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RESUMO

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar, por meio da andlise histoldgica e
imunoistoquimica, o papel da laserterapia de baixa poténcia GaAs (A904nm) no
processo de cicatrizacdo cutdnea em camundongos. Sessenta e quatro camundongos
foram submetidos a realizacdo de uma ferida cirdrgica cutanea na regido téraco-dorsal.
Em seguida, os animais foram randomicamente divididos em oito grupos de oito
animais, onde quatro grupos foram submetidos a laserterapia de baixa poténcia GaAs (A
904nm) (GL) e quatro mantidos sem o tratamento (GC). De cada grupo, foram
sacrificados oito animais nos dias um, trés, sete e 14 apds realizacdo da lesdo e
instituicdo do tratamento. ApOs a eutandsia, as feridas cutdneas foram coletadas e
submetidas ao processamento histoldgico para analise histomorfométrica, analise de
fibras colagenas e fibras elasticas. Foi determinado o indice de macréfagos por campo
histolégico a partir da técnica de imunoistoquimica com utilizacdo do anticorpo CD68
(KP1; Zymed). Nos GL, a resposta inflamatoria apds um, sete e 14 dias e a extenséo de
necrose aos trés dias foram menores do que nos animais dos GC. Nos animais do GL, a
deposicdo de fibras elasticas ocorreu aos sete dias, mais precocemente do que nos
animais do GC e a organizacdo de fibras colagenas aos 14 dias demonstrou-se mais
acentuada. Em relacdo a presenca de macréfagos, observa-se reducgdo significativa
dessas células nos GC entre os tempos estudados, entretanto, sem diferenca estatistica
em comparacdo aos grupos tratados. O laser terapéutico de baixa poténcia GaAs
mostra-se eficiente na antecipacéo da cicatrizacdo cutanea em camundongos.

Palavras-chave: pele, cicatrizacéo, fototerapia.

SUMMARY
This work aimed at determining the histological characteristics of skin healing and its
relation to macrophacytic infiltrate in mice submitted to low power GaAs laser therapy
(A 904 nm). Seventy four Swiss mice were submitted to a surgical skin wound in the
thoracoldorsal region and divided into two distinct groups: Laser Group, submitted to
low power GaAs laser therapy (A 904 nm) and Control Group, maintained without
treatment during all the experimental period. Eight animals of each group were
sacrificed at distinct times: day 1, 3, 7 and 14 after the injury was done and the
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treatment was established. The skin wounds were collected and submitted to
histological processing for histomorphometric analysis, collagen fibers and elastic
fibers. The macrophage per histological field was determined by means of the
immunohistochemestry technique using the antibody CD68 (KP1; Zymed). A smaller
inflammatory response was observed after 1, 7 and 14 days in animals submitted to
laser therapy. However, the deposit of elastic fibers was found more precociously and
the organization of collagen fibers at 14 days presented itself more accentuated. A
difference regarding the presence of macrophages in the studied groups was not
observed. Therefore, it may be said that low power GaAs therapeutic laser is shown to
be efficient in the inflammatory process and anticipation of skin healing process in
mice, however, without apparent relation to macrophacytic infiltration.

Key words: skin, healing, phototherapy.

INTRODUCAO

Diversos estudos demonstram a influéncia da laserterapia de baixa poténcia no
sistema imunoldgico (KIPSHIDZE et al, 2001; DUBE; BANSAL; GUPTA, 2003;
NOVOSELOVA et al, 2006), no reparo tecidual (REDDY; STEHNO-BITTEL,;
ENWEMEKA, 2001; MEDRADO et al, 2003; RIBEIRO et al, 2004; PINHEIRO et al,
2006; REIS et al; 2008) e na diminuicdo da dor e da inflamacdo (MEDRADO et al,
2003; BJORDAL; LOPES-MARTINS; IVERSEN, 2006; REIS et al, 2008;
MARCHIONNI et al, 2010).

