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RESUMO

Os laseres tém sido usados em diversas especialidades médicas por mais de uma
década. Um dos laseres mais usados na Odontologia € o laser do CO,, o qual tem uma
excelente absor¢cdo em tecidos bucais, por isso € largamente utilizado em cirurgia de
tecidos moles. Além dos laseres cirurgicos, a laserterapia tem sido usada com sucesso
em diversas circunstancias como no combate a dores e em reparo de feridas. Neste
estudo foram utilizados 54 ratos machos (Ratus norvegicus albinus, linhagem Wistar)
com cerca de 8 semanas e pesando em média 250g, mantidos em ciclos de dia/noite de
iluminacdo e temperatura ambiente. Os animais foram mantidos em caixas plasticas em
grupos de trés e alimentados com dieta padronizada, com agua "ad libitum". Sob GA
(hidrato de Cloral de 10%) foi realizada ferida padronizada no dorso dos animais
previamente tricotomizados, utilizando bisturi convencional (grupos 1, 2 e 3) ou com 0
laser do CO, Sharplan, 20C, 5W, RSP (grupos 4, 5, e 6). Os grupos 1 e 4 foram os
controles, os grupos 2 e 5 foram tratados com a terapia a laser de A660nm (20J/cm?,
30mW, didmetro de 3mm) e os grupos 3 e 6 foram tratados com laserterapia de A830nm
(20J/cm?, 40mW, diametro de 3mm). A terapia do laser foi aplicada transcutanamente em
guatro pontos em torno da ferida e comecada imediatamente depois da cirurgia, repetida
no dia seguinte e depois a cada 48h durante o tempo experimental (3, 8 ou 14 dias). Os
animais foram sacrificados dentro dos principios da bioética, com overdose do
anestésico geral e os espécimes foram processados para exame histolégico, corados em
H&E, Picrosirius e imunomarcados com a-actina e Vimentina. A analise histologica foi
baseada em diversos aspectos do processo de reparo como: reepitelizacéo, formacéao de
colageno, edema, neovascularizacao, infiltrado inflamatério, presenca do miofibroblastos
e fibroblastos. Os resultados evidenciaram reparo mais precoce no grupo 2, bem como
maior maturacdo da matriz colagénica e aceleracdo da resposta inflamatéria foram vistos
em todos os grupos irradiados quando comparado a seus controles. A imunomarcagao
evidenciou menor presenca de miofibroblastos em feridas feitas com laser do CO;
guando comparado aquelas executadas com bisturi. O estudo concluiu que a laserterapia
ofereceu um melhor padrao histologico de reparo, com uma formacao mais avancada de
coldgeno, uma resposta inflamatéria mais rapida e menor formacado de edema, assim
como menor contracéo e formagéo de cicatriz em feridas realizadas com laser de COx.
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ABSTRACT

Lasers have been used in several medical specialties for more then a decade. Amongst
the most used lasers in Dentistry is the CO, laser, which is a laser which has a very good
absorption by the oral tissues and is widely use to perform several surgical procedures
mainly on soft tissues. Besides the surgical lasers, laser therapy has been used
successfully to improve and treat several conditions. Amongst them, it has been widely
use to improve wound healing. Fifty-four male Wistar rats (Ratus norvegicus albinus
Wistar) average 8 weeks and averaged weigh of 250mg were kept on day/night cycles of
illumination and at environmental temperature. The animals were kept on plastic gages in
groups of three and were fed with standard laboratory pelted diet and had water “ad
libitum”. Under GA (10% Chloral Hydrate ) the animals had a standard wound made on
their dorsum either with the scalpel (groups 1, 2 and 3) or with the CO, Laser (Sharplan,
20C, 5W, CW, RSP; groups 4, 5, and 6). Groups 1 and 3 acted as controls, groups 2 and
5 were also treated with laser therapy with A660nm (20J/cm?, 30mW, diameter of 3mm)
and groups 3 and 6 were treaded with A830nm laser light (20J/cm?, 40mW, d3mm).
Laser therapy was applied transcutaneously in four points around the wounded site and
started immediately after surgery and was repeated at every 48h during the experimental
time (3, 8 or 14 days). The animals were humanely killed with an overdose of general
anesthetic and specimens taken for histology. The specimens were routinely processed
to wax, cut and stained with H&E, Picrosirius and immunomarked a-actin. The histological
analysis was based on several aspects of the healing process: re-ephitelization, collagen
formation, edema, neovascularization, inflamatory infiltrate, presence of myofibroblast
and fibroblast. The results evidenced a more precocious healing on group 2 and a
advanced maturation of the collagen matrix and advanced inflammatory response was
seen on all irradiated groups when compared to their controls. Imunnomarking evidenced
a minor presence of myofibroblast on CO, laser wounds when compared to the ones
performed by the scalpel and less scarring. It is concluded that lasertehrapy resulted in a
better repair with a more advanced collagen formation, quick inflammatory response and
less edema. Laser wounds less contraction and no scaring.
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REFERENCIAL TEORICO

O reparo de feridas dérmicas consiste em um processo complexo que passa por
algumas etapas e o resultado final dependera de alguns fatores tais quais 0 processo
gue a originou e 0 seu tratamento posterior. Os estudos sobre laser em processos de
reparo de feridas visam, através do controle de suas etapas, oferecer um melhor padréo

de cicatrizacéao.

A fotoablacdo é uma manifestacdo térmica produzida pelos laseres cirdrgicos,
dentre eles o de CO,, e se caracteriza pelo processo de remocao de tecido através de
sua vaporizacdo, devido ao superaquecimento dos fluidos tissulares, levando a
hemostasia do tecido irradiado (BRUGNERA JUNIOR; PINHEIRO, 1998; PIMENTA,

1990 Apud VARANDAS; GENOVESE, 2000).

Atualmente, o laser de CO, é considerado um recurso importante dentro da
cirurgia odontoldgica. Isto se deve a grande afinidade de seu comprimento de onda aos
fluidos tissulares, oferecendo inUmeras vantagens tais quais: boa coagulacao, dispensar
sutura, minimizar desconforto pos-operatorio, entre outras. Estas vantagens do laser de
CO;, possibilitam sua utilizacdo em cirurgias extensas de tecido moles na boca, onde se
torna dificil a realizacdo de sutura e assim oferece reparacdo do leito cirdrgico por
segunda intencdo, diminuindo o tempo cirirgico e a perda de sangue (VARANDAS;

GENOVESE, 2000; BRUGNERA JUNIOR; PINHEIRO, 1998; NICCOLI-FILHO et al.,
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1998). Também é caracteristica de feridas realizadas a laser a pequena ou ausente
contracdo do tecido reparado quando, comparadas as feridas realizadas com bisturi.
Esta contracdo acontece, principalmente em excisdes, onde ha grande perda de tecido e
seu objetivo é a aproximacao das bordas da ferida, porém, pode resultar em formacéo de
cicatriz. Este fendbmeno se deve a consideravel diminuicAo ou auséncia dos
miofibroblastos, os quais séo fibroblastos com caracteristicas de células musculares lisas
(FREITAS, 2000). Para Sanders e Reinisch (2000), além da hemostasia e da menor
formacdo de cicatriz, acreditam ainda em outros beneficios do laser de CO, como

esterilizacdo imediata das feridas cirargicas.

Apesar dos inumeros beneficios da realizacdo de cirurgias com laser de CO;, o
aumento de temperatura provocado aos tecidos vizinhos acarreta retardo no processo de
reparo devido a maior destruicdo de coldgeno dos tecidos circunvizinhos e maior area de

necrose quando comparado a incisées com bisturi convencional (RALDI et al., 1999).

Uma gama de técnicas tem sido estudada para minimizar estas injdrias térmicas
causados pelo laser de CO,. Para Sanders e Reinisch (2000), um dos parametros
importantes e responséaveis pelo superaquecimento dos tecidos irradiados por laser de

CO,tem sido a duracao do pulso.

Por outro lado, os laseres néo cirirgicos ou néo-ablativos possuem propriedades
de biomodulacdo decorrentes do efeito fotoquimico, o qual consiste na acao da luz sobre
0S processos moleculares e bioquimicos normalmente existentes nos tecidos. Um

exemplo deste efeito fotoquimico é a aceleracdo da fase inflamatdria que ocorre nos
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processos de reparos de tecidos moles, bem como modulacdo nos processos de
proliferacéo celular e formacéo de colageno (BRUGNERA JUNIOR; PINHEIRO, 1998). A
biomodulacdo fornecida pelo laser é de natureza fotobiolégica e envolve a cadeia
respiratéria mitocondrial, induzindo mudancas nos niveis do AMPc (Adenosina
monofosfato ciclico) que € um nucleotideo ciclico que possui fun¢des regulatorias em

diversos processos metabdlicos (KARU, 1987).

Existem evidéncias clinicas de que a biomodulac&do proporcionada pelo laser ndo
cirdrgico pode minimizar os danos térmicos causados pelo laser de CO,, regulando a
reacao inflamatoria e incrementando a formacéo de colageno, acelerando o processo de
reparo de cirurgias a laser (BRUGNERA JUNIOR; PINHEIRO, 1998). E foi neste sentido
gue direcionamos nossa investigacao, acreditando na obtencdo de melhores resultados
no processo de reparo quando associado a laserterapia de baixa intensidade nas

cirrgicas com laser de CO..

» Reparo de feridas cutaneas

Qualquer solucéo de continuidade na pele pode ser chamada de ferida e, tanto a
regeneracao quanto a cicatrizacdo sado determinados por mecanismos essencialmente
similares, envolvendo a migracdo, proliferacdo e diferenciacdo celulares, bem como

interacdo entre as células e a matriz (COTRAN et al., 1999).

O reparo de feridas dérmicas passa por trés fases antes do seu reparo completo,

sendo elas: a fase inflamatéria; fase fibroblastica e a fase de remodelamento ou
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cicatricial. A fase inflamatéria prepara a ferida para a cicatrizacdo e remove restos
celulares e tecidos desvitalizados. A fase fibroblastica reconstréi as estruturas
danificadas e proporciona forca tensil a ferida. Finalmente, a fase de remodelamento
modifica a cicatriz imatura para uma madura, a fim de ajustar-se ao tamanho da ferida e
também da forma final a lesdo. Essas fases sdo complexas e altamente organizadas. As

fases se sobrepfem uma a outra e o final de uma fase estimula o inicio da outra [...].

A reparacdo tecidual é a substituicdo do tecido perdido por tecido de granulagéo
gue amadurecera, originando o tecido cicatricial. Apds a agressao sofrida pela derme
ocorre uma vasoconstriccao arterial fugaz seguida de vasodilatacao intensa de capilares
e veias locais. Também ocorre a liberacdo de mediadores quimicos e moléculas
vasoativas, aumentando a permeabilidade vascular. Ha liberacdo de fatores
guimiotaticos que recrutam neutréfilos e leucécitos e estes produzem e liberam mais
mediadores inflamatérios. Todo este processo corresponde a uma fase que se denomina
didaticamente de fase hemorragica e o tecido lesado esté se preparando para a segunda
fase que é a fase inflamatéria, em seguida, a fase de regeneracdo. Sendo assim, apés a
fase hemorragica, ocorre a formacgéo do coagulo de fibrina devido a saida de fibrinogénio
dos vasos e sua transformacédo em fibrina (RUBIN; FABER, 1990; MONTENEGRO;
FRANCO, 1999). Com a formacdo da rede de fibrina e conseqientemente o coagulo,
ocorre um aumento do fluxo sanguineo, aumento da permeabilidade capilar e liberagcéo
de histamina pelos mastocitos. Clinicamente estes eventos vao resultar num aumento de
volume local (edema) e aumento da temperatura na regido. Esta Instalado o processo
inflamatodrio agudo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1995). Nesta fase inicial também ocorre a

contragdo é a redugdo mecanica na dimensao do ferimento, como resultado da acgéo de
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Miofibroblastos, que sdo células originarias de células perivasculares (pericitos) ou
células precursoras mesenquimais. Estas células surgem de dois a trés dias apos a
lesdo e sua contracao ativa reduz a dimenséo do ferimento em até 70% (RUBIN; FABER,
1990).

ApoOs esta fase inflamatoria aguda, por volta do sétimo dia apds a agresséao, as
células leucaocitarias, fibrina e neutrofilos dao lugar a um exsudato mais rico em linfocitos,
macrofagos, fibroblastos, dando origem a um processo mais cronico — formando o tecido
de granulacdo. A matriz extracelular vai ficando mais densa, rica em fibras colagenas
devido a deposicéo de colageno pelos fibroblastos e corresponde a fase de remodelacéo

e por fim a cicatriz fiborosa (MONTENEGRO; FRANCO, 1999).

A cicatrizacdo de uma ferida serd determinada de primeira intencdo ou de
segunda intencdo a depender da natureza da ferida. O reparo de feridas causadas por
incisbes cirargicas, limpas, ndo infectadas e aproximada por sutura € denominada de
cicatrizacdo primaria ou por primeira intencdo. Este tipo de incisdo provoca morte de um
namero limitado de células e de ruptura da membrana basal epitelial. Este estreito
espaco é rapidamente preenchido por sangue coagulado, rico em fibrina. A desidratacéo
deste coagulo forma a conhecida crosta que recobre a ferida protegendo-a (COTRAN et

al., 2000; FREITAS, 2000).

No caso da cicatrizagdo por segunda intencdo, também conhecida como
cicatrizagdo secundaria, cicatrizacdo por granulacdo ou cicatrizacdo chamada aberta
ocorre quando ha uma perda extensa de tecido, ou seja, quando se origina de excisao.

Este processo difere da cicatrizacdo por primeira intengcdo primeiramente pelo tamanho
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do defeito a ser reparado e inicialmente apresenta uma maior quantidade de fibrina,
restos necréticos e exsudato a serem removidos, resultando numa reacao inflamatéria
mais intensa, com maior migracdo de vasos, maior quantidade de tecido de granulacéo,
por conseguinte tornando o processo de reparo mais lento. E o aspecto que difere mais
claramente nos dois processos de reparo é a contracdo da ferida devido a maior
migracao de miofibroblastos (SHAFER et al., 1987). Grandes feridas em pele de coelho
sofrem reducdo em 5 a 10% de seu tamanho em aproximadamente seis semanas devido
a contracdo. Esta contracdo tem sido atribuida, pelo menos em parte, a presenca de
miofibroblastos — fibroblastos alterados que possuem caracteristicas ultra-estruturais de

células musculares lisas (COTRAN et al., 2000).

