sugerir que o laser ndo estaria
interferindo  na fase proliferativa da
cicatrizacdo. Nao obstante, em nosso estudo,
ao se comparar a quantidade de fibroblastos
entre as d4reas irradiadas e controle, foi
verificada uma diferenca estatisticamente
significativa, demonstrando que o processo de
cicatrizacdo foi acelerado na &rea irradiada

pelo laser HeNe 632.8nm, resultados que
corroboram o observado por Kana et al. (1981)
e Bisht, Gupta e Misra (1994). Além disso,
nossos resultados indicaram uma redugdo do
nimero de fibroblastos nas dreas submetidas a
radiacdo, sugerindo que houve um aumento na
sintese do coldgeno e na da diferenciagdo de
fibroblastos. Entretanto, este fato nao foi
observado por Allendorf, Bessler e Huang
(1997), que, ao estudarem o mecanismo da
bioestimulacdio  pelo laser HeNe na
cicatrizacdo de feridas em ratos, concluiram
que a irradiacdo pelo laser HeNe nao produziu
nenhum beneficio mensurdvel na cicatrizagio
de feridas.

Diversos estudos experimentais foram
realizados em animais sadios, no entanto
alguns estudos foram realizados em animais
portadores de diabetes, patologia que interfere
significativamente no processo de cicatrizagao.
Reddy (2003) examinou a hipdtese da
fotobioestimulacdo pelo laser induzir a
aceleracdo da cicatrizacdo de feridas em ratos
diabéticos e concluiu que a fotobioestimulagdo
acelerou a producio de coldgeno e promoveu
uma estabilizacdo de todo o tecido conjuntivo
na cicatrizacdo de feridas de ratos diabéticos.
Neste sentido, Carvalho et al. (2006)
demonstraram que a aplicacdo do laser HeNe
de baixa intensidade (632,8 nm) promovia um
aumento na porcentagem de coldgeno em
feridas de pele de ratos diabéticos através do
aumento da quantidade de fibras de colageno,
processo semelhante ao observado em animais
ndo diabéticos. Estes dados indicaram eficdcia
da aplicagdo do laser no processo de
cicatrizacdo no diabetes experimental.
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Apesar de alguns estudos em células
reportarem um aumento na proliferacdo de
diferentes tipos de células, tais como:
fibroblastos, células endoteliais e queratindcitos,
o mecanismo pelo qual o laser de baixa
intensidade exerce esses efeitos ainda ndo esta
esclarecido. Além disso, a influéncia do laser
sobre as diferentes fases da cicatrizagdo deve
ser mais bem estudada. Nao obstante,
pesquisas que objetivam elucidar os
mecanismos fotoquimicos pelos quais este
laser age sobre a expressdo de fatores de
crescimento e diferenciacdo celular, além de

mediadores envolvidos no processo, estariam
justificando a utilizacdo terapéutica desta
tecnologia no processo de cicatrizagdo de feridas.

CONCLUSAO

A aplicagdo do laser HeNe 632.8nm
promove melhoria no processo de cicatrizagio
de feridas intencionais em ratos,
provavelmente por promover uma maior
diferenciacdo  de fibroblastos  em
miofibroblastos na area irradiada, acelerando o
processo cicatricial.

EFFECTS OF HENE 632.8NM LASER APPLICATION ON WOUND HEALING IN RATS

ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the effects of HeNe 632.8nm laser on fibroblast content and its influence
on the wound healing process in rats. After a deliberate incision, the animals were subjected to irradiation with
HeNe laser 632.8nm (4J/cm?, once a day) for periods of 1,2,3,4,5,7,9,11,15,21 and 29 days. The histological
analysis and fibroblasts count were analyzed using Image Pro Plus 5 imaging software. HeNe laser irradiation
promoted a decrease in the fibroblast content in the irradiated wound area, suggesting an increase in collagen
synthesis and fibroblasts differentiation. The data indicated that irradiation with HeNe 632.8nm interferes in the
wound healing process.

Key words: Laser Therapy. Wound healing. HeNe 532.8nm laser. Fibroblasts.

LOS EFECTOS DE LA APLICACION DEL LASER HENE 632.8NM SOBRE HERIDAS EN RATONES

RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue investigar los efectos de HeNe 632.8nm laser sobre el contenido de
fibroblastos y su influencia en el proceso de cicatrizacién de heridas en ratones. Los animales tras incisién
intencional han sido sometidos a irradiacion con laser HeNe 632.8nm (4J/cm., una vez por dia) por periodos de
1,2,3,4,5,7,9, 11, 15,21 y 29 dias. La evaluacién histoldgica y el nimero de los fibroblastos fueron analizadas
por un programa de captura de imagen Image Pro Plus 5. La irradiacién con ldser HeNe 632.8nm promovi6 una
disminucién en el nimero de los fibroblastos en el area de la herida, lo que sugiere un aumento en el proceso
de sintesis de colageno y de la diferenciacion de fibroblastos. Los datos indicaron que la irradiacion por el laser
HeNe interfiri6 en el proceso de cicatrizacién de la herida.

Palabras Clave: Liserterapia. Heridas. HeNe 632.8nm. Fibroblastos.
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