Estudos prévios com macrofagos demonstraram que a irradiacdo pelo laser He-
Ne tem a capacidade de promover estimulo a atividade macrofagica e aumentar a
atividade fagocitica (BERKI; NEMETH; HEGEDUS, 1988; ZHENG et al, 1992;
DUBE; BANSAL; GUPTA, 2003). Os macrdfagos constituem a primeira linha de
defesa contra infeccBes e desempenham um importante papel na indugéo, regulacéo e
expressao da resposta imune (DUBE; BANSAL; GUPTA, 2003). Essas células do
sistema imunol6gico orquestram o processo de reparo cutdneo em diferentes fases
(DELAVARY etal, 2011).
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A importancia do papel do macréfago no processo de cicatrizacdo foi estudada
em diversos trabalhos, nos quais se observou que camundongos que sofreram ablagéo
de macrofagos apresentaram um atraso na cicatrizacdo devido ao prejuizo da
fibroplasia, a reducdo da proliferacdo de fibroblastos e da neovascularizagdo
(LEIBOVICH; ROSS, 1975; MIRZA; DIPIETRO; KOH, 2009).

O presente estudo tem por objetivo verificar, por meio da andlise histologica e
imunoistoquimica, o papel da laserterapia de baixa poténcia GaAs (A904nm) no
processo de reparo tecidual em camundongos e sua relagdo com a formacao de fibras

conjuntivas e a infiltracdo de macréfagos, promovendo a reorganizacdo tecidual.

MATERIAIS E METODOS
Modelos Animais

O presente estudo foi aprovado de acordo com protocolo n° 048/11 do Comité de
Etica da Universidade Federal de Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brasil.

Sessenta e quatro camundongos (Mus musculus), Swiss, pesando
aproximadamente 30g, com 10 semanas de idade foram submetidos aos procedimentos
experimentais no Biotério da Universidade Federal de Lavras (UFLA/MG). Todos 0s
animais foram mantidos em gaiolas individuais em sala com temperatura controlada de
25 + 3°C, ciclo dia: noite 12horas e receberam racdo Nuvilab® e agua ad libitum.

Apds a adaptacdo de cinco dias, os animais foram randomicamente distribuidos
em oito grupos de oito animais, onde quatro grupos foram submetidos a laserterapia de
baixa poténcia e quatro mantidos sem o tratamento, a saber: Grupo-Laser 1 dia (GL1),
avaliacdo da leséo 1 dia ap6s, com uma aplicacéo de laser; Grupo-Controle 1 dia (GC1);
Grupo-Laser 3 dias (GL3), avaliacdo da lesdo 3 dias apds, com trés aplicacfes de laser;
Grupo-Controle 3 dias (GC3); Grupo-Laser 7 dias (GL7), avaliagdo da lesdo 7 dias
apos, com sete aplicacOes de laser; Grupo-Controle 7 dias (GC7); Grupo-Laser 14 dias
(GL14), avaliacdo da lesdo 14 dias ap6s, com quatorze aplicacdes de laser; Grupo-
Controle 14 dias (GC14).
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Ferida cirargica

Inicialmente, os animais foram anestesiados com cetamina e Xilazina na dose de
0,1ml para cada 100g de camundongo da mistura de 1ml de cetamina (50mg) e 1ml de
xilazina a 2% (20mgq), aplicadas por via intramuscular na face externa da coxa.

Ap0s inducdo anestésica, realizou-se tricotomia e assepsia com alcool 70°GL na
regido dorsal dos animais, em uma érea de aproximadamente 3cm?.

Na sequéncia, provocou-se uma ferida nesta regido com o uso de um punch de
4mm de diametro. Os animais receberam analgesia com dipirona aplicada por via

intramuscular na face externa da coxa, em dose Unica de 50mg/Kg.

Laserterapia de Baixa Poténcia

Durante a terapéutica, os animais foram imobilizados com auxilio de um
dispositivo confeccionado em tubo Falcon®, constante de um tubo sem saida de 4,5cm
de diametro e dotados de uma perfuracdo anterior para aeracdo e de uma janela superior,
onde permaneceu exposta a regido da lesdo (PEREIRA, 2001), na qual a probe do laser
foi posicionada de forma perpendicular e apoiada diretamente sobre a ferida, protegida
por papel filme (transparente) para evitar a contaminacéo da mesma.

Nos animais dos GL, as lesdes foram irradiadas com laser terapéutico de baixa
poténcia pulsado, com comprimento de onda de 904nm, GaAs, poténcia de pico 25W,
duracdo de pulso 200ns (modelo Physiolux Dual®, Bioset), densidade de energia de
1J/ecm2 por 23 segundos. O equipamento foi calibrado e revisado pelo fabricante antes
do periodo experimental.

A irradiacdo foi realizada em Unica aplicacdo diaria, em horario e condicdes de
umidade semelhantes. Nos animais dos GC, foi considerado tratamento placebo a
utilizagdo do equipamento, com a probe posicionada da mesma maneira e pelo mesmo

tempo, porém desligada.