Os miofibroblastos, fibroblastos com caracteristicas de musculo liso tém acao de
contracdo nos processos de reparo, cessando quando as bordas da ferida se justapfe
(inibicdo por contato), ou quando a tensdo da pele circunjacente a ferida excede a sua
forca contratil, ou ainda quando ha acumulo e maturacdo de colageno associados a
diminuicdo do numero de Miofibroblastos (KOOPMAN, 1995). Os miofibroblastos podem
ser evidenciados pelo marcador alfa-actina do musculo liso (a-SMA), particularmente
para o fenétipo que esta envolvido nos fenémenos de contragdo. Outros marcadores que
podem evidenciar os miofibroblastos que ndo estdo envolvidos com o fenbmeno da
contracdo, como a Vimentina e a Desmina (BADID et al., 2000). Os miofibroblastos sao
encontrados entre o quarto e o vigésimo segundo dia das feridas das feridas
experimentais, com um pico de densidade no oitavo dia. Devido a presenca dos
miofibroblastos ja no quarto dia de reparo, autores recomendam o inicio das terapias nos

primeiros dias do processo de reparo (CORNELISSEN et al., 2000).
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Os fibroblastos sdo a maior fonte de matriz de proteinas que restaura a
continuidade do tecido lesado. Dois processos estdo envolvidos na fibroplasia: migracéo
e proliferacéo de fibroblastos e a deposicdo de matriz extracelular por estas células. A
permeabilidade vascular dos vasos neoformados neste tecido de granulacdo também
favorece a deposicdo de proteinas plasmaticas, como fibrinogénio e fibronectina na
matriz extracelular, proporcionando estroma para o crescimento de células endoteliais. A
migracado dos fibroblastos para o local da lesdo e a sua subsequente proliferacdo sao
deflagrados por numerosos fatores de crescimento e as denominadas citocinas

fibrinogénicas (COTRAN et al., 1999).

A medida que o reparo progride, o nimero de células endoteliais proliferantes e
fibroblastos diminuem. Os fibroblastos progressivamente tornam-se mais sintéticos e
depositam quantidades aumentadas de matriz extracelular. Os colagenos fibrilares
formam uma importante parte do tecido conjuntivo nos sitios de reparo e sao importantes
no desenvolvimento da resisténcia na cicatrizacdo de feridas. A sintese de colageno
pelos fibroblastos comeca numa fase relativamente precoce, dentro de trés a cinco dias,

e prossegue por varias semanas, dependendo do tamanho da ferida (ANDRADE, 1999).

As células da matriz, principalmente os Fibroblastos, sintetizam os colagenos sob
a forma solavel, o protocolageno que em seguida é clivado e torna-se insoluvel e se
agrega ao longo dos outros formando protofibrilas. A reunido destas protofibrilas da lugar
as fibrilas, que por sua vez se agregam formando as fibras, as quais podem ser

observadas ao microscépio de luz com a coloragcdo do sirius vermelho. Este corante
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evidencia as fibras colagenas, servindo como seu marcador especifico microscopia de
luz. Todavia, este exame ndo é adequado para reconhecer diferentes isétopos do
colageno. As fibras sédo dispostas inicialmente ao acaso, orientadas em varias direcdes
no abundante material amorfo. Este “padrao frouxo” é gradualmente substituido por um
“‘padrao denso” quando as fibras colagenas sdo compactadas em feixes paralelos e bem
orientadas, oferecendo maior resisténcia a regiao regenerada, tendo os Fibroblastos uma

participacao significante neste processo (ANDRADE, 1999).

O colageno é uma proteina fibrosa cujo tamanho é 3000A x 14A com funcées
estruturais importantes. Constituem parte importante da matriz extracelular, contribuindo
para a preservacao da integridade e da forma da maioria dos tecidos biolégicos da
maioria dos tecidos. As fibras colagenas estdo também envolvidos no desenvolvimento
embrionario, fendbmenos adesivos e de movimentacdo celular. Ha varios isétopos de
colagenos conhecidos atualmente, cada um com estrutura prépria e finalidade distinta.
Os principais tipos de colageno humano séo do | ao IX, cada um em com tecido e funcéo
especifica. Os tipos de colageno mais abundantes sdo os tipos I, Il, lll, sdo os chamados
colagenos intersticiais, dentre estes os colagenos tipo | e lll sdo os envolvidos no
processo de reparo de tecidos moles. O colageno tipo Ill, também denomin~-" “~*al ou
embrionéario corresponde ao principal componente da reacdo de granulag as
em cicatrizagcdo e da camada reticular do tecido conectivo da mucosa oral. Com a
progressao da cicatrizacdo, a quantidade de colageno tipo Il diminui e um colageno mais

forte e robusto, o tipo | é depositado (COTRAN et al., 2000).
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Em dois a trés dias ap0s a lesdo, observam-se células ovais com grande atividade
mitética. Em quatro a cinco dias foram encontrados fibroblastos bipolares produzindo
fibronectina, colagenos tipo | e Il e proteoglicanas. O inicio de producdo de colagenos
pelos fibroblastos ocorre apds 24 horas da lesdo, entretanto a deposi¢cdo de colageno

nos tecido ndo é aparente até o quarto dia apos a lesdo (RUBIN; FABER; 1990).

Inicialmente predomina-se o colageno tipo lll, e apos sete a oito dias o colageno
tipo | é predominante. As fibras colagenas sao depositadas em paralelo aos fibroblastos
e estes estdo dispostos em angulos de 90° em relagcdo aos capilares. Durante a
cicatrizacdo, os neutrofilos, macréfagos, células epiteliais e fibroblastos sdo capazes de
produzir colagenase e todos participam da degradacédo do colageno tipo Il [...]. A maior
parte do colageno tipo lll possui um sitio suscetivel a proteases inespecificas. Mesmo
apo6s a remocao do colageno lll, a atividade da colagenase permanece elevada no sitio
do ferimento por alguns meses. Apds 0s estagios iniciais da cicatrizacdo, a resisténcia
ténsil é estabelecida, os capilares sao reabsorvidos e inicia-se a mobilizacdo do tecido
Para tanto é necesséario que as fibras e feixes de colageno sejam re-
acordo com as novas linhas de forca e isso ocorre com a remocao do colageno

inicialmente depositado e pela deposi¢do de novas fibras colagenas| ... ].

Cotran et al. (2000) relatam ainda alguns fatores locais e sistémicos que
interferem nos processos de cicatrizagdo, tais como: deficiéncia nutricional como
caréncia protéica e de vitamina C que interfere na formacéo do colageno. A ocorréncia
dos Diabetes Mellitus, suprimento sangiineo inadequado, horménios como o0s

glicocorticéides tém acao antiinflamatéria e inibem a producéo de colageno. Localmente
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a infeccdo € a mais importante causa de retardo na cicatrizacdo. Outros fatores podem
retardar o reparo como fatores mecanicos, tais como movimentacédo precoce da ferida,
corpos estranhos, tamanho e localizacéo da ferida, onde areas pouco vascularizadas tém
menor poder de regeneracdo. Shafer et al. (1987) mencionam além dos fatores acima, a
idade do paciente. Apesar da causa desconhecida, os autores relatam que o tempo de
cicatrizacdo € inversamente proporcional a idade do paciente. Também é mencionado o

efeito da radiacéo por raios X, onde a depender da dose pode inibir ou estimular.

> Laser

A palavra Laser € um acronimo para Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation, que significa amplificacdo da luz por emissdo estimulada de radiacao.
Baseado na teoria quantica de Planck, a teoria da emissdo de luz estimulada foi
apresentada por Einstein, e em 1916, o seu importante trabalho Zur Quantum Theorie
der Stralung, proporcionou o desenvolvimento teérico do laser. Mais tarde, Schawlow e
Townes elaboraram os principios pelos quais os Laseres operam. Em 1964, o prémio
Nobel foi concedido para Townes, Basov e Prokholov, creditando-lhes o desenvolvimento
da Teoria das Emissdes Espontanea e Estimulada de Radiacdo (PINHEIRO; FRAME,

1991; BRUGNERA JUNIOR; PINHEIRO, 1998; PINHEIRO, 1998).

O processo de emissao de luz estimulada ocorre quando os a&tomos ou moléculas
recebem estimulo, deslocam-se para niveis energéticos mais elevados de forma

transitoria, e quando retornam ao seu nivel de repouso, emitem o dobro de energia
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absorvida em forma de fotons. Entdo, os atomos ja excitados interagem com um novo
féton e liberam para o meio dois fotons induzidos, gerando entdo a emissédo estimulada
de energia. A descarga inicial de fétons que pode ser em forma de energia radiante, é
absorvida por atomos vizinhos, os quais se tornam excitados e liberam mais energia com
0 mesmo comprimento de onda. A radiacédo produzida é entdo refletida para frente e para
tras dentro da cavidade Optica, progressivamente excitando atomos. Esta cavidade
Optica varia em tamanho e forma a depender do meio ativo e poténcia do laser e dentro
dela existem dois espelhos posicionados em cada uma das extremidades da camara,
onde um dos espelhos é totalmente reflexivo e o outro parcialmente reflexivo. Esta
diferenca de niveis de reflexdo entre os espelhos permite a saida da radiacdo de dentro
desta cavidade o6ptica, formando assim o raio laser (PINHEIRO, 1998).

Existem varias classificacdes para os diversos tipos de laseres utilizados na area
meédica e variam em seus principios ativos, poténcia e consequientemente sua indicacao.
De acordo com o meio ativo, os laseres sdo divididos em: sélidos, como o laser de Rubi;
podem ser liqguidos como no caso do laser de corante (Rodamina); os gasosos, dentre
eles estdo o laser de Ar (Argbnio), o laser de CO, (dioxido de Carbono), HeNe (Hélio-
Nebnio), HeCd (Hélio-Cadmio) e GaAs (Arseneto de Galio). Ainda podem ser mistos
como Nd:YAG (Neodimio: itrio, Aluminio, Granada), Er:YAG (Erbio:itrio, Aluminio e
Granada) e Ho:YLF (Holmio: fluoreto de itrio Litio). Os laseres também podem ser
classificados de acordo com as suas propriedades terapéuticas em dois grandes grupos:
os laseres nao-cirargicos e os laseres cirurgicos. Os laseres cirargicos mais utilizados na
cavidade bucal sdo o de CO,, Ar, Nd:YAG e Er:-YAG . E ainda podemos dividi-los de
acordo com seu modo de funcionamento continuos, pulsateis e Q-switched (BRUGNERA

JUNIOR; PINHEIRO, 1998; PINHEIRO, 1998).
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> InteracOes teciduais do laser

A radiacéo laser € uma forma de radiacdo nado-ionizante altamente concentrada,
localizada entre o espectro infravermelho e vermelho, e a interacéo entre o raio laser e 0
tecido pode gerar efeitos como biomodulador ou ablativo que dependem do comprimento
de onda e a sua afinidade pelo tecido irradiado, bem como da densidade de poténcia e o
tempo de irradiacdo. Sendo assim, a radiacao laser é bem tolerada pelos tecidos e pode
ser usada terapeuticamente, sem riscos para o0 paciente e sem oferecer contra-indicacao

para pacientes gestantes, nem portadores de marca-passo (PINHEIRO, 1998).

Os fendbmenos que envolvem a interacdo entre os diversos laseres e tecidos
baseiam-se principalmente no entendimento das reacfes que podem ser induzidas
nestes tecidos pela luz laser. Cada tipo de meio ativo produz uma luz laser de
comprimento de onda especifico e cada comprimento de onda reage de uma maneira

diferente com cada tecido (PINHEIRO, 1998).

Veremos entdo os parametros fisicos do raio laser, que determinam o tipo de acao

resultante da interagdo do laser nos tecidos, que foi bem descrito por Reinisch (1996):

1. A frequéncia da onda, que significa o total de ondas que passam por um
determinado ponto, num intervalo de tempo de um segundo;
2. A poténcia do aparelho de laser que € a energia liberada por unidade de

tempo, medida em Watts (W);
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3. A densidade de poténcia é a energia liberada por segundo e por unidade de
superficie, tém sua unidade em Watts/cm? ou Joules/s X cm? , como a
densidade de eneriga, porém depende do ponto de impacto de raio e da
poténcia emitida. E importante ressaltar que este parametro é determinante
nos efeitos bioldgicos produzidos pelo laser;

4. A densidade de energia corresponde a quantidade de energia necessaria
para irradiar 1mm® de tecido a qual é determinada pela quantidade de
energia necessaria para aquecer 1mg de agua a 37°C ao vapor a 100°C,
expressa em Joules/ cm? e corresponde a densidade de poténcia sobre o
tempo;

5. O diametro do raio corresponde a impressao do raio numa superficie focal;
esta pode ser definida como a distancia focal, distancia entre a lente e 0
ponto focal.

A absorcdo da luz laser pelos tecidos pode resultar em quatro processos:
fotoquimico, fototérmico, fotomecénico e fotoelétrico e, de acordo com os efeitos clinicos
podem ser representados pelas seguintes manifestacbes: efeito fotoquimico:
biomodulacgéao; fototérmico: fotoablacéo e fotopirdlise; efeito fotomecanico: fotodisrupcao,
fotodissociacdo e efeitos fotoacusticos; e os efeitos fotoelétricos: fotoplasmolise
(BRUGNERA JUNIOR; PINHEIRO, 1998; PINHEIRO, 1998).

Dentre estes processos citados acima, ressaltamos a fotoablacdo e a
biomodulagcédo, antes chamado de bioestimulacdo. A fotoablacdo é uma manifestacéo
térmica dos laseres cirlrgicos e se caracteriza pelo processo de remocéo de tecido por
sua vaporizacdo e pelo superaquecimento dos fluidos tissulares, ocasionando

coagulacdo e hemostasia. Enquanto que, a biomodulacdo € decorrente do efeito



33

fotoquimico dos laseres ndo-ablativos, e corresponde ao efeito da irradiacdo da luz laser
sobre os processos celulares, moleculares e bioquimicos que normalmente ocorrem nos

tecidos [ ... ].

A fotomodulacao proporcionada pelo laser ja foi descrita por inUmeros estudos,
através de varias metodologias, e hoje é considerado por pesquisadores do mundo todo
um beneficio do laser no reparo de feridas limpas. Porém, o efeito biomodulador
depende do estado fisioldgico da célula ou do tecido no momento da exposi¢cao. Entdo é
possivel que a terapia a laser tenha pouco ou nenhum efeito 6ptico sobre condicbes
fisiologicas normais. O mecanismo pelo qual ocorre fotoestimulacdo celular e
consequentemente producao de colageno ainda € discutida, porém, a teoria mais aceita
€ a de que seriam as mitocdndrias os fotoreceptores de energia de luz, acarretando no
aumento na producao de energia e consequente aumento do metabolismo celular (YU et

al., 1997).

A absorcdo de energia pela cadeia respiratéria causa oxiredu¢cdo de NADH,
produzindo mudancas no estado de redox tanto na mitocondria quanto no citoplasma. A
ativacao da cadeia de transporte de elétrons resulta num aumento do potencial elétrico
através da membrana da mitocdndria, levando ao aumento no pool de ATP e finalmente
a ativacao da sintese de acido nucléico. O efeito de bioestimulacdo eleva os niveis de
fatores de crescimento, dentre eles o FGFB, levando ao aumento do numero de

fibroblastos e consequientemente maior formacéao de MEC [...]
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Desde a década de 80 que estudos vem comprovando a inducdo do aumento da
guantidade de ATP, com irradiacdo de comprimento de onda de 632nm, em mitocondrias
isoladas. Karu et al. (1995), em um estudo com cultura de células, evidenciaram que o
indice de ATP celular ndo muda durante os primeiros 15 minutos apoés a irradiacao. Este
aumento ocorre significativamente somente 20 minutos apds a irradiacdo. Depois um
periodo de 18 horas apés a irradiacado das células com luz de A632nm, a atividade das
enzimas mitocondriais NADH dehidrogenase e citocromo oxidase estiveram muito
aumentadas quando comparado com células-controle, sendo respectivamente de 241%

e 128%, com relacdo a 100% do grupo controle.