Histopatologia
Posteriormente a eutanasia, fragmentos de pele da area da ferida cirdrgica foram
coletados e fixados em formalina tamponada a 10%, processados pelos metodos de
rotina de inclusdo em parafina para realizacao de cortes histologicos de 3um.
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A partir disto, as etapas de preparacdo, coloragdes e anélises das laminas foram
realizados no Laboratério de Patologia Comparada do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte, MG, Brasil.

Os cortes foram submetidos a analise de microscopia éptica de luz convencional,
apo6s as coloragdes hematoxilina-eosina (H.E.) para avaliacdo histomorfométrica e
Verhoeff para andlise das fibras elasticas (PROPHET et al, 1992), e em microscopia
oOptica em luz polarizada, ap6s coloracdo por picro-sirius red para caracterizacdo do tipo
de colageno (JUNQUEIRA; BIGNOLAS; BRENTANI, 1979).

Para a avaliacdo microscopica, foram obtidas imagens digitais de campos
histolégicos em aumento de 40x, a partir do software Spot Basic associado ao sistema
de captura digital conectado ao microscopio Olympus BX40, sendo analisados cinco
campos histoldgicos para avaliacdo histomorfométrica, trés campos para avaliacdo de
fibras colagenas e trés campos para avaliacdo de fibras elasticas.

A avaliacdo histomorfométrica foi realizada em todos os grupos e determinada a
partir do percentual de areas de inflamacdo, necrose, edema e tecido normal com o
auxilio de uma graticula com 100 pontos obtidas no software Corel Draw 11,
semelhante a usada por Silva et al (2004). Para analise das fibras colagenas no GC14 e
GL14, a mesma graticula foi utilizada para determinar as porcentagens de fibras
vermelhas, que representam colageno imaturo e fibras verdes, que representam colageno
maduro (FERREIRA et al, 2003).

Adicionalmente, para a avaliacdo das fibras elasticas no GC7, GL7, GC14 e

GL14, quantificou-se o numero de fibras por campo a partir do software Corel Draw 11.

Imunoistoquimica

A técnica de imunoistoquimica foi realizada no Laboratério de Patologia
Comparada da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte, MG,
Brasil.

O indice de macrofagos tecidual foi avaliado por imunoistoquimica utilizando
marcador de macr6fagos Anti-CD68 — Clone KP1 (Zymed). Foi realizada a técnica de
reacdo biotina-peroxidase com identificacdo a partir de anticorpo secundario
polimerizado (ADVANCE HRP - ready to use — DakoCytomation).
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A recuperacdo antigénica foi realizada usando solugdo de pepsina a 0,04%
incubada a 37°C durante 30 minutos. Para realizacdo de bloqueio da peroxidase
enddgena as laminas foram incubadas em solucdo de H,0, 3% em alcool metilico. Os
reagentes foram aplicados pela técnica manual, sendo o tempo de incubacdo em camera
umida do anticorpo priméario na concentragdo 1:50 de 1 hora e os demais reagentes de
30 minutos, com exce¢cdo do cromogeno DAB (DAB substrate system,
Dakocytomation), de cinco minutos. Como controles positivos foram usadas amostras
de glandula maméria de cadela previamente testadas e os controles negativos foram
obtidos por substituicdo do anticorpo primario pelo soro normal.

Foram considerados macréfagos as células com positividade citoplasmética
evidente para o anticorpo CD68.

Para a avaliacdo microscépica de todos os grupos, foram obtidas imagens
digitais dos campos histologicos a partir do software Spot Basic associado ao sistema de
captura digital conectado ao microscopio Olympus BX40, sendo analisados cinco

campos histol6gicos em aumento de 40x para quantificacdo de macréfagos/campo.

Andlise Estatistica

Inicialmente, para cada pardmetro avaliado foi calculada a média dos valores +
desvios padrdo (DP). Os GC e GL foram comparados usando o teste T ndo-pareado
analisados pelo software Graphpad Instat 3.0 for Windows.

Nos casos de comparacdes multiplas entre os grupos, utilizou-se a anélise de
variancia (ANOVA) seguida do Teste de Tukey.

Todos os valores foram apresentados com desvio padrdo e considerados

significantes quando assumiram valores para p<0,05.