As Investigacdes com microscopia eletrénica realizada por Karu et al. (1995)
demonstraram mudancas nas mitocondrias isoladas e linfécitos humanos depois da
irradiacdo com luz vermelha de A632nm. A formacao das mitocéndrias “gigantes” fornece
um nivel mais elevado do turnover de respiracdo e de energia celulares. Irradiacdo com
laser de HeNe resulta no incremento de RNA mitocondrial e sintese de proteinas. Isto
pode ser atribuido a uma significante modificagdo na estrutura mitocondrial que
proporciona mudancas também na atividade enzimatica. Usualmente a mudanca de
energia de células em culturas indica que mais de 80% das moléculas de adenina de
nucleotideos podem se tornar ATP. Assim, o incremento no nivel de ATP celular induzido
por luz de A632nm se deve a sintese de novas moléculas de adenina de nucleotideos e a
fosforilacdo da ADP e adenosina monofosfato (AMP). A sintese de novas moléculas de
adenina nucleotideo pode explicar o aumento na concentracdo de ATP celular. Estas

possibilidades podem ser verificadas com a mensuracgao de niveis de ADP e AMP.



35

Os pesquisadores Al-Watban e Zhang em 2001 avaliaram o efeito de varios tipos de
laseres ndo ablativos, dentre eles o laser de HeNe, Ar, Criptonio e GaAlAs, no processo
de cicatrizacdo onde os melhores resultados foram apresentados pelo laser de HeNe,
com A632,8nm, com dose de 20J/cm?. Com relacdo & penetrabilidade dos laseres nos
tecidos biolégicos, concluem, que esta capacidade de transmissdo € diretamente
proporcional ao comprimento de onda do laser e a maior transmissdo na pele foi

apresentada pelo laser de GaAlAs.

Laser de CO,

O laser de dioxido de Carbono (CO,) desenvolvido por Patel no inicio dos anos 60,
emite comprimento de onda de 10.600nm (A=10,600nm), estando na faixa infravermelha

do espectro (BRUGNERA JUNIOR; PINHEIRO, 1998).

Entre os laseres ablativos, o laser de diéxido de Carbono é o mais indicado para
cirurgia de tecidos moles. Este laser tem como meio ativo o dioxido de Carbono
misturado a Nitrogénio e Hélio; possui comprimento de onda de 10,600nm e emite
radiacdo no espectro infravermelho (invisivel ao olho humano) (BRUGNERA JUNIOR;
PINHEIRO, 1998; PINHEIRO, 1998; FREITAS, 2000; FREITAS, 1998; FRAME, 1984;
PINHEIRO et al., 1997). O laser de diéxido de Carbono é fortemente absorvido na
superficie do tecido, derme e sobretudo mucosa bucal, devido a grande afinidade que o
seu comprimento de onda apresenta pelos fluidos tissulares. A depender do coeficiente
de absorcéo do tecido irradiado, o laser cirargico, ao incidir pode levar a vaporizacao,

carbonizacdo, coagulacdo ou unicamente desnaturacdo protéica (FRAME, 1984;
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BRUGNERA JUNIOR; PINHEIRO, 1998; PINHEIRO, 1998). Quando a energia é
intensamente absorvida pelo tecido, ocorre vaporizacao intra e extracelular, com ruptura
da membrana celular, resultando numa ferida que cicatrizara por segunda intencao

(FRAME, 1984).

Em especial o aparelho de laser de CO, modelo Sharplan 20C®, possui dois
sistemas operacionais, baseados em dois controles distintos, que podem ser combinados
entre si resultando em nove combinacdes possiveis de padrbes de funcionamento,
permitindo ampla aplicabilidade clinica. Estes controles sdo: o modo operacional de
producédo do laser e 0 modo operacional de exposi¢cdo. O modo operacional de producéo
controla o padréo e o pico de poténcia produzida, e pode ser continuo, CW (ondas
continuas) que emite luz laser continua; superpulso (RSP) e o pulsado que oferecem
uma sequéncia de luz laser em pulsos de tamanhos variaveis. JA& o modo operacional de
exposicao, controla a duracdo da emissao do laser sobre os tecidos e pode ser CW,
pulso simples ou pulso repetido. Modo operacional de exposicdo do laser: continuo, é
emitido num periodo de tempo sem ser interrompido; o pulso simples; emitido como um
pulso Unico e curto e o pulso repetido, emitido intermitentemente como uma série de
pulsos, sejam estes emitidos de forma continua, pulsado ou superpulso. Este aparelho
de CO; possui didmetro do spot de 1000y ou 1mm, frequéncia de 10Hz, pulso que
variam de 10milli-segundos (100 m seg) a 1s e tem poder de penetracdo nos tecidos

biolégicos em torno de 30um (micrémetros) (SHARPLAN, 1995).



37

Dentre as vantagens do laser de CO; esta a eliminacéo precisa de tecido, com
excelente hemostasia, resultante do vedamento de pequenos vasos, sanguineos e
linfaticos e conseqientemente uma boa visualizacdo do campo operatorio. Este efeito
também oferece a diminuicdo dos riscos de disseminacdo de células tumorais pelos
vasos locais, ja que estes se obliteram com a acéo térmica do laser o que leva também a
reducdo do edema e consequentemente diminuicdo da dor pos-operatoria. Também por
conta desta elevacdo de temperatura na area irradiada, é possivel se conseguir uma
esterilizacdo imediata da ferida no momento da irradiacdo. Ainda como vantagens, este
recurso também oferece menor contracdo da ferida e conseglentemente pouca
formacao de cicatriz, além de dispensar a sutura (MEDRADO et al., 2003; BRUGNERA
JUNIOR; PINHEIRO, 1998; PINHEIRO, 1998; FREITAS, 2000; SINHA; GALLAGHER,
2003). Pesquisadores vém mostrando as vantagens do uso do laser de CO; nas cirurgias
bucais, sobretudo em tecido mole, tendo em vista todos os beneficios que o torna
importante recurso como alternativa as cirurgias convencionais (MEDRADO et al., 2003;

FREITAS, 2000; FREITAS, 1998; FRAME, 1998; PINHEIRO et al., 1997).

Pinheiro (1993) utilizou o laser CO, em excisdes em dorso da lingua de rato para
verificar o efeito do aumento de temperatura nos tecidos. Através de técnica de
histoquimica, foram observadas trés zonas formadas apos a irradiacdo pelo laser de
CO,, classificadas como: a) zona de vaporiza¢do, onde ocorre a retirada tecidual atraves
da acédo do laser; b) zona de carbonizagcéo, area mais proxima da cavidade, responsavel
pela coloracdo escura; c) zona de vacuolizacdo, que € imediatamente vizinha a
carbonizacao, se assemelhando a uma esponja, pois ha formacéo de vapores durante a

irradiacdo. Sabendo-se que o calor se difunde através de algumas camadas abaixo do
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tecido irradiado, chegando a altas as temperaturas no tecido com a aplicacdo do laser
CO,, é de se esperar que ocorra um envolvimento de células onde ndo houve o contato
direto com o raio. A temperatura que se considera suficiente para que ocorra a
desnaturacdo protéica € de 60°C; assim, os tecidos que atingem esta temperatura,
mesmo que por uma fracdo de segundos séd@o considerados como danificados
permanentemente (BRUGNERA JUNIOR, 1999). A Figura 1 representa as alteracdes

teciduais causadas pelo aumento de temperatura com a irradiacdo com o laser de CO..

Fulton e Shitabata (1999) elaboraram um novo modelo fisico de interacao do laser
de CO; ultrapulso e a pele. Convencionalmente descreve-se o modelo fisico da forma de
cone dos efeitos do laser de CO, demonstrando a zona de vaporizacdo, zona de necrose
e zona de dano térmico. Os autores observaram clinicamente que este dano foi extensivo
para fora da area de incidéncia do feixe de luz laser, havendo assim uma lateralizacéo

dos efeitos do laser no tecido vizinho do plano da pele.

Fonte de Laser

Vaporizagao
Carbonizacao
Coagulagéo
Desnaturacgédo protéica
Ativacédo foto-térmica
Ativagdo nédo foto-térmica

i0n0nn

Tecido Alvo

Curva de Gauss

Figura 1 — Perfil especial Gaussiano de um feixe de laser e sua interacdo com o tecido

(FONTE: Freitas 2000)
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» Estudos realizados com laser de CO»,

O tecido tratado com o laser ablativo de CO, néo é “queimado”, mas quase sempre
ocorre uma vaporizacao instantanea do fluido intracelular, causando uma desintegracéo
da estrutura celular e simultaneamente a desnaturacdo protéica proxima a ferida
cirdrgica, o que leva a uma cicatrizacdo por segunda intencdo. Em conseqiiéncia a este
processo, forma-se uma camada de colageno desnaturado na superficie das feridas a
laser, que, provavelmente, atua como “cimento biolégico”, imediatamente apds a cirurgia,
reduzindo o grau de irritacdo local provocada pelos componentes bucais, amenizando,
consequentemente, a dor e o desconforto pés-operatorio (FISHER et al., 1983 Apud
RALDI, NICCOLI-FILHO, PRAKKI, 1999).

A resposta inflamatéria é uma caracteristica que diferencia a cicatrizacdo de
feridas realizadas com laser das feridas convencionais. Nas feridas realizadas com laser,
a fase inflamatoria da cicatrizacdo apesar de ser mais intensa, € mais breve que as
feridas convencionais, 0 que ajuda no processo de reparo, pois ambas terdo o tempo
total de cicatrizacdo semelhantes (PINHEIRO, 1993). Existem também, evidéncias
clinicas, de que o processo inflamatoério € atenuado quando a laserterapia é associada a

cirurgia a laser (FREITAS, 1998).

Quando comparada a resposta inflamatdria ocorrida entre as feridas realizadas
com eletrocautério, laser de CO; e bisturi, Johnson et al. (1997) observaram na ferida
realizada com laser de CO, uma resposta inflamatoéria inicial mais intensa e que se

perdura por mais tempo que as outras duas. Isto se deve ao fato de haver mais
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destruicéo tecidual na técnica do laser, com relacdo as outras duas técnicas. Porém, em
1993, Pinheiro verificou que o resfriamento prévio do tecido a ser irradiado com laser de
CO,, proporciona um menor dano tecidual e que estas feridas apresentam um reparo com

menor formacao de cicatriz e em um periodo semelhante aquelas realizadas com bisturi.

No trabalho realizado por Watanabe et al., (1987) observou-se imediatamente
apos a incisdo da mucosa de rato pelo laser de CO, a formacéo de cratera com material
necrotico ao longo das paredes. Quando a luz laser é absorvida pelo tecido, a energia
luminosa é transformada em calor e a temperatura na area de impacto aumenta
rapidamente até 100°C, ocasionando ebuligdo dos liquidos intra e extra-celulares e
vaporizacdo dos componentes teciduais, formando-se assim uma camada necroética do
tipo coagulativa. Apés trés dias da incisdo, a cavidade apresentou-se preenchida por
material fibrinoso com delicados feixes de fibras coldgenas em proliferacdo e poucos
neutréfilos polimorfonucleares. Ao Quinto dia de pdés-operatério ja foi percebido tecido
epitelial recobrindo a cavidade a qual encontra-se preenchida por material bem
organizado, com grande quantidade de fibroblastos e feixes compactos de fibras
colagenas, além de neovascularizagdo, linfocitos e plasmécitos. Apds sete dias a ferida

apresentou-se completamente cicatrizada.

Um estudo verificou os efeitos dos laseres de CO, e Er. YAG isolados e
combinados, com o intuito de identificar uma combinacédo ideal de laseres, com a
finalidade de explorar os efeitos teciduais mais favoraveis de cada laser. Utley et al.
(1999) trataram 10 pacientes em quatro pontos preauriculares, antes da ritidectomia

foram observados achados como necrose térmica, grau de reepitelizacédo, espessura das
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camadas da pele, dano ao colageno e nova formacéo de colageno. Apos sete dias, a
reepitelizacdo e a formacdo de colageno foi semelhante em todos os grupos, mas a
associacao do CO; e Er: YAG e o Er: YAG isolado mostraram menos necrose térmica,
menor injuria ao colageno e as camadas da epiderme. Embora o laser de CO;, possa
oferecer eritema persistente, mostra também a vantagem de menor contracédo da pele e

melhor cicatriz.

No estudo realizado por Raldi et al. (1999) em mucosa geniana de cées, se
comparou a ferida produzida com bisturi convencional e feridas com laser de CO, em
duas poténcias diferentes (10W e 20W); depois de observada pela microscopia de luz,
atraves das colora¢gfes de Hematoxilina e Eosina e Van Gielsen concluiu-se que o dano
térmico aos tecidos adjacentes € minimo e que nado ha diferenca significativa entre as
duas poténcias utilizadas. A proliferacédo epitelial nas feridas estudadas torna-se evidente
a partir do quarto dia de pos-operatorio, e se completa ao vigésimo oitavo dia, nas feridas

realizadas a laser e ao décimo quarto dia nas feridas com bisturi.

O dano térmico causado pelo laser de diéxido de Carbono é conhecido e relatado
por inUmeros experimentos, dentre eles o de Sanders e Reinisch (2000). Estes autores
compararam 0s danos térmicos causados por laser de dioxido de Carbono usado no
modo pulsado e continuo. O laser de CO, modelo Sharplan® foi usado com poténcia de
5W, em CW e 0,2 segundos de duracao do pulso e freqiiéncia de 1Hz e o laser de CO;
(TEA CO; da Argus Photonic group) em trés niveis de repeticbes: de 5HZ, 10Hz e 15Hz,
emitindo de 30 — 60mJ de pulso de energia. Os pesquisadores observaram que a injuria

térmica imediata a incisdo causada pelo modo continuo foi a maior de todas. A
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profundidade média de dano térmico obtida pelo laser de modo continuo foi praticamente
o dobro daquela encontrada com a frequéncia de 15Hz e a menor profundidade de dano
térmico foi obtida com o laser de CO, de modo pulsado na frequiéncia de 5Hz. Nao houve
diferenca estatistica significativa entre as frequéncias de 5 e 10Hz e entre 10 e 15 Hz. Os
resultados também mostraram que o0 modo pulsado retarda a cicatrizacdo
histologicamente em até 1,9 dia enquanto que o modo continuo atrasa em até seis dias.
Quanto aos testes de tensiometria, as cicatrizes de feridas produzidas com o laser de

CO, no modo pulsado foram praticamente tao fortes quanto as realizadas com bisturi.

Ainda no estudo de Sanders e Reinisch (2000), histologicamente as maiores
diferencas ocorreram nos menores tempos. A epitelizacdo ocorreu no terceiro dia em
100% dos reparos convencionais, 72% com laser pulsado e com laser continuo nao
houve a epitelizacdo completa. O dano térmico residual com o laser continuo foi 0 mais
alto, apresentando grande quantidade de colageno destruido pela temperatura elevada
no local e maior resposta inflamatéria aguda e seguido de maior formacao de tecido de
granulacao, significando que houve maior area danificada a ser reparada. No sétimo dia
o dano térmico ja era menor e a epitelizacdo e a reepitelizacdo s6 nao eram completas
em 50% das amostras das incisdes com o laser continuo. Ao 14° dia as incisées com
laser pulsado e bisturi mostraram-se mais maduras, ja com retorno a morfologia normal.
No vigésimo primeiro dia o laser continuo apresentava ainda maior quantidade de tecido
de granulacdo e menor maturagdo do colageno com relagdo ao grupo controle. Este

estudo conclui que um dos parametros chave para a utilizagdo do laser de CO, tem sido
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a duracdo do pulso do laser e que mesmo sendo menor que o0 tempo de descanso

térmico do tecido, ainda assim é percebida a injuria causada pelo aquecimento do tecido.

Fulton; Shitabata (1999) também observaram a extrema importancia do tamanho
do pulso no momento de amenizar os danos térmicos causados pelo laser de dioxido de
Carbono. Realizaram multiplas biopsias durante a remocéo de lesdes da pele com o
intuito de criar um novo modelo fisico de interacdo do laser de CO; ultrapulso e a pele.
As lesbes foram tratadas com pecas de mao colimadoras em mJ calibradas em
guantidade de energias de 100 a 500mJ. A vaporizacdo das lesbes com o laser foi
realizada com irrigacdo e a biopsia foi feita ap0s para a realizar a correlagdo clinico-
histolégica. Foi observado clinicamente que a acao térmica foi estendida lateralmente a
area de incidéncia do raio laser, percebendo efeitos térmicos nos tecidos préximos ao
plano da pele. Também foi percebido que na faixa de energia de 100 a 250mJ os
espécimes mostraram largas areas de coldgeno homogeneizado devido ao aquecimento.
O melhor indice terapéutico e menor dano térmico foi registrado com a energia de
350mJ. De 450mJ a 500mJ, a zona de vaporizagdo foi mais extensa, produzindo
vacuolos na derme com presenca de zona basofilica, dano do coladgeno e notavel

extensao do dano lateral.

Payne et al.,, (1998) compararam clinicamente parametros relevantes para a
eficiéncia da ablacéo, limiar de ablacédo e injuria térmica da irradiacdo do laser pulsado de
CO, com comprimento de onda de 10,6um e 9,5um. Constataram que a espessura da zona

superficial de injaria térmica foi superior nas incisdes realizadas com o laser no
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comprimento de onda de 10,6um, embora o mecanismo de ablagado tenha sido 0 mesmo
para ambos os comprimentos de onda.

Em estudos realizados por Luomanen e Virtanen (1987); Luomanen et al. (1987);
Luomanen e Virtanen (1991), utilizando feridas feitas com bisturi e com laser, os
resultados mostram um pequeno numero de vasos sangliineos ao redor das feridas
feitas com o laser em comparacdo as feridas feitas com o bisturi convencional até seis
horas apoOs a cirurgia, ressaltando a acdo hemostéatica do laser. Observou-se também
gue o numero de vasos sangiineos em ambos 0s casos aumentam na fase inicial do
processo de cicatrizacdo e posteriormente retornam a um numero dentro dos padrdes de
normalidade. Os resultados mostraram que a resposta inflamatéria foi observada seis
horas ap0s a cirurgia em ambos os grupos, e que feridas feitas com o laser de CO,
cicatrizam mais lentamente e com menor contragcdo que as convencionais, parecendo
com a cicatrizacdo por primeira intencdo. Estes resultados se confirmam em estudos

mais recentes (PINHEIRO, 1993; EDVARD et al., 1996).

Embora as feridas feitas com o laser cicatrizem mais lentamente que as feitas com
o bisturi convencional, sabe-se que ao final do processo de cicatrizacao as feridas feitas
com o laser apresentam algumas caracteristicas que as diferenciam de outras, como por
exemplo, as feridas com laser de CO, progridem com diminuicdo ou auséncia de
contragcdo quando comparadas com as feitas com bisturi convencional. Isto poderia ser
decorrente da pequena quantidade de miofibroblastos na regido da feridas, como
sugeriram inicialmente Fisher et al. (1983) e posteriormente comprovado por Pinheiro

(1993); Edvard et al. (1996) e Freitas (2000).
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Resultados semelhantes foram encontrados por Loumanen et al. (1988), através
de microscopia eletrénica e de fluorescéncia, foram avaliadas feridas realizadas em
lingua, mucosa e pele do dorso de ratos e analisadas nos tempos imediatamente apoés a
incisao, dois, quatro, sete, onze e vinte e oito dias apés a cirurgia. Para tanto, utilizou-se
bisturi e laser de CO, na poténcia de 10W, focado, com 0,5mm de diametro. Houve
pequena quantidade de miofibroblastos nas feridas realizadas com Laser, e observou-se
gue estas células se faziam mais presentes nas feridas da lingua e da pele. Com estes
resultados, os autores sugerem que a falta de contracdo da ferida esta relacionada com

a auséncia de organizacao dos miofibroblastos, sendo as feridas realizadas com o bisturi

como controle.

Outros estudos reafirmaram estes resultados, como Chomette et al. (1991) que,
através de bidpsias sucessivas, em quatro pacientes nos tempos de duas, vinte e quatro
horas e quatro dias, verificaram nas feridas a laser, numerosos fibroblastos, porém, no
tecido subepitelial ndo havia miofibroblastos e poucos fibroblastos. Os autores sugerem
gue a menor velocidade de reparo destas feridas realizadas com o laser de CO;, pode
estar relacionada a auséncia de miofibroblastos durante este processo. Também, se
encontrou nas feridas a laser, fibroblastos com caracteristicas ultra-estruturais diferentes
daqueles encontrados nas feridas feitas com bisturi. Isto pode ser decorrente do efeito

bioestimulador do laser, levando a maior sintese de colageno e conseqlientemente uma

boa qualidade da cicatrizacdo de feridas com o laser de CO,.
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Howard et al. (1997) utilizaram o laser de CO,, em modo continuo, numa poténcia
de 5W, selecionada com base em estudos preliminares, os quais indicam que, o dano
térmico €é diretamente proporcional a poténcia, mas que poténcias menores
necessitavam de um maior tempo de exposicado para criar incisées com a profundidade
desejada. Eles utilizaram neste estudo um sistema chamado “CAST” que corresponde a
um microposicionador acoplado a um computador e um softwear especifico que
padronizava incisdes descontinuas, num intervalo de tempo de 0,5 seg e a uma distancia
pré-programada para um novo corte. A estes intervalos de ablagcbes os autores
chamaram de passos. O intuito deste estudo foi avaliar se o intervalo entre os pontos de
ablacdo (passos) amenizaria os danos térmicos. Para tanto foi observados o perfil
térmico, o nivel de contracdo e o padrao histolégico de reparo de seis tipos de incisdes:
incisdo realizada com bisturi, laser de CO, controlado manualmente, laser de CO,
controlado pelo sofwear de forma continua, com passos duas, trés, e seis vezes o

tamanho do spot.

Os resultados encontrados por Howard et al. (1997) mostraram que a incisao
continua teve um maior aumento de temperatura no tecido adjacente, seguida das
incisdes de dois, trés e seis passos respectivamente. Isto quer dizer que quanto maior o
intervalo entre os pontos ablacionados, menor o dano térmico. Com relacéo a tenséo das
cicatrizes, ndo houve diferenca estatisticamente significativa, quando comparadas as
diferentes formas de incisbes a laser. Para analise histologica, foram tomados os
seguintes critérios: epitelizacdo da ferida, formacdo de crosta, area de tecido de
granulacédo e inflamagéo, utilizando a técnica de Hematoxilina e Eosina e Tricromico de

Masson. As observacfes histologicas do grupo da incisdo em modo continuo
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apresentaram pior padrdo de cicatrizacdo. Das incisbes pontilhadas, as tiveram o0s
melhores resultados foram aquelas com maior distancia entre os pontos ablacionados.
Os autores concluiram que as incisées com laser tiveram um retardo na cicatrizacao,
atribuido ao dano térmico causado aos tecidos vizinhos e a analise histoldgica confirma a

atenuacao destes danos térmicos utilizando o sistema CAST.

Um estudo realizado por Romanos et al. em 1999 apresentou caracteristicas
histoldgicas e clinicas da cicatrizacdo de feridas em tecidos moles bucais de macacos
produzidos com o laser de CO,. Para tanto, os autores realizaram incisées entre 10 a
15mm de extensdo no palato do animal com laminas de bisturi e incisGes com laser de
CO, usando poténcias de 2W, de 4W e de 6W. Os sacrificios foram realizados nos
tempos de trés, sete e 14 dias e observadas as alteracdes teciduais utilizando as

técnicas de tricromico de Masson e acido periddico de Schiff.

Os achados histopatolégicos mostraram que ao terceiro dia a injuria térmica
estava diretamente relacionada com a poténcia utilizada, apresentando pouca evidéncia
de reparo, fragmentacdo e desorientacdo de fibras colagenas no tecido conjuntivo e
solucao de continuidade substituida por exudato fibrino-purulento de espessura variavel
no tecido epitelial, bem como infiltrado inflamatorio agudo e cronico difuso e de varias
intensidades. As feridas realizadas com bisturi estavam totalmente epitelizadas com
evidéncia de atividade fibroblastica e escasso infiltrado inflamatério mononuclear
(crbnico). Apos sete dias da incisdo, as feridas a laser e bisturi apresentavam-se
epitelizadas e o tecido conjuntivo das feridas a laser apresentava-se com poucas e

imaturas fibras colagenas e infiltrado inflamatorio brando mononuclear. O grau de dano
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térmico relacionado a poténcia consistiu na formacdo de vacuolos no tecido subepitelial
adjacente. As interdigitacdes do tecido epitelial no tecido conjuntivo foram notadas
apenas nas feridas realizadas com a poténcia mais baixa e nas feridas com bisturi
convencional. Com duas semanas, todas as incisdes tiveram reparacdo completa. Para
0s autores, os achados evidenciaram que a extensao do dano térmico € governada pelo
comprimento de onda do laser, a poténcia, o modo de entrega do raio, a duracdo do
pulso, a frequéncia do pulso e o tempo de exposicdo. Apesar das incisdes com bisturi
nao causarem dano térmico, estas permitem extravasamento de sangue e linfa,
resultando numa reacado inflamatéria mais marcante com maior formacdo de crosta,
comparado com as incisdes a laser. Inicialmente, as feridas a laser se mostraram mais
frageis e seu retardo na epitelizacdo pode ser atribuidos a substancias inibitérias
produzidas pelo tecido necrotico, barreira fisica causada pela presenca de crosta, bem
como a fusdo das células epitelias adjacentes causadas pelo calor. Entretanto, este
estudo associou uma maior quantidade de células inflamatérias agudas em incisdes
realizadas com laser. Os autores concluiram que as mudancas térmicas e consequente
aumento da inflamacdo e impedimento da organizacdo tecido s6 sao marcantes nos
primeiros dias do reparo [...].

Raldi et al.(1999) também observaram em seu estudo clinico a importancia da
poténcia em cirurgias a laser. Os autores utilizaram o laser de CO, em poténcias de 5W,
10W, 15W e 20W. Ja ao terceiro dia, os grupos irradiados com as poténcias de 5 e 10W
apresentaram-se sem exsudato e discreto edema e hiperemia. Ao sétimo dia, no grupo
irradiado com poténcia de 5W, as feridas encontravam-se completamente fechadas. Os

autores concluiram que a reparacao das incisdes realizadas em ratos com laser de CO,
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nas poténcias de 5 e 10W sao clinicamente semelhantes aquelas realizadas por bisturi

convencional.

Cornelissen et al. (2000) realizaram um trabalho produzindo feridas em palato de
ratos, observadas num periodo de sessenta dias, e avaliando colageno e miofibroblastos
através da imunocitoquimica. Nos resultados obtidos foi observado reepitelizacdo antes
mesmo do aparecimento de miofibroblastos. A marcacdo para alfa actina s6 apareceu
ap6s o quarto dia de pos-operatério e aumentou sO até o oitavo dia, quando a
reepitelizacao estava completa e sua maior concentracdo ocorreu ao nivel do periésteo,

submucosa e lamina propria.

Patrocinio e Niccoli-Filho (2000) avaliaram os efeitos do laser de di6éxido de
Carbono em mucosa de ratos com varias poténcias. Dentre seus achados, a menor
poténcia ofereceu o melhor resultado no que diz respeito ao dano térmico tecidual e
consequentemente melhor qualidade de reparo. Com a poténcia de 2W, o inicio de
epitelizagdo ocorreu no terceiro dia, 0 que com as outras poténcias isto s6 foi percebido
mais tardiamente. Os autores ainda sugerem que, a demora no reparo de feridas
irradiadas com o CO,, deve-se a menor migracdo de células para area comprometida,
diminuicdo ou auséncia de miofibroblastos, o que oferece também menor contracao; fato
destas feridas apresentarem retardo na epitelizacado. Além disso, mencionaram a demora
da reabsorcdo do tecido carbonizado, diminuindo assim a atividade fibroblastica e

formacéo do tecido de granulacao.
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Também utilizando a técnica de imunohistoquimica, através dos anticorpos: anti-
Dismina, anti-Vimentina e anti-Actina, Edvard et al. (1996) avaliaram o efeito do laser de
CO,, com 5W de poténcia por cinco segundos, produzindo uma ferida cirargica em dorso
de lingua de ratos, medindo 4x3mm. De acordo com o0s tempos de observacdo
imediatamente apds a cirurgia, dois, quatro, oito, 10 e 30 dias de pds-operatorio e
através da microscopia eletrénica de varredura, os autores ndo observaram retardo na
cicatrizacdo e sim uma completa re-epitelizacdo ao décimo dia. Os miofibroblastos foram
evidentes ap6s o segundo dia de pds-operatorio e persistindo até o trigésimo dia, com

marcacgao positiva para os trés anticorpos utilizados no estudo.

Em 2000, Freitas realizou um estudo imunohistoquimico, para evidenciar
miofibroblastos, com o intuito de quantifica-los nos processos de reparo de feridas feitas
com laser de CO, e com bisturi convencional. Observou maior presenca destas células
nos tempos cirdrgicos experimentais de oito e quatorze dias, porém no tempo menor, 0
numero de miofibroblastos foi estatisticamente maior, nas duas técnicas. Este fato indica
gue, nos tempos mais precoces do reparo, existe uma maior contracdo das feridas
excisionais para que haja aproximacdo das bordas da feridas. Também foi possivel
constatar que no oitavo dia, as feridas realizadas com o laser possuiam estatisticamente
menos miofibroblastos que a ferida convencional, porém, no tempo de 14 dias, néo

houve diferenca estatistica do numero de miofibroblastos.