RESULTADOS
Os animais mantiveram-se saudaveis e apresentaram caracteristicas de

cicatrizacdo sem evidéncias clinicas e/ou macroscoépicas de infeccéo.

Histomorformetria
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Nos grupos de animais com 1 dia de leséo, observou-se a destruicdo tecidual
com infiltrado inflamatério polimorfonuclear intenso e mononuclear moderado (Figura
1A, Figura 1B). A inflamac&o foi mais acentuada no GC, sendo que a diferenca entre as
médias do GC 1 e o GL1 (Tabela 1) foi considerada significante estatisticamente
(Tabela 2). A fibrina, quando presente, estava concentrada na superficie da lesdo com
coloracéo fortemente eosinofilica.

O estroma do tecido conjuntivo apresentava pequenas fibrilas esparsas e
desorganizadas, entremeadas por edema severo distribuido por toda area da lesdo
(Figura 1A). Celulas necroticas com nucleos pindcticos estavam dispersas na area de
inflamagdo. As médias de areas de edema e necrose eram semelhantes no GC1 e no
GL1 (Tabela 1).

Aos 3 dias apds lesdo, observou-se ainda sinais de inflamacdo aguda na derme,
com infiltracdo intensa de polimorfonucleares e moderada de mononucleares, com
células integras e degeneradas (Figura 1C; Figura 1D). A inflamacdo apresentava-se
discretamente maior no GL3, porém sem diferenca significativa do mesmo em relacédo
ao GC3 (Tabela 2).

Observou-se epitélio em regeneracdo com migracdo de ceratindcitos, rara
angiogénese e hiperemia em ambos os grupos. Algumas lesdes ainda possuiam fibrina
depositada na superficie. O GL apresentava quantidade moderada de fibroblastos e
escassa de matriz extracelular, enquanto que o GC demonstrava escassas quantidades
destes componentes (Figura 1C; Figura 1D). Neste periodo, ndo foram observadas
diferencas.

Sete dias apés a lesdo, o infiltrado inflamatdrio, constituido principalmente de
mononucleares, apresentava-se em intensa quantidade em ambos 0s grupos controle e
laser (Figura 1E; Figura 1F), sendo maior no primeiro, com diferenca estatisticamente
significante (Tabela 2) entre as médias (Tabela 1).

Notou-se presenca de tecido de granulacéo e o processo de reepitelizacdo estava
completo em ambos os grupos, sendo que no grupo laser, o epitélio apresentava-se mais
espesso na maioria das lesdes. Havia grande quantidade de fibroblastos, fibrocitos
subjacentes a epiderme e neovascularizacao, especialmente no GL. (Figura 1E; Figura
1F).
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Aos 14 dias apds a lesdo, em ambos os grupos controle e tratado com laser ndo
se observava mais necrose e edema. A inflamacdo apresentava-se em grau discreto,
sendo menor no grupo laser com diferenca entre as médias (Gréafico 1) estatisticamente
significante (Tabela 2). A reepitelizacdo estava completa em ambos 0s grupos e nos
animais do GL havia deposicdo de estrato cdrneo. GC e GL demonstraram
neoangiogénese, repilacao, fibroblastos e fibrocitos (Figura 1G; Figura 1H).

Na comparacdo evolutiva da inflamacdo nos grupos controles (GC1, GC3, GC7
e GC14) houve diferenca estatistica extremamente significante (Tabela 2), diferente do

observado no grupo tratado (Grafico 1).
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Figura 1 Processo inflamatorio e cicatricial na pele de camundongos ap6s laserterapia
em 1, 3, 7 e 14 dias de tratamento (colora¢do H.E. em aumento de 40x). A) Les&o de um
animal do GC1. Nota-se presenca de intenso infiltrado inflamatorio por toda area da
lesdo, areas de edema e necrose. B) Lesdo de um animal do GL1. Presenca de intenso
infiltrado inflamatdrio por toda area da lesdo, areas de edema e necrose mais discretas
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do que no GC. C) Leséo de um animal do GC3. Desorganizacdo do colageno, presenga
de intenso infiltrado inflamatdrio na derme, areas de edema e necrose. D) Lesdo de um
animal do GL3. Maior organizacdo do colageno, presenca de intenso infiltrado
inflamatdrio na crosta e na derme, minimas areas de edema e necrose. E) Lesédo de um
animal do GC7. Presenca de tecido de granulagéo e reepitelizagdo completa. Nota-se
ainda presenga de infiltrado inflamatorio na derme, angiogénese, fibroblastos e
fibrocitos. Raras areas de edema e auséncia de necrose. F) Lesdo de um animal do GL7.
Presenca de tecido de granulacdo e reepitelizacdo completa com epiderme espessa.
Nota-se ainda presenca de infiltrado inflamatdrio na derme, angiogénese mais evidente,
fibroblastos, fibrocitos e foliculo piloso. G) Lesdo de um animal do GC14.
Reepitelizacdo completa, presenca de pouco infiltrado inflamatério na derme,
angiogénese, fibroblastos e fibrocitos e foliculo piloso. H) Lesdo de um animal do
GL14. Presenca de reepitelizacdo completa com deposi¢do de estrato cérneo, infiltrado
inflamatorio na derme, angiogénese, fibroblastos e fibrocitos.