Zeinoun et al. ,em 2001, verificaram que a quantidade de miofibroblastos foi trés
vezes maior nas feridas realizadas com bisturi com um pico maximo no terceiro dia,

guando comparadas as realizadas com CO,, na poténcia de 5W, que possuiu pico
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maximo de numero de fibroblastos no quarto dia. Os autores demonstraram ainda que
em momentos precoces do processo de cicatrizagdo, quando ha tecido de granulacao
jovem, os fibroblastos se expressam pobremente pela Vimentina, porém a medida que a
cicatrizacdo avanca, estas células também sdo expressas pela a-Actina, mesmo que
temporariamente. O uso destes dois anticorpos serviu para diferenciar os miofibroblastos

envolvidos com a contracdo de feridas dos outros fendtipos.

> Efeito da Laserterapia no Processo de Cicatrizacéo

O laser ndo-cirargico foi introduzido na area médica ha aproximadamente 30 anos.
Os aparelhos utilizados atualmente estdo disponiveis em ambas as formas de emisséo,
continua ou pulsatil, e operam em comprimentos de onda no espectro visivel ou invisivel.
Ao contrario do laser cirargico que opera com poténcia de mW (miliwatts) a centenas de
W (Watts), provocando ablagdo tecidual, o laser ndo-cirdrgico tem sua poténcia variando
entre 1-100mW, o que nao provoca alteracdes de temperatura nos tecidos (BRUGNERA

JUNIOR; PINHEIRO, 1998; PINHEIRO, 1998).

A energia laser em baixa poténcia entregue aos tecidos, quando absorvida, levam
a duas maneiras de atuacao: atraves da acao quimica, na estimulacéo da liberacdo de
Histaminas, Serotonina, Bradicinina e Heparina e através da modificacdo das reacdes
enzimaticas, tanto no sentido de estimulacdo, quanto no sentido de inibicdo
(BRUGNERA JUNIOR et al., 1991). Existem hoje basicamente trés tipos de laser nao-
cirargico utilizados em Odontologia: o laser de Hélio-Nebnio (HeNe), o de Arseneto de

Galio infravermelho (GaAs) e o de Arseneto de Galio e Aluminio (GaAlAS) [...]
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O mecanismo biomolecular de interacdo do laser, mencionado primeiramente por
Kara (1987), consiste em efeito foto-fisico ou foto-elétrico e estes efeitos provocam
modificacdes nos potenciais de membrana. Em decorréncia dos efeitos bioelétricos, a
radiacdo laser provoca um aumento de ions de sodio e diminuicdo de ions potassio na
regido extracelular, e inversamente a nivel intracelular, levando a incrementos de ATP
mitocondrial e favorecendo reacfes que interferem no metabolismo celular. Com a
maquinaria celular em atividade aumentada, ocorre maior sintese de DNA e RNA;
incremento na formagao de colageno e precursores; aumento do nivel de B-Endorfina no
liquido cefalorraquidiano, peptideo responsavel pelo efeito analgésico usado nos
tratamentos de algias do Trigémio; variacdo quantitativa de prostaglandinas, oferecendo
efeito antiinflamatoério; modulacdo na sintese de proteinas, na revascularizacdo, na
proliferacdo e diferenciacdo celular. Em estados fisioldgicos alterados, o laser interfere
no processo de troca idnica, acelerando o incremento de ATP (BRUGNERA JUNIOR et

al., 1991; PINHEIRO, 1998; KARU, 1987).

Parametros Opticos da pele sdo importantes para a terapia com luz laser. Kolarova
et al. (1999) analisaram, num estudo in vitro, a penetracdo da luz laser e testou
propriedades opticas diferentes em espécimes de fragmentos de 2cm? de pele humana
normal e pele ulcerada com tecido de granulagcéo. Para tanto foi utilizado o HeNe, com
1632,8nm, e poténcia de 50mW e com comprimento de onda de 675nm com poténcia de
21mW. Os resultados deste estudo mostraram que a irradiacdo Optica na pele humana

depende de diferentes fatores individuais de cada pele. Em uma espessura de derme e
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epiderme de 4,1mm de espessura, tem uma penetracao de 4,8% com comprimento de
onda de A632,8nm enquanto que em 0,035mm de epiderme a penetragdo deste
comprimento de onda € de 68%. Em epiderme abdominal com esta mesma espessura a
penetracdo deste comprimento de onda chega a 80,5% e cai para 0,3% em fragmentos
de pele com 19mm, incluindo epiderme, derme e subcutaneo adiposo. Os dados do
estudo indicam que este comprimento de onda na faixa vermelha, do espectro visivel tem
sua penetracdo praticamente na superficie da epiderme e que cumprimento de onda
maiores, como o A675nm também avaliado no estudo, possui valores de penetragbes
maiores, nas mesmas condigdes quando comparado com o A632,8nm. Em geral, parte
da luz é refletida apos atingir a pele e parte da luz penetra na profundidade do tecido
onde é dispersa ou absorvida de acordo com as propriedades épticas do tecido.

A bioestimulacdo € de natureza fotobiologica e envolve a cadeia respiratoria
mitocondrial, induzindo mudancas nos niveis do AMPc (Adenosina monofosfato ciclica)
gue € um nucleotideo ciclico que possui fungcdo regulatéria em diversos processos
metabolicos, sendo estes componentes os chamados fotoreceptores primarios (KARU,

1987).

Diversos autores observaram incremento na vitalidade funcional das mitocondrias,
capacidade maior de regeneracdo e cicatrizacado dos tecidos e acdo ndo degenerativa
provocada pela luz laser HeNe nos tecidos irradiados (GENOVESE, BRUGNERA

JUNIOR e VILLA, 1992).

Benedicenti publicou uma série de trabalhos sobre a acdo da luz laser na

biomodulagéo tecidual. Ele verificou que um aumento do ATP mitocondrial estimulado
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pelo laser ndo tem capacidade de produzir células neoplasicas, porém produz um efeito
analgésico, comprovado através do meétodo radioimunolégico, onde constatou um
aumento de B-Endorfina no liquido cefalorraquidiano e B -Endorfina endégena, peptideo
responsavel pelo efeito analgésico do laser (GENOVESE et al.,, 1992). O seu efeito
antiinflamatorio foi demonstrado pela influéncia na mudanca de carater metabdlico,
energéticos e funcionais, que favorecem o aumento da resisténcia e vitalidade celular,
levando-as a sua normalidade funcional com rapidez. Alguns autores afirmaram que ha
uma transformacdo das prostaglandinas em prostaciclinas e ativacdo da respiracéo
celular evitando-se acidose e alteracdo distrofica secundaria do tecido. O efeito na
cicatrizacdo foi observado como a grande capacidade de regeneracdo que a luz laser
provoca em células de varias origens. E relatado um aumento dos fatores humorais de
defesa e aumento de reacdo leucocitaria geral, com ativacdo do sistema de
imunocompensacédo de defesa.Além disso, uma melhora na microcirculacdo e estimulo
ao nivel de fibroblastos, com producéo de fibras elasticas e colagenas mais ordenadas
gue sao fatores que determinam um melhor padréo de cicatrizacdo tecidual (GENOVESE

et al.,1992).

Al-Watban et al. (2000), num estudo com ratos, avaliaram a eficacia do laser de
HeNe, comparados com drogas que tem funcdo de aumentar a microcirculagdo, o
consumo de Oxigénio, a sintese de ATP e fornecimento de nutrientes; sdo elas o
“‘polygen” (droga extraida de proteina animal) e “Socoseryl” (n&o protéica). Assim, apesar
de usar vias diferentes, estas drogas tém o objetivo final semelhante que € o de sintese
de ATP. O laser foi utilizado de forma continua com poténcia de 40mW e também foi

utilizado um expansor de feixe para que o raio recobrisse toda area da ferida oval



55

previamente confeccionada que tinha 3,8cm? resultando em uma densidade de poténcia
de 10,53mW/cm?. As aplicacbes do laser foram feitas diariamente com uma dose de
20J/cm? até a cicatrizacdo completa da ferida. A area da ferida foi mensurada com um
compasso e evidenciou-se que a associacdo entre laser e as drogas so6 teve diferenca
estatisticamente significante quando comparado com o grupo controle, mas ndo houve
diferenca estatistica com relacdo ao grupo s6 de laser. O estudo conclui que todos os
grupos experimentais melhoraram consideravelmente o processo de reparo, quando

comparados com o grupo controle.

Em 2002, Mendez realizou um trabalho para verificar o efeito do laser néo-
cirdrgico no processo de cicatrizacdo, onde utilizou comprimentos de onda de 685nm e
830nm e também a associacdo dos dois comprimentos de onda, com as doses de
20J/cm? e 50J/cm? e os tempos de observacdo foram de trés, cinco e sete dias. Apds
analise histoldgica para colageno, pela técnica de coloracdo de Picrosirius, observou-se
gue nos grupos experimentais onde houve associacdo dos comprimentos de onda com
as duas doses testadas e o A830nm com dose de 50J/cm? demonstraram maior
guantidade de colageno no final do periodo inflamatério. Sendo que, destes trés, o
melhor foi o grupo com associacdo de menores dose e A, sendo de 10J/cm? para cada
comprimento de onda. A autora atribuiu a estes resultados as diferentes formas de
absorcao e penetracdo dos dois comprimentos de onda testados, sendo um vermelho e
um infravermelho, pois o estimulo superficial como também em profundidade pode ter

sido o fator responsavel pela melhor formagéo de colageno.
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Ao investigar a acdo da laserterapia nos fibroblastos e conseqientemente no
processo de cicatrizacdo, estudo recente foi executado por Medrado et al., (2003)
realizaram feridas circulares de 8mm didmetro em dorsos de ratos e trataram com o laser
de arseneto de Galio e Aluminio com A670nm (espectro vermelho) e 9mW de poténcia,
onde o primeiro grupo experimental recebeu densidade de energia de 4J/cm? e o
segundo grupo recebeu 8J/cm?. O diametro das feridas foi aferido com régua flexivel em
varios dias de pos-cirargico. A partir do sétimo dia, as Ulceras tratadas com laserterapia
mostraram-se menores, com relacdo ao controle, enquanto que o0 grupo que recebeu
4J/cm? obteve maior reducéo no tamanho da ferida, bem como exibiu significativamente
mais células marcadas com actina/desmina que o de densidade de poténcia de 8J/cm?.
A proliferacdo de fibroblastos e a deposicdo de colageno acompanharam a proliferacao
vascular, alteracfes estas percebidas no quinto dia. A partir do sétimo dia houve
remodelacdo das lesbes, com as fibras colagenas mais organizadas e as células
inflamatérias mostraram—se em apoptose. No décimo quarto dia todas as feridas

encontraram-se completamente cicatrizadas.

Através da irradiacdo de laser nao ablativo em cultura de fibroblastos de pele
humana, Benarska et al. (1998) observaram um notavel aumento no crescimento destas
células apods receberem irradiagéo de laser vermelho, com A670nm, com densidade de
energia de 2 e 12J/cm? Nos periodos mais breves de observacéo, sendo quatro e oito
horas e um dia, ndo foi observado aumento estatisticamente significante na cultura estas
células apés a irradiacdo, porém a partir da primeira hora e de dois até cinco dias,
percebeu-se grande diferenca no crescimento celular, quando comparado com 0 grupo

controle. Os autores consideram que este aumento inicial deve-se ao aumento da
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atividade enzimatica mitocondrial, mas que o incremento de fibroblastos resulta, em uma
certa influéncia estimulante, da aplicacdo da irradiacdo do laser vermelho, em longo
prazo, na proliferacdo de fibroblastos, devido ao incremento de atividade de enzima

mitocondrial, sintese de ATP e consequientemente sintese de colageno.

Em 2001, Nascimento realizou um estudo para verificar os efeitos da irradiacédo do
laser diodo de A670nm e A685nm em feridas excisionais circulares com 8mm de
didmetro. A autora variou a poténcia em 2mW, 15mW e 25mW em ambos os
comprimentos de onda, mas com dose fixa diaria de 10J/cm? As observacdes
histoldgicas, ao oitavo dia, todos 0s grupos mostraram-se com crosta e apenas principios
de reepitelizacdo, observando-se apenas no grupo irradiado com A670nm e 25mW
epitelizacdo completa. Também se verificaram areas de necroses superficiais,
predominancia de células inflamatérias mononucleares, e discreta proliferacdo de
fibroblastos. A autora sugere os melhores resultados para 0s grupos irradiados com

menor comprimento de onda.

Utilizando técnica de imunocitoquimica, em 2002, Campanha, analisou os efeitos
do laser de GaAlAs (A685nm) e da luz polarizada (AM400-2000nm) e obteve resultados
positivos no processo de cicatrizagdo de feridas em derme de ratos, com ambos o0s
recursos. O autor evidenciou maior neoformacdo de colageno, através da técnica de
Picrosirius no grupo irradiado com laser, bem como menor expressao de miofibroblastos,

apontando 20J/cm? como a melhor dose.
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Uma Investigacdo sobre avaliacdo das modificacbes nos niveis de colageno
durante o processo cicatricial apds anastomose microarterial laser assistida foi realizada
com laser diodo de A830nm. Tang et al., (1998) realizaram laparotomias de parte da
artéria abdominal da aorta de 36 ratos machos. Foi fornecido feixe de raios de laser
diodo de A830nm de comprimento de onda, em modo continuo, focado através de fibra
Optica (300uM) e transmitida ao vaso através de um micrormanipulador, acoplado ao
microscopio operatorio; forneceram didmetro da ponteira de 1mm e guiado por uma luz
vermelha de diodo (A670nm) constituindo assim, o protétipo utilizado. O tratamento com
laser consistiu na irradiacdo das paredes arteriais, face a face, com disparos de 2W de
poténcia e 8s de duracao, fornecendo entéo uma dose de 254W/cm?. Eram aplicados em
cada aorta entre 48 e 60 disparos. O total da dose de energia era de 897+/- 52J. Logo
apos o tratamento a laser as paredes dos vasos apresentaram uma leve transparéncia e
coloracdo esbranquicada. A partir do décimo dia havia dilatacdo do limem de toda aorta
abdominal tratada com laser e o diametro do vaso ficou quase o dobro do didmetro do
vaso antes do tratamento a laser e também comparado com o grupo controle. O nivel de
colageno foi maior no décimo dia onde teve um pico e retornou ao nivel normal nos dias

seguintes.

Através de técnicas bioquimicas para medir producdo, solubilidade e ligagcbes
cruzadas de colageno em reparo de seccdes de tendao de Aquiles, Reddy et al. (1998)
evidenciaram o maior indice total de colageno no grupo tratado com laserterapia de
A632,8nm e 1J/cm? por 14 dias, quando comparado ao grupo controle, bem como

mudancas estatisticamente significante de ligacdes cruzadas no grupo experimental.
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Kreisler et al. (2002) trabalharam com o laser diodo GaAlAs de A igual a 809nm e
com poténcia de 10mW no modo de emissdo continuo, para estimulagéo in vitro, de
proliferacdo de fibroblastos gengivais humanos, variando as densidades de energia e
regimentos de irradiacdo. Os tempos de irradiacéo variaram de 75, 150 e 300 segundos
com densidades de energias de 1,96J/ cm? ; 3,92J/ cm? e 7,84J/ cm? . Neste estudo, 22
placas de culturas serviram de controle e outras 22 para 0s grupos experimentais. Foram
feitas trés irradiacdes repetidas a cada 24 horas. Considerando que o efeito do laser nas
células sdo dependentes do comprimento de onda, bem como da dose de irradiacao,
estudos anteriores tém demonstrado que o espectro de absorcédo dos fibroblastos varia
entre A800 e A830nm. Os resultados obtidos neste estudo revelaram que a luz laser de
baixa intensidade com comprimento de onda de A809nm tem um consideravel efeito
estimulante no processo de crescimento fibroblastico e consequentemente melhor reparo

de feridas da cavidade bucal.

Embora inimeros trabalhos evidenciem efeitos benéficos da laserterapia no
processo de cicatrizacdo, Walker et al (2000) ndo observou melhora na cicatrizacao de
feridas realizadas em dorso de ratos previamente expostos aos raios gama. O tratamento
proposto foi o laser de GaAlAs de A660nm, 15mW com doses de 0,5J/cm? e 1,5 /cm?. O
resultado foi atribuido ao prejuizo causado pelos raios-X aos ciclos celulares, resultando

na reduzida proliferacéo de fibroblastos.

Avaliando a laserterapia de HeNe com 4Jicm? em cicatrizacdo de feridas
cutaneas, verificou-se que o tempo de fechamento total clinico das feridas do grupo

controle foi de sete dias, enquanto no grupo experimental este tempo foi de apenas cinco
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dias. Também no grupo teste foi superior a fibroplasia, neovascularizacdo, infiltrado
leucocitario, colagenizacao e resisténcia a ruptura, podendo ser parcialmente justificada
pela precoce epitelizacao oferecida pela laserterapia (BISHT et al, 1999).

Com a hipétese de que a laserterapia de HeNe com A632,8nm, em doses de
1J/cm?, por trés semanas, facilitaria o reparo de feridas cutaneas em ratos diabético-
induzidos; Reddy et al. (2001) observaram producéo acelerada de colageno, aumento da
estabilidade biomecénica das cicatrizes, e que a elasticidade das feridas do grupo teste

foram notavelmente melhor, aproximando-se dos valores da pele intacta.

Comparando aplicagbes de laser A810nm, numa poténcia de 3W, 20W de luz
halogena em feridas com curativos de gaze, géis e membrana, Lilge et al. (2000) tiveram
0 proposito de verificar se ha transiluminacdo da ferida com laser, e se houvesse, sob
guais circunstancias deveria ser aplicada a laserterapia para esta finalidade. Perdas de
radiagdo no curativo sdo por conta da dispersdo e absorcédo de luz pelo material do
curativo. Esta disperséo é devido as diferencas de indice de refracdo entre o material e 0
meio ambiente. Essas diferencas de indice de refracdo sdo menores na gaze Umida e
em curativos com géis resultando assim em melhor transmissao de luz. O melhor
resultado, nesse ponto de vista, foi o curativo com membrana, porque é feita com
material homogéneo, apresentando menor absorcdo da luz e dando assim, uma alta
transmissao das radiacdes estudadas. Também, estes curativos sdo bons porque podem
ser deixados na ferida por até uma semana, atenuando as desvantagens de trocas de
curativos. O estudo conclui que para alguns curativos, é possivel aplicar a radiagdo sem
tira-lo, caso a ferida ndo seja sangrante e também n&o esteja seca. A remoc¢ao causaria

a interrupgao do processo de cicatrizagdo, enquanto a transiluminagéo elimina o estresse



61

tendo entdo papel positivo. A dispersao e a perda por absorcdo podem ser compensadas
por aumento do tempo de irradiacdo. Estes resultados comprovam a importancia da

laserterapia em feridas cronicas de dificil cicatrizacdo e que necessitam de curativos.

O efeito clinico do tratamento de laser de A635nm e A690nm em queimaduras de
1,54cm? de area em ratos foi verificado por Schlager et al. (2000). Os parametros clinicos
do estudo foram os aspectos visuais de edema e hiperemia, estabelecendo escores para
estes fatores da sua expressao variando de zero a dois. Os resultados dos estudos nao

mostraram nenhuma evidéncia clinica de melhor reparo nas feridas tratadas com laser.

O estudo realizado por Nascimento em 2001 irradiou feridas excisionais com laser
diodo em dois comprimentos de onda (670nm e 685nm). Os resultados mostraram, por
meio de observacdes histoldgicas, efeito biomodulatorio positivo no processo de reparo
em ambos os comprimentos de onda, entretanto o melhor resultado foi verificado com

irradiacdo de menor comprimento de onda.

AKASAKA et al. (2004), acreditam que a promocao da apoptose fibroblastica e
uma menor formacdo de tecido de granulacdo pode conduzir a menor formacgéao de
fibrose no reparo, e que isso pode ser induzido sem diminuicdo na forca de tenséo do
tecido recém reparado, com a administracao de fator de crescimento fibroblastico basico.
E também pensando no inconveniente da formacéo de cicatriz hipertrofica em feridas por
gueimaduras, Webb e Dyson (2003) utilizaram o laser diodo de GaAlAs, A880nm, 16mW,
2,4 e 4J/cm? em linhagens de fibroblastos humanos derivados de cicatrizes normais e

hipertroficas, onde os autores obtiveram redugé&o celular.
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Oliveira (2002) em seu estudo avaliou o efeito da fototerapia em feridas
excisionais circulares realizadas com laser de CO,, utilizando laser diodo de GaAlAs
(A685nm e 40mW) e luz polarizada nas doses de 20 e 40J/cm?. Os resultados mostraram
influéncia positiva no processo de reparo em ambas as terapias. Porém, a dose de
energia tem influéncia no tratamento com luz polarizada, onde foi observada diminui¢éo
da imunoexpressdo dos miofibroblastos apenas com dose de 40J/cm?, entretanto, esta

nao influenciou o tratamento com o diodo utilizado.

PROPOSICAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar, através da analise histoldgica e
imunocitoquimica, os efeitos da laserterapia nos comprimentos de onda de A660nm e
A830nm no processo de reparo de feridas cutdneas em dorso de ratos realizadas com

bisturi e laser de CO,.
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O protocolo de pesquisa foi submetido & apreciacdo do Comité de Etica do

Laboratério de experimentacdo animal da Faculdade de Odontologia da Universidade

Federal da Bahia e aprovado em 29 de novembro de 2002 (anexo 1).

O presente estudo respeitou todos os Principios Eticos de Experimentacdo

Animal, bem como as normas Didatico-cientifica da vivissec¢cdo de animais, de acordo

com a lei 6.638, de 08 de maio de 1979 (GOLDIM, 1995).

QUADRO 1: Classificacdo das variaveis do estudo (Soares, 2006)

» Variaveis independentes:

TRATAMENTO

1. Bisturi convencional

2. Laser de CO,

3. Terapia com laser vermelho

4. Terapia com laser infravermelho

Variaveis gualitativas, dicotomizada

» Variaveis dependentes:

RESPOSTA TECIDUAL

Edema
Neovascularizagédo
Infiltrado inflamatorio
Deposicao de colageno
Miofibroblastos

Fibroblastos

Variaveis ordinais (escores)

Crosta
Epitélio

Interface plana do epitélio

Variaveis gualitativas, dicotomizada
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» Equipamentos Utilizados:

1. Laser de alta poténcia (laser ablativo)

O aparelho utilizado foi 0 modelo SHARPLAN 20C® (Laser Industries, Israel) de
A10.600nm, e para a realizagao deste estudo, o equipamento foi ajustado na poténcia de
5W, com o modo de produgdo em super pulso, o modo operacional de exposicéo

continuo e didmetro do raio de 0,2mm (Figura 2).

2. Laser de Baixa Poténcia (laser terapéutico ou nao ablativo)

O aparelho utilizado foi o diodo modelo BioWave (Kondortech, Sado Carlos, SP) que
possui duas ponteiras independentes as quais emitem laser em dois comprimentos de
onda diferentes: diodo de Arseneto de Galio e Aluminio (GaAlAs) com A660nm, espectro
vermelho, ajustado na poténcia (P) de 30mW, modo continuo e a outra ponteira emite
laser de indio galio aluminio e fésforo (InGaAIP) no espectro infravermelho de A830nm,
com poténcia de 40mW, modo continuo e diametro do feixe na ponteira de 3mm (Figura

3).

» Modelo Experimental e seu manuseio
O modelo animal escolhido foi o rato (Ratus norvegicus albinus, linhagem Wistar),
por ser de facil obtencdo, manuseio e manutencdo, além de ser bastante utilizado em

estudos experimentais. Os animais atenderam aos seguintes critérios:
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Dos Critérios de Incluséo / Excluséo:
1. Adultos jovens entre oito e nove semanas de vida;
2. Serem machos;
3. Nao serem portadores de doencas sistémicas;
4. N&o serem portadores de anomalias;
5. Apresentarem bom estado nutricional;
6. Possuirem peso médio de 250g;
7. Chegarem ao final do periodo relativo aos seus grupos em bom estado
de saude;
8. Nao apresentarem complicacbes como infeccdes, necroses, dissimulagéo

da lesao, debilitacdo do estado geral durante o periodo de teste.

A acomodacdo dos animais, 0s procedimentos cirargicos e sessfes de
laserterapia, bem como os sacrificios foram realizados no Laboratério de
Experimentacdo Animal da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal da Bahia.

Os animais foram mantidos em caixas plasticas apropriadas, com trés animais
cada, devidamente identificadas quanto aos subgrupos. A manutencdo do biotério foi
realizada diariamente, onde as caixas foram lavadas com agua e sabdo e desinfetadas
com hipoclorito de Sodio a 1%. Também foram mantidas condicdes ambientais de
temperatura, umidade e luminosidade, bem como oferecida dieta livre e padronizada

prépria para roedores (purina®) e agua “ad libitum”.
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» Descricdo da amostra do estudo

Foram utilizados 54 animais, divididos aleatoriamente em seis grupos com nove
animais cada, da seguinte forma:

Nos grupos 1, 2 e 3, os animais foram submetidos a excisdo em seu dorso,
utilizando o cabo duplo adaptado e laminas de bisturi nUmero 15. Sendo:

GRUPO CONTROLE DE BISTURI:

o Gl: nao foi submetido a laserterapia,

GRUPOS EXPERIMENTAIS DE BISTURI:

o G2: recebeu laserterapia de A=660nm, D= 20J/cm? e P=30mW,

e G3: recebeu laserterapia de A=830nm, D= 20J/cm? e P=40mW.

Nos grupos 4, 5 e 6, os animais foram submetidos a excisdo em seu dorso
utilizando o laser de CO,, utilizando-se a ponteira reta, sendo:

GRUPO CONTROLE DE LASER DE COg:

o G4: Nao foi submetido a laserterapia,

GRUPOS EXPERIMENTAIS DE LASER DE COy:

o G5: Recebeu laserterapia de A =660nm, D= 20J/cm? e P=30mW,

. G6: Recebeu laserterapia de A =830nm, D= 20J/cm? e P=40mW.

Todos os grupos foram compostos por nove animais e subdivididos de acordo
com os tempos de sacrificio de trés dias (subgrupo A), de oito dias (subgrupo B) e de 14

dias (subgrupo C). A distribuicdo dos grupos pode ser observada no Quadro 2 a seguir.
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QUADRO 2: Distribuicdo dos grupos de estudo (SOARES, 2004)

N° DE . TEMPOS DE
GRUPOS | ANIMAIS DESCRICAO SUBGRUPOS* | OBSERVACAO

GlA 3 dias

9 CONTROLE DO BISTURI G1B 8 dias

Gl Excisdo com bisturi convencional Gl1C 14 dias
G2 A 3 dias

9 Excisdo com bisturi convencional + G2B 8 dias

G2 irradiacdo com A660nm G2C 14 dias
G3 A 3 dias

9 Excisdo com bisturi convencional + G3B 8 dias
G3 irradiacdo com A830nm G3C 14 dias
G4 A 3 dias

9 CONTROLE DO CO, G4 B 8 dias
G4 Excisdo com laser de CO, G4C 14 dias
G5 A 3 dias

9 Excisdo com laser de CO, + G5B 8 dias
G5 irradiacdo com A660nm G5C 14 dias
G6 A 3 dias

9 Excisdo com laser de CO, + G6 B 8dias
G6 irradiacdo com A830nm G6 C 14 dias

*Os grupos foram divididos em subgrupos, de acordo com os tempos de sacrificio.

» Técnica Cirurgica

Os animais foram submetidos a anestesia geral com a injecao intraperitonial de uma
solucao estéril de hidrato de Cloral a 10% em &gua destilada, na posologia de 0,35
ml/100g (A FORMULA®, farmacia de manipulac&o). Apés a tricotomia por arrancamento,
o animal foi levado até a mesa de cirurgia e colocado em decubito dorsal, seguindo-se a
assepia/anti-sepsia com uma solugcdo de Clorexidina a 2%, secagem da area com

compressas estéreis e colocados campos estéreis.

Foram criadas feridas excisionais no dorso dos animais com as dimensodes de 1cm de

extensdo por 1mm de largura e a espessura incluindo a epiderme e derme. Para os
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animais dos grupos excisados com bisturi, utilizamos dois cabos de bisturi unidos por um
parafuso, possibilitando a regulacdo da distancia entre as laminas, podendo assim criar
uma ferida excisional de espessura padronizada. A distancia utilizada entre os cabos foi
de 1mm, e a estes cabos foram adaptadas duas laminas numero 15. Os cabos de bisturi
adaptados e o procedimento cirdrgico com sua utilizacdo sdo mostrados nas Figuras 4 e

5 sequir.

Nos animais dos grupos do laser foram realizadas feridas excisionais com o laser
cirargico de CO, também medindo 1cm de extensdo por 1mm de largura. O aparelho foi

utilizado de modo focado, sendo P=5W em RSP, CW (Figura 6).

Apos, realizados os cortes, 0s quatro pontos para serem irradiados ao redor da

ferida foram tatuados com tinta de nanquim.

> Laserterapia

Ao término das cirurgias, 0s grupos a serem irradiados receberam a primeira
irradiacdo. Com dose de 20J/cm? fracionadas em quatro referidos pontos ao redor da
ferida com 5J/cm? cada ponto, sendo a irradiacéo repetida a cada 48hs (Figura 7). Os
animais receberam, de acordo com o tempo de sacrificio, 40, 80 ou 140J/cm? no total do
tratamento. Sendo assim, os subgrupos “A” receberam duas doses de 20J/cm? cada
(40J/cm?) e foram sacrificados no terceiro dia apés a cirurgia. Os subgrupos “B’

receberam quatro doses de 20 J/cm? cada (80J/cm?) e foram sacrificados no oitavo dia
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depois da cirurgia. E os subgrupos “C” receberam sete doses de 20J/cm? cada

(140J/cm?) e foram sacrificados no décimo quarto dia do experimento.

» Obtencéo da amostra tecidual

Durante todo o periodo do experimento, os animais foram inspecionados
diariamente quanto ao ferimento propriamente dito, bem como superficialmente a sua
saude geral e se caso fosse detectado algum disturbio, o animal seria excluido da

amostra.