Analise de fibras elasticas e fibras coldgenas

Nos animais tratados com laser, observou-se maior deposicdo de fibras elasticas
aos 7 dias apos lesdo quando comparados aos animais controle (Figura 2), sendo essa
diferenca entre as médias (Gréafico 3) estatisticamente significante (Tabela 3).

Em relacdo aos grupos de 14 dias ap0ds a lesdo, notou-se maior deposicdo de
fibras elasticas no GL14 (Figura 2), entretanto na comparacdo entre as médias (Tabela
1) ndo existiu diferenca significante (Tabela 3).

A comparacdo evolutiva da formacdo de fibras elasticas entre os grupos
controles (GC7 e GC14) demonstrou diferenca estatistica significante (Tabela 3),
diferente da comparacao para os grupos tratados com laser (GL7 e GL14), nos quais néo

existiu diferenca significativa (Tabela 3).
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Figura 2 Identificacdo de fibras elasticas na pele de camundongos apds laserterapia em
7 e 14 dias de tratamento (coloracdo de Verhoeff em aumento de 40x). A) Lesdo de um
animal do GC7. Nota-se menor expressdo de fibras elasticas. B) Lesdo de um animal do
GL7. Ha maior expressdo de fibras elésticas a sua presenca no tecido de granulagéo. C)
Lesdo de um animal do GC14. Nota-se reepitelizagdo com pouca expressdo de fibras
elasticas e presenca destas na area da cicatriz. D) Lesdo de um animal do GL14. Nota-se

uma maior expressado de fibras elasticas.

Para andlise de fibras colagenas, em ambos os grupos, essas fibras tendiam a
organizacdo, porém nos animais do GL14, essa organizacdo do colageno era mais
evidente (Figura 3).

Na avaliacdo de fibras colagenas, os animais controle demonstraram uma
quantidade discretamente menor de fibras vermelhas tal qual maior de fibras verdes

(Tabela 1), sem qualquer diferenca estatistica (Tabela 4).
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Figura 3 Identificacdo de fibras colagenas na pele de camundongos apo6s laserterapia em
14 dias de tratamento (coloragéo picro-sirius red em aumento de 40x). A) Lesdo de um
animal do GC14. Nota-se uma menor expressao de fibras coldgenas imaturas e minima
quantidade de fibras maduras no lado esquerdo da figura, no qual observa-se tecido
normal. B) Lesdo de um animal do GL14. H& maior expressdo de fibras colagenas
imaturas com tendéncia a organizacgdo e auséncia de fibras maduras (Coloragéo picro-

sirius red; aumento de 40x).

Analise imunoistoquimica

Na avaliacdo imunoistoquimica, observou-se um menor indice médio de
macréfagos no GL1 quando comparado ao GC1 (Tabela 1), entretanto, ndo houve
diferenca estatisticamente significante (Tabela 5).

A média de macrofagos foi muito semelhante nas lesées dos animais do GC3 e
GL3 (Tabela 1), ndo havendo diferenca estatisticamente significante (Tabela 5).

Em relagdo aos grupos de 7 dias apos a lesdo, a média de macrofagos foi
discretamente maior no GC7 do que no GL7 (Tabela 1), todavia sem diferenca
significante (Tabela 5).

Aos 14 dias ap6s a lesdo, na avaliagdo imunoistoquimica, a média de
macrofagos foi maior no grupo de animais ndo submetidos ao tratamento (GC14)
(Tabela 1), porem essa diferenca ndo foi estatisticamente significante (Tabela 5).

Realizando a comparagdo evolutiva da deposi¢cdo de macréfagos entre 0s grupos
controles (GC1, GC3, GC7 e GC14) ndo houve diferenca estatistica significante (Tabela
5), porém notou-se um numero maior de macrofagos no primeiro dia apés a lesao e sua

reducdo gradual. Comparando evolutivamente os grupos tratados com laser (GL1, GL3,
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GL7 e GL14), observou-se que os macrofagos aparecem no primeiro dia no leito da
lesdo, aumentam no terceiro dia e reduzem apenas no sétimo e décimo quarto dias,

sendo essa reducdo nao significativa estatisticamente (Tabela 5).

apos laserterapia em 1, 3, 7 e 14 dias de tratamento. A) Lesdo de um animal do GC1.

Nota-se a presenca de macrofagos indicados na seta. B) Lesdo de um animal do GL1.
Presenca de Unico macrofago (seta). C) Lesdo de um animal do GC3. Nota-se a
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presenca de 2 macrofagos indicados na seta. D) Lesdo de um animal do GL3. Ha
presenca de um macrofago (seta). E) Lesdo de um animal do GC7. Auséncia de
macrofagos. F) Lesdo de um animal do GL7. Observa-se auséncia de macrofagos. G)
Lesdo de um animal do GC14. N&o héa presenca de macrofago. H) Leséo de um animal

do GL14. Auséncia de macrofagos.

DISCUSSAO

A eficacia da fototerapia pelo laser de baixa poténcia ja foi estudada no reparo
de tecidos moles, como pele (REDDY; STEHNO-BITTEL; ENWEMEKA, 2001;
MEDRADO et al, 2003; RIBEIRO et al, 2004; PINHEIRO et al, 2006; REIS et al;
2008), musculos (WEISS; ORON, 1992; BIBIKOVA; ORON, 1994; IYOMASA et al,
2009), tenddes (SCHMITT et al, 1993; WANDERER et al, 1994; REDDY; STEHNO-
BITTEL; ENWEMEKA, 1998; RAISER et al, 2003), ligamentos (TAKAHASHI et al,
2002; FUNG et al, 2003; KREISLER et al, 2003), nervos (SHAMIR et al, 2001; BAE et
al, 2004; BARBOSA et al, 2010), cartilagem e ossos (TRELLES; MAYAYO, 1987;
AKAI et al, 1997).

A densidade de energia de 1J/cm? utilizada em nosso estudo corrobora com
Tunér & Hode (2010) que relataram que a utilizacdo do laser terapéutico GaAs a uma
densidade de energia de 0,01 a 2J/cm? para tratamento de feridas e dores superficiais é
mais eficaz. Eles descreveram que doses mais elevadas podem exercer um efeito
inibidor sobre o processo de cura.

Durante o processo de reparo tecidual, os estudos demonstram que a terapia laser
promove aumento da proliferacdo fibroblastica (GARAVELLO-FREITAS et al, 2003;
MEDRADO et al, 2003; POURZARANDIAN et al, 2005; NOVOSELOVA et al, 2006;
PARKER, 2007), maior expressdo de fibras elasticas e colagenas (PUGLIESE et al,
2003) e promocao da angiogénese (GARAVELLO et al, 2004).

O mecanismo dos efeitos no sistema imunoldgico induzidos pelo laser de baixa
poténcia in vivo ainda ndo estd compreendido, mas alguns estudos forneceram
evidéncias das atividades imunomodulatdrias desta fototerapia (SHIROTO et al, 1989;
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ZHENG et al, 1992; KIPSHIDZE et al, 2001; DUBE; BANSAL; GUPTA, 2003;
NOVOSELOVA et al, 2006; ARAUJO et al, 2007).

Ha poucos estudos em relacdo a acdo do laser sobre a presenca (bem como uma
analise quantitativa) de macréfagos in vivo (ARAUJO et al., 2007) e sobre a sintese dos
varios tipos de fibras contidas na matriz extracelular (PUGLIESE et al., 2003).
Adicionalmente, h& ainda a escassez de literatura sobre a acdo desta fototerapia em
células do sistema imunologico correlacionadas a uma analise histoldgica completa.