Ao término dos tempos experimentais (3, 8 e 14 dias), os animais foram
sacrificados com menor sofrimento, através de uma overdose intraperitonial de
anestésico geral. Apés, constatada a morte dos animais, foi realizada a remocao do

tecido e observado seus aspectos macroscépicos.

Foram realizadas bidpsias excisionais com margem envolvendo o tecido
circunvizinho ao ferimento, resultando num retalho de 2cm?. Para tanto foram utilizadas
laminas de bisturi de numero 11. Os espécimes removidos foram fixados em formol a

10% durante 24h (Figura 8).

» Processamento Histoldgico:
Apos a realizacdo da macroscopia, 0s especimes foram processados pela técnica

de rotina, incluidos em parafina e obtidos os cortes histologicos em micrétomo,
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transversalmente a ferida com uma espessura de 5um. Foi feita a coloracdo de rotina
com Hematoxilina e Eosina (H&E), bem como a coloracéo especial Picrosirius vermelho
(sirius red) (anexo 3). Estes procedimentos foram realizados no Laboratdrio de Patologia

Bucal do Departamento de Propedéutica e Clinica Integrada da FOUFBA.

» Procedimento Imunocitoquimica

Apos processamento em H&E e Picrosirius, foram obtidos da mesma forma,
cortes de mesma espessura (5um) para a confeccdo das laminas na técnica
imunocitoquimica. Esta tem como base reacdes bioguimicas especificas, ou a interacéo
macromolecular de alta afinidade. O resultado final desta reacdo € a producdo de
compostos insoluveis, corados, ou eletron-densos, que possibilitam a localizacdo de

substancias especificas nos cortes dos tecidos através do uso do microscopio de luz .

Os cortes histologicos foram aderidos em laminas previamente limpas em solugéo
sulfocrbmica para evitar o descolamento dos cortes durante as reacdes. As laminas
foram colocadas em estufa a 37°C para fixacdo dos cortes por 24h (incubacédo). Neste
estudo foi utilizada a técnica da estreptoavidina-biotina peroxidase (BOENISH, 1989)
para caracterizacdo fenotipica de células fibroblasticas e miofibroblasticas. Para tanto

foram utilizados marcadores imunohistoquimicos:
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e Vimentina — anticorpo anti-ratos, is6topo IgG1l, monoclonal, clone V9, pré-
diluido (Biogenex@), pronto para o uso. Possui especificidade para células

mesenquimais, sobretudo fibroblastos e musculo liso.

e a-Actina do musculo liso — anticorpo anti-ratos, is6topo 1gG2, monoclonal,
clone 1A4, pré-diluido (Biogenex®). Possui especificidade por fibroblastos com

caracteristicas fenotipicas de musculo liso (miofibroblastos).

Os procedimentos imunocitoquimicos forma realizados no Laboratério de
Imunopatologia do servico de Anatomia Patolégica do HUPES e seguimos a sequéncia
técnica padrao (BOENISH, 1989), respeitando os preceitos oferecidos pelo fabricante

dos respectivos prospectos dos anticorpos (anexo 4).

» Técnica Imunocitoquimica

Apoés a incubacdo das laminas procedeu-se a desparafinizacdo através de dois
banhos de imersao no xilol por cinco minutos cada, seguido de dois banhos de imerséo
em alcool absoluto por trés minutos e entdo hidratadas em agua corrente e destilada,
posteriormente estabilizadas em tampao PBS (Phosphate buffered saline).

Para a reacdo com marcador celular anti-vimentina foi necesséria a realizacédo da
recuperacdo antigénica em calor umido. Para a utilizagdo do imunomarcador anti-aactina

ndo foi necessaria a recuperacdo antigénica.
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e Recuperacao antigénica

Para marcacdo pelo anticorpo anti-vimentina as laminas com os cortes foram
posicionadas em um artefato de metal préprio para o procedimento e imersas em
solucéo tampao de citrato em pH de 7,6 e levadas ao banho-maria na temperatura de 90°

C, por trinta e cinco minutos.

Apos este procedimento, as laminas foram lavadas e imersas em PBS e em

seguida foi realizado o bloqueio da peroxidase.

e Bloqueio da peroxidase:

O bloqueio da perixidase enddgena, ou seja, bloqueio das reacdes inespecificas
foi realizado utilizando peroxido de Hidrogénio a 10% por 25 minutos em temperatura.

Em seguida, as laminas foram lavadas com agua corrente e estabilizadas em PBS.

e Incubacédo do anticorpo primario:

Apds remover o excesso de PBS com gaze, os cortes do tecido foram delimitados
com a caneta hidrofébica, para evitar escoamento do anticorpo. Foram depositados em
cima de cada corte duas gotas de anticorpo primario anticorpos monoclonais pré-diluidos

(anti-aactina, antivimentina). Foram realizados imunomarcacao de cortes de pele para
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controles externos positivo, tecido indicado no prospecto do anticorpo utilizado. As
paredes dos vasos funcionaram como controle interno positivo. As laminas foram

dispostas em uma camara umida e incubadas por 60 minutos em estufa a 37°C.

¢ Incubagédo do anticorpo secundario:

ApoOs estabilizacdo em PBS e remocéo do excesso do liquido, colocou-se uma
gota de anticorpo secundario, seguido de incubacdo em estufa por 30 minutos a 37°C.
ApoOs nova lavagem com PBS, segue-se a reacdo incubando-se as laminas com o
complexo streptoavidina-biotina-peroxidase também pré-diluido por 30 minutos a 37°C
(BOENISH, 1989).

A revelacéo foi obtida com o cromogeno 3’3’diaminobenzidina (DAB) e aguardado
por alguns minutos para a visualizacdo da reacéo e lavagem em PBS.

e Contra-coloracdo e montagem das laminas
A contra-coloracdo foi realizada com Hematoxilina de Harris, por 30 segundos,
desidratadas em alcool absoluto, clarificadas em xilol e recobertos com laminulas de

vidro sob balsamo do Canada.

> Anélise Histoldgica
Os cortes histologicos corados com H&E foram avaliados sob microscopia de luz através
de analise qualitativa, observando caracteristicas do reparo tecidual. A avaliacdo do
picrosirius nos ofereceu uma analise descritiva e semiquantitativa da deposicao de fibras

colagenas observadas.
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Considerou-se zero (0) para auséncia e um (1) para presenca dos seguintes

critérios: crosta, revestimento epitelial e interface plana do epitélio.

A gradacdo de zero a trés foi utilizada para critérios como edema,
neovascularizacao, infiltrado inflamatorio, eritema, fibroblasia, colagenizacéo evidenciada
pelo picrosirius; sendo zero (0) para ausente, um (1) para leve, dois (2) para moderado e

trés (3) para intenso (anexo 5).

» Analise imunocitoquimica

A avaliacdo imunocitoquimica objetivou verificar a presenca de células com
fendtipo de miofibroblastos através da imunoexpressao citoplasmatica pela alfa-actina
musculo liso (a-SMA) e a imunoexpressado citoplasmatica da vimentina, para observar

concentragéo de fibroblastos.

As imunomarcagfes de anti-vimentina e anti-actina, evidenciando a proliferacao
fibroblastica e presenca de miofibroblastos respectivamente, foi considerado zero (0)

para ausente, um (1) para leve, dois (2) para moderado e trés (3) para intenso (anexo 5).
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RESULTADOS

» Descricdo Macroscopica

Os animais sacrificados ao terceiro dia apresentaram crosta extensa e de
coloracdo acastanhada escura em quase todos os espécimes, sendo ausente em apenas
dois. Nos espécimes onde ndo havia crosta, observou-se cicatriz discreta medindo em
torno de 6mm no grupo de laser e 8mm no grupo de CO, Nos grupos sacrificados ao
oitavo dia, observou-se também crosta em sete espécimes, porém, desta vez mais
delgada e de coloracdo mais escura, marrom. Os animais que foram sacrificados apés
14 de Arseneto de Galio e Aluminio (GaAlAs) dias apresentavam-se sem crosta e com
uma ténue linha no local da excisdo, por vezes imperceptivel. Alguns espécimes ja se

apresentavam com a regido de reparo recoberta por pélo.

Figura 8: Fragmento de pele de espécime do grupo
controle de bisturi (1A), ao décimo quarto dia.
Momento da bidpsia (SOARES, 2006)
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» Analise Histologica por Microscopia de Luz

1. ANALISE HISTOLOGICA AO TERCEIRO DIA

GRUPOS DO BISTURI AO TERCEIRO DIA

Os espécimes sacrificados ao terceiro dia ap0s a cirurgia mostraram ao exame
histologico fragmentos de pele exibindo Ulcera profunda recoberta por -crosta.
Subjacente, evidenciou-se faixa de tecido de granulacdo composta por neocapilares as
vezes congestos e quantidade variavel de fibroblastos fusiformes e triangulares. Em
alguns espécimes também foi evidenciado extravasamento de hemacias e no subgrupo
controle também foi observado edema intersticial mais marcante que nos grupos

submetidos a laserterapia ndo ablativa.

O infiltrado inflamatério observado nos subgrupo controle e no subgrupo irradiado

com A660nm teve predominancia de células mononucleares, enquanto que no subgrupo

irradiado com A830nm percebeu-se moderada presenca de linfécitos, indicando

cronicidade. Dois espécimes do subgrupo irradiado com A830nm apresentaram epitélio

pavimentoso em organizacdo e atrofia subjacente, presenca de qranulos de

queratohialina com filamentos delicados sugerindo inicio da formacdo da camada de

Queratina, como pode ser visto na Figura 9. Destes, apenas um animal apresentou a

interface do epitélio plana.

Ao Picrosirius foram observados os elementos celulares imersos a poucas e delicadas

fibras coldgenas. J4 nos subgrupos irradiados com laser ndo ablativo, em ambos os

comprimentos de onda apresentaram-se com maior maturacido de colageno e maior
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deposicao percebida no grupo irradiado com A830nm (subgrupo 3A), embora que as

fibras encontravam-se ainda fragmentadas em todos 0s grupos.

A presenca de maior quantidade de miofibroblastos imunomarcados pela a-actina

pode ser conferido nas Figuras 21 e 22, nos subgrupos operados com bisturi, bem como

maior concentracdo de fibroblastos, evidenciado pela imunomarcacdo pela vimentina

(Figura 23).

GRUPOS DE LASER DE CO,; AO TERCEIRO DIA

Os espécimes operados com laser de CO, mostraram pele exibindo ulcera

recoberta por crosta espessa. Subjacente, evidenciou-se ainda fibrina em continuidade

com o tecido de granulacdo composto por fibroblastos fusiformes e triangulares, e vasos

sanquineos congestos. O infiltrado inflamatdrio variou de leve a intenso, porém

freqientemente intenso, por vezes estendendo-se até camadas mais profundas da

derme. O infiltrado inflamatério foi predominantemente misto, apresentando-se por vezes

cronico no subgrupo de controle e no subgrupo irradiado com A660nmn. Apenas no

subgrupo submetido a laserterapia de A830nm apresentou espécime com inflamacao

aguda. Todas os elementos celulares estavam em meio a moderado edema intersticial,

sendo mais discreto nos subgrupos submetidos a laserterapia. Ao exame histolégico pela

técnica do Picrosirius observaram-se pobres fibras colagenas delicadas em maturacdo e

fragmentadas. Pode-se observar nas Figuras 10, 11 e 12 os diferentes estaqgios de

maturacdo do colageno, onde nos espécimes irradiados com A830nm mostraram

colageno mais maduros.
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2. ANALISE HISTOLOGICA AO OITAVO DIA

GRUPOS DO BISTURI AO OITAVO DIA

Os espécimes sacrificados apds oito dias da cirurgia mostraram feridas cirargicas
recobertas por epitélio pavimentoso estratificado queratinizado e faneros (anexos)
cutdneos ausentes. A interface plana sO foi completada em alguns espécimes dos
subgrupos que receberam laserterapia. Exocitose leucocitaria e vacuolizacdo
citoplasmatica foi mais evidente no grupo controle, bem como eventualmente com crosta
superficial. Subjacente, foram evidenciados fibroblastos fusiformes jovens organizando-
se paralelos a superficie (Figuras 24), bem como, vasos sanguineos raramente
congestos de discreto a moderado infiltrado inflamatorio linfocitario no subgrupo controle.
J& nos subgrupos irradiados, este infiltrado inflamatério foi leve. De acordo com o
Picrosirius, foram verificadas fibras colagenas ainda delgadas e fragmentadas, porém
mais maduras que no tempo de trés dias. Também se pbde verificar nos espécimes
irradiados (Figura 14) maior maturacdo e organizacdo semelhante a derme adjacente
gue no grupo controle (Figura 13). Ainda percebe-se grande quantidade de
miofibroblastos ap6s oito dias de reparo, principalmente nos subgrupos excisados com
bisturi, organizados de forma paralela com relagdo a superficie . (Figuras 24)

GRUPQOS DE LASER DE CO, AO OITAVO DIA

Os espeécimes operados com CO; e sacrificados ap0s oito dias apresentaram, ao

exame histologico ferida coberta por epitélio pavimentoso estratificado queratinizado,
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eventualmente atréfico no subgrupo irradiado com A660nm. Evidenciou-se crosta na
superficie e neocapilares muitas vezes congestos, caracteristicas mais frequentes no
grupo controle. O tecido de granulacdo composto por, fibroblastos jovens e
desorganizados, infiltrado inflamatorio predominantemente mononuclear variando de leve
a intenso no grupo controle, porém, linfécitos e neutréfilos foram marcantes nos
subgrupos irradiados, mostrando-se um infiltrado inflamatério mais crénico. Também foi
observado aparecimento de vacuolos de gordura, como pode ser visto na Figura 16. Ao
observar os espécimes pela técnica de Picrosirius, todos estes elementos celulares
encontravam-se distribuidos em meio a desorganizadas e delgadas fibras colagenas,
porém um pouco mais maduras e organizadas nos subgrupos que receberam
laserterapia. Péde ser verificada uma maior semelhanca do colageno neoformado com o

da derme adjacente (Figura 16), com relacdo ao grupo controle representado na Figura 1

3. ANALISE HISTOLOGICA AO DECIMO QUARTO DIA

GRUPOS DO BISTURI AO DECIMO QUARTO DIA

Os espécimes deste grupo mostraram-se todos recobertos por epitélio
pavimentoso estratificado queratinizado sem faneros cutaneos e exibindo interface plana,
sendo completa apenas no subgrupo irradiado com A660nm (Figura 18). Subjacente,

evidenciou-se estreita faixa de derme composta por fibroblastos fusiformes, muitas vezes
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jovens, intercalados entre si, bem como vasos sanguineos e raros linfocitos. Quando
observados pela técnica do Picrosirius, todos estes elementos celulares estavam
dispersos entre feixes colagénicos espessos e bem maduros paralelos a superficie
semelhante a derme adjacente, sendo esta semelhanca mais evidente nos espécimes
gue receberam laserterapia, evidéncia que pode ser conferida nas Figuras 17, 18, 19, 20.

Apos 14 dias da cirurgia, os miofibroblastos eram raros e mais percebidos no

subgrupo de bisturi (Figura 25), porém o numero de fibroblastos era grande (Figura 26).