Araujo et al (2007) descreveram que o processo de reepitelizacdo ocorreu mais
rapido em lesdes de pele de camundongos irradiados pelo laser vermelho (A632,8nm),
em dose Unica de 1J/cm2. Eles relataram que aparentemente, a radiacdo inibiu a resposta
inflamatdria, observada pelo precoce desaparecimento de neutrofilos. Medrado et al
(2003) também encontraram menor reacdo inflamatéria, com diminuicdo do infiltrado
inflamatorio, nos animais do grupo laser (A670m), doses de 4J/cm? ¢ 8 J/cm?, quando
comparados aos animais do grupo controle durante o primeiro dia ap6s a lesdo. Isso
corrobora com o observado no presente estudo, onde os animais avaliados com 1 dia
apos lesdo do grupo laser apresentavam reacao inflamatoria mais discreta.

Os animais avaliados no 3° dia apds lesdo ndo aparentaram diferenga significante
em relacdo ao processo inflamatério, porém nos animais do grupo controle houve uma
reacdo inflamatdria mais discreta do que os animais do grupo laser, semelhante ao
relatado por Mendez et al (2004). Assim, os autores concluiram que a laserterapia,
utilizada em diversos protocolos diferentes, promove melhor cicatrizacdo de feridas em
ratos, caracterizada pelo precoce inicio e resolucdo da inflamacdo. Esse resultado
conflita com Medrado et al (2003) que relataram diminui¢édo do infiltrado inflamatdrio
nos animais irradiados pelo laser.

No presente estudo, notou-se que as areas de edema foram discretamente
menores no grupo de animais tratados pelo laser o que corrobora com Medrado et al
(2003) que também relatou resultado semelhante neste periodo pela diminuigdo do
edema nos animais irradiados pelo laser. As areas de necrose foram mais intensas nos
animais do grupo controle, de acordo com Aradjo et al (2007) que descreveram que a

radiagdo promoveu precoce desaparecimento da necrose nos primeiros dias de lesao.
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Os animais avaliados 7 dias apés a lesdo demonstraram que no grupo controle
ainda havia um processo inflamatério mais intenso que no grupo laser e um discreto
aumento de areas de edema, o que também ja foi observado em outro estudo (ARAUJO
et al, 2007). Ambos os grupos (GC7 e GL7) ndo demonstraram mais necrose celular. No
estudo de Pardo et al (2006), os efeitos de Unica aplicacdo do laser infravermelho
(A830nm) com densidade de energia de 36J/cm? foram estudados 7 dias ap0s realizacdo
do retalho cutédneo isquémico em ratos e houve significante reducdo da necrose das
lesdes irradiadas.

No grupo de 14 dias apds lesdo, notou-se inflamacéo discreta, mais evidente nos
animais do grupo controle. Todavia, neste periodo, a cicatrizagdo estava completa,
formada pela nova epiderme, com crescimento de pélos em todos os animais, 0 que
também foi descrito por outros autores (MEDRADO et al, 2003; ARAUJO et al, 2007).

Pugliese et al (2003) descreveram uma expressdo similar das fibras elésticas ao
7° e 14° dias nos animais do grupo controle e grupo tratado com dose Unica de laser
GaAlAs (AM670nm) em lesdes experimentais no dorso de ratos Wistar, nas fluéncia de
4)/cm? e 8J/cm2, Esses resultados diferem parcialmente dos encontrados no presente
estudo, pois foi observada diferenca estatisticamente significante nos animais dos
grupos de 7 dias, com quantidade acentuada de fibras no grupo laser. Todavia, aos 14
dias ambos 0s grupos apresentavam valores de média semelhantes estatisticamente.
Assim sendo, o laser pode auxiliar no processo de formacéo precoce de fibras elasticas.
Embora ndo existam dados na literatura que indiquem uma possivel acdo bioestimulante
do laser sobre as fibras elasticas nestes periodos, uma vez que a sintese das fibras
elasticas é um evento que ocorre cronologicamente mais tarde em comparagdo com as
fibras de coldgeno, seria possivel encontrar diferengas mais acentuadas entre o grupos
se 0 periodo estudado fosse prorrogado para 21 a 30 dias (PUGLIESE et al, 2003).

Pugliese e colaboradores (2003) concluiram que a terapia a laser de baixa
poténcia parece aumentar a expressdo e organizacdo de fibras colagenas em lesGes de
pele de ratos, apesar de ndo ter sido encontrada diferenga significante estatisticamente
entre 0s grupos controle e tratado com laser. Para Aradjo et al (2007), a irradiagéo pelo
laser aparenta ter um efeito na organizacdo das fibrilas de colageno no compartimento
extracelular, sendo que os efeitos benéficos desta terapia foram particularmente
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distinguiveis nos dias 8 e 15 apds lesdo. Mendez et al (2004) também relataram uma
maior deposicdo de colageno nos animais que receberam laserterapia. Todos esses
resultados corroboram com o do presente estudo, pois embora ndo tenha ocorrido
diferenca estatistica significante, observou-se maior expressdo das fibras colagenas,
com maior tendéncia a organizagao no grupo de animais que receberam a terapia a laser
14 dias apo6s a lesdo experimental e a instituicdo do tratamento.