GRUPO DE LASER DE CO, AO DECIMO QUARTO DIA

Os espécimes, operados com bisturi, exibiram ao décimo quarto dia
fragmento de pele revestido por epitélio pavimentoso estratificado queratinizado,
auséncia de faneros cutaneos e interface plana, porém incompleta no subgrupo irradiado
com A660nm. Ainda neste subgrupo, observou-se extravasamento de hemacias.
Subjacente, evidenciaram-se fibroblastos fusiformes jovens e maduros intercalados e
paralelamente entre si, além de vasos sanguineos e raros linfécitos. De permeio, foram
notados feixes colagénicos, ora pouco delgados, ora bastante maduros, com maior
semelhanca a derme adjacente nos subgrupos irradiados, quando observados pela

técnica de Picrosirius.
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Comparacéo entre os grupos, com relacdo aos critérios histoldgicos analisados:

Para os critérios analisados a seguir, sendo eles crosta, epitélio e pavimentacao
plana do epitélio, foram considerados como ausente, sendo utilizado o escore 0(zero) ou
presente, como sendo o escore 1(um). A tabela 1 representa estes resultados

encontrados nos grupos.

Ja para as caracteristicas histologicas de reparo de feridas como edema,
neovascularizagdo, infiltrado inflamatorio, eritema, fibroblasia pelo H&E, colagenizacao
pelo Picrosirius, foram considerados escores que variaram entre zero (0) e trés (3), ou

seja, de ausente a marcante. Estes resultados estdo bem representados na quadro3.



TABELA 1: Superficie histologica dos reparos (Soares, 2006)
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TEMPOS | SUBGRUPOS CROSTA REVESTIMENTO  INTERFACE PLANA
EPITELIAL DO EPITELIO
% N % N %
G1 100 0 0 0 0
G2 100 0 0 0 0
3 G3 100 2 77,7 1 33,3
DIAS G4 100 0 0 0 0
G5 77,7 0 0 0 0
G6 77,7 0 0 0 0
G1 33,3 3 100 0 0
G2 0 3 100 1 33,3
8 G3 33,3 3 100 1 33,3
DIAS G4 100 1 33,3 0 0
G5 33,3 2 77,7 1 33,3
G6 33,3 3 100 2 77,7
G1 0 3 100 2 77,7
G2 0 3 100 3 100
14 G3 0 3 100 2 77,7
DIAS G4 0 3 100 3 100
G5 0 3 100 3 100
G6 0 3 100 2 77,7
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DISCUSSAO

Inimeros sdo 0s parametros citados como responsaveis pelo dano térmico
causado pelo superaquecimento dos tecidos irradiados pelo laser de CO, (SANDERS e
REINISCH, 2000; FULTON; SHITABATA, 1999; PAYNE et al.,, 1998; PATROCINIO;
NICCOLI-FILHO, 2000; PINHEIRO, 1993; BRUNGNERA JUNIOR; PINHEIRO, 1998).
Em contrapartida incessantes investigacfes visam alternativas para sanar este
inconveniente que é considerado pela maioria dos autores como a maior desvantagem
do laser de dioxido de Carbono. Fulton e Shitabata (1999) ressaltam o tamanho dos
pulsos como principais responsaveis por este efeito indesejado. Sanders e Reinisch
(2000), relatam que mesmo com pulsos menores que o intervalo de descanso térmico do
tecido ocorre importante dano térmico. Payne et al., (1998) acreditam que o comprimento
de onda interfere na espessura da zona de injuria térmica. Patrocinio e Niccoli-Filho
(2000) mencionam as altas poténcias como responsaveis pelo retardo da cicatrizacao.
Romanos et al. (1999) relataram que, além do aumento da poténcia utilizada, os danos
térmicos também estdo relacionados ao modo de entrega do raio, frequiéncia e duracéo

do pulso, além do comprimento de onda e do tempo de exposicao.

Romanos et al. em 1999, relacionando diferentes poténcias aos efeitos térmicos,
constataram que menores poténcias causam menos transtornos térmicos. Porém, neste
estudo necessitou-se de maior profundidade de corte, utilizando-se, para tanto, maior
poténcia para que a incisdo fosse realizada com uma unica irradiagcdo, ou de maior
tempo de irradiagdo o que também aqueceria ainda mais os tecidos. Assim, é importante

estudos para verificar qual alternativa seria menos danosa aos tecidos periféricos ao
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corte, se a utilizacdo de maiores poténcias, maior tempo de irradiacdo ou se fazer a

incisao por planos com vérias irradiacoes.

Pesquisas apontam como boa e simples alternativa pra amenizar o dano térmico o
resfriamento prévio do tecido (BRUGNERA JUNIOR; PINHEIRO, 1998; PINHEIRO,
1998). Porém outros estudos desenvolveram técnicas mais sofisticadas como o sistema
“CAST” preconizado por Howard et al. (1997). Embora os autores mostrarem um bom

resultado, considera-se pouco pratico e de viabilidade econémica discutivel.

O conhecimento e controle de parametros que regem o funcionamento do laser se
fazem necessario para contornar o efeito térmico indesejado. E oportuno a realizacdo de
mais estudos combinando as varias possibilidades de A, densidades de poténcia,
variacdo de pulsos, energia, tempo de irradiacdo, bem como lancar mao de recursos
como resfriamento prévio do tecido. Com isso acredita-se na possibilidade da criacao de
um protocolo de utilizacdo do laser de CO,, com o minimo de dano térmico e com

resultados mais precisos e seguros.

Tendo em vista as leis fisicas que regem o fenbmeno da entrega de energia do
laser aos tecidos, onde sabemos que a distancia focal € um fator importante, bem como
caracteristicas da superficie irradiada. Pois, a partir destes aspectos considerados
sabemos que uma fracdo da energia sera dispersa, refletida, absorvida e refratada. No
atual estudo, com aplicacdo transcutanea, tendo a preocupacéo de encostar a ponteira
na pele do animal, evitando os pontos pigmentados pelas tatuagens para que néo
alterasse a absorcdo da energia do laser. Mas, Lilge et al. (2000) avaliaram se havia
diminuicdo consideravel da absor¢cdo de energia do laser quando aplicadas através de

diversos tipos de curativos e seus achados mostraram que algumas barreiras fisicas
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como certos curativos Umidos nao alteraram necessariamente a eficacia do tratamento.
Esta evidéncia revela a grande importancia da laserterapia em tratamentos de feridas

cronicas e extensas que precisam de curativos.

A acdo hemostatica do laser de CO, j& se encontra bem descrita na literatura
(MEDRADO et al.,, 2003; FREITAS, 2000; FREITAS 1998; PINHEIRO et al., 1997;
FISHER et al., 1983; RALDI et al., 1999). Estudos pioneiros como os de Luomanen e
Virtanen (1987); Luomanen et al. (1987); Luomanen e Virtanen (1991) relataram um
aumento de formacdo vascular apenas no inicio (BISHT et al, 1998), mas reducao
vascular ao longo do reparo. Nos achados deste estudo, encontrou-se um pequeno
aumento da angiogénese nos grupos de laser de CO, com relagdo aos grupos de bisturi
e ainda mais nos grupos seguidos de laserterapia. Porém percebeu-se também que
entre 0os subgrupos do bisturi convencional houve uma pequena diminuicdo da
neovascularizagdo com o passar do tempo, ja entre os subgrupos de laser de CO; houve
um discreto aumento em tempo mais avancado do reparo. Isto pode ser devido ao fato
de que feridas de CO, apresentam uma resposta inflamatéria mais intensa, isto exige
uma maior dindmica vascular na area. Também, este fenbmeno aponta para acgéo

vascular do laser de baixa intensidade mais evidente quando associado ao laser de CO..

Um outro fator importante a ser considerado é que neste estudo, a ferida realizada
foi excisional, o que acarreta uma maior quantidade de tecido a ser reparado e maior
distancia entre os bordos, precisando de um maior tempo para reparagdo, e
consequentemente de maior formacdo de tecido de granulagcdo que nas feridas

incisionais realizadas no estudo de Raldi et al. (1999), por exemplo. Ocorre 0 mesmo
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com a grande destruicdo tecidual provocada pelo laser, em comparacdo com aquela
provocada por bisturi, bem como a alteracdo térmica ocorrida nos tecidos adjacentes a
ferida acarreta retardo no reparo devido a necessidade de maior formacéo de tecido de
granulacao para restabelecer a maior quantidade de tecido perdido. Confirmou-se neste
estudo os resultados de Johnson et al. (1997), onde a resposta inflamatéria provocada

pelo laser de CO, foi mais intensa inicialmente e que se perdura por mais tempo.

Os resultados deste estudo mostraram que maiores diferencas nos padrdes de
reparo entre os subgrupos aconteceram nos trés primeiros dias, apresentando-se
semelhantes nos periodos seguintes. Este achado concorda com Romanos et al. (1999);
Sanders e Reinisch (2000) e Koch e Egbert (1999) que relatam caracteristicas
histoldgicas muito semelhantes do reparo de feridas realizadas com laser de CO; e

feridas convencionais acima de 14 dias de reparo.

Montenegro e Franco (1999) mencionam que, em processo de reparo normal, o
infiltrado inflamatério crénico comeca a aparecer no sétimo dia; Watanabe et al., 1987
evidenciaram infiltrado inflamatério crénico sé a partir do quinto dia em feridas realizadas
com laser CO, sem a laserterapia, e Romanos et al. (1999) relataram inflamacao aguda
mais marcante em reparos de feridas a laser, tornando-se mais cronica apos oito dias.
Os resultados do presente estudo vao de encontro a estas evidéncias. No presente
estudo observou-se, ja ao terceiro dia, sinais de cronicidade como aparecimento de
Linfocitos e nas incisdes a laser e posterior laserterapia. O infiltrado inflamatério variou
de misto a croénico em todos os tempos de observacgao. Isto pode indicar uma aceleracéo

da fase inflamatoria do reparo com o uso da laserterapia. Neste estudo foi observado que
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a inflamac&o no grupo do laser de CO, se apresentou mais crénica, ou seja, em fase
inflamatoria mais avancada com relacdo as grupos de bisturi, embora esta ocorresse de
forma mais intensa que no grupo do bisturi, corroborando os estudo de Johnson et al.
(1997); Loumanem e Virtanem (1987); Loumanem et al. (1991); Edvard et al. (1996). Mas
foi evidente a acdo da laserterapia, acelerado as fases do processo inflamatorio de

feridas a laser, como ja relatado em 1998 por Freitas.

Nascimento (2001) relatou em suas avaliacdes histolégicas a proliferacdo de
células adiposas, porém, em nossas observacdes, percebemos que as células adiposas
provém da camada de adipdcitos localizada mais profundamente nos tecidos e com a
remocdo de camadas mais superficiais pela excisdo, estas células emergem. E estas
células em meio ao tecido de granulacdo tém uma funcéo interessante. Sabe-se que a
deposicdo dos componentes da matriz extracelular depende da ativacdo de células
armazenadoras de gordura, que passam a produzir coldgeno e se transformam em
Miofibroblastos. Quando ativadas, estas células perdem progressivamente os granulos
de lipideos ricos em &cido retindico, passam a sintetizar componentes da matriz num
estagio intermediario e, mais tarde, Actina e outras proteinas relacionadas terminando

por se diferenciar em miofibroblastos (BRASILEIRO FILHO, 1998).

A formacédo de vacuolos de gordura também relatada por Romanos et al. (1999)
também foi observada neste estudo, bem como grande numero de Mastdcitos nos
reparos onde houve grande dano térmico. Esta evidéncia foi confirmada no presente

estudo, onde se observou a frequéncia destes vacuolos nos reparos de feridas a laser.
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Acredita-se que este achado possa vir a ser material importante para investigacoes

futuras.

Devido a ferida ter sido excisional neste estudo, acarretou, além numa maior
quantidade de tecido de granulacdo, também uma maior distdncia entre os bordos,
precisando conseqientemente de um maior tempo para reepitelizacdo. Apesar disto, em
neste estudo ja ao terceiro dia, em espécimes excisadas com bisturi e irradiadas com
laserterapia de A830nm, foi encontrado epitélio estratificado, mesmo que delgado e em
fase de organizagéo, ainda com delicados filamentos de Queratina. Este fendmeno pode
indicar uma aceleracdo do processo de reparo, onde a laserterapia, neste caso com
comprimento de onda infravermelho favoreceu a proliferacdo celular, como menciona
Karu (1987 e 1995).

Ja nas excisdes com laser CO,, neste estudo, a reepitelizacdo com poténcia de
5W, ocorreu ap0s o oitavo dia e ainda assim, em fase de organizacdo. Nos grupos onde
se associou a laserterapia verificou-se uma maior organizacdo deste revestimento
epitelial inclusive o inicio da formacdo da camada de Queratina e interface plana do
epitélio. Ja4 nos estudo de Watanabe et al., 1987, a epitelizacdo ocorreu apds cinco dias,

nas feridas realizadas com laser de CO.,.

Os presentes resultados dos subgrupos de laser relatados acima divergem
também de Patrocinio e Niccoli-Filho (2000), que utilizando o laser de CO, com poténcia
de 2W, encontraram ao terceiro dia de reparo, delgada pavimentacdo epitelial, e ao
sétimo dia, encontraram revestimento epitelial uniforme e queratinizado nas poténcias de
2, 7 e 10W, mesmo que a inflamacédo ainda fosse presente e marcante principalmente

nos grupos onde foram utilizadas maiores poténcias. Romanos et al. (1999); Sanders e
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Reinisch (2000), com laser CO, em modo pulsado também obtiveram pavimentacéo
epitelial em maior parte de seus espécimes ao terceiro dia e ao sétimo dia todos os
espécimes de laser pulsado e metade dos espécimes de laser continuo estavam
reepitelizados. Watanabe et al. (1987); também percebeu reepitelizacdo ao quinto dia
em feridas a laser. Portanto, € imprescindivel verificar os parametro dos laseres
utilizados, bem como as condi¢Bes do estudo como refrigeracdo do tecido, extensédo e
profundidade e localizacdo da ferida, para poder ser avaliado a possibilidade de
aceleracéo do processo de cicatrizacao.

Acredita-se que este retardo no reparo e na formacao do epitélio de feridas a
laser, relatado pela literatura se deve ao uso de poténcias muito elevadas. Embora
alguns trabalhos como o de Raldi et al. (1999) que com poténcias superiores aquela por
nos utilizada (5W, 10W e 15W), observaram proliferacéo epitelial a partir do quarto dia de
pos-operatorio, se completando ao décimo quarto dia. Para estes pesquisadores, 0
reparo das incisées com laser de CO, com poténcias até 10W sdo clinicamente
semelhantes aquelas realizadas por bisturi convencional. Este padrdo de reparo €
considerado excelente, principalmente levando em consideracao as poténcias altas que
foram usadas. Isto se deve provavelmente por ter sido considerado sinais muito precoces
de formacdo do epitélio, sendo que neste trabalho, s6 considerou-se o revestimento

epitelial quando este encontrava-se completo.

Romanos et al. (1999) acreditaram que o retardo inicial do reparo se da pelo
atraso na formacao do epitélio e atribui este fendmeno a substancias inibitorias liberadas
pelos tecidos