O aumento na expressao e organizacao das fibras colagenas e elasticas pode
ocorrer, segundo Novoselova e colaboradores (2006), devido ao notavel o efeito da
irradiacdo do laser na biologia dos fibroblastos. Os autores demonstraram que aos 8 dias
apos a lesdo, os fibroblastos das lesdes irradiadas possuiam sinais de alta sintese de
proteinas e secrecdo, além de muitos fagossomos contendo coldgeno, indicando
compromisso com a degradacdo da matriz extracelular danificada. A fagocitose das
fibras coladgenas foi claramente notada nas lesBes irradiadas. Um outro estudo
demonstrou que as dermes das feridas irradiadas continham fibroblastos grandes e
ativados, assim como maior nimero de miofibroblastos. Adicionalmente, observaram
que os fibroblastos dos animais irradiados demonstraram um alto numero de
fagossomos contidos no colageno quando comparados com os fibroblastos dos animais
ndo irradiados (ARAUJO et al, 2007).

O laser de baixa poténcia modula a funcdo de células imunoldgicas in vitro
(NOVOSELOVA et al, 2006). Araujo et al (2007) sugeriram que como a irradiacdo pelo
laser inibe a resposta inflamatéria, ocorrendo precoce diminuicdo do numero de
macrofagos. 1sso corrobora parcialmente com o presente estudo. Neste, ndo houve
diferenca significante no nimero de macréfagos quando comparados 0s animais do
grupo controle com o grupo laser em cada periodo de avaliagdo. Todavia, observou-se
no grupo controle um namero maior de macréfagos no primeiro dia apés a leséo e sua
reducdo gradual, sendo que estatisticamente o valor de p estava muito proximo de
demonstrar diferenca significativa. J& na comparacdo evolutiva dos grupos tratados com
laser, notou-se que os macrofagos aparecem no primeiro dia no leito da lesdo,
aumentam no terceiro dia e reduzem apenas no sétimo e décimo quarto dias, sendo essa

reducdo ndo significativa estatisticamente.
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No presente estudo, foi evidente o menor nimero de macréfagos nos grupos
tratados pela laserterapia em todos os periodos avaliados. Estudos demonstram que o0
laser terapéutico de baixa poténcia promove estimulo a atividade macrofagica e
aumento da atividade fagocitica (BERKI; NEMETH; HEGEDUS, 1988; ZHENG et al,
1992; DUBE; BANSAL; GUPTA, 2003). Nesses estudos, foram encontrados aumento
da atividade dos marcadores de estimulagdo de macréfago, como catepsina (DUBE;
BANSAL; GUPTA, 2003), quantidade de lisozima (ZHENG et al, 1992; DUBE;
BANSAL; GUPTA, 2003) e atividade da fosfatase acida na lisozima (ZHENG et al,
1992). Lisozima e catepsina sdo enzimas que regulam os mecanismos celulares
citotoxicos (BERKI; NEMETH; HEGEDUS, 1988; ZHENG et al, 1992). Outros
trabalhos in vitro demonstraram que macrofagos irradiados com laser produzem fatores
de crescimento capazes de modular a proliferacdo fibroblastica (YOUNG et al, 1989;
RAJARATNAM; BOLTON; DYSON, 1994). Assim, a quantidade de macréfagos pode
ser menos importante que a funcionalidade destas células durante o processo de reparo

tecidual.

CONCLUSAO

Os resultados encontrados permitem concluir que o laser terapéutico de baixa
poténcia A = 904nm, nas especificagdes do equipamento utilizado, densidade de energia
de 1J/cm? conforme o protocolo deste estudo, modifica a infiltracdo de macrofagos
durante o processo de reparo, 0 que pode estar relacionado com a diminuicdo
progressiva da resposta inflamatéria e antecipacdo do periodo de formacdo de fibras
elasticas, demonstrando-se eficiente na antecipacao do processo de cicatrizacdo cutanea

de camundongos.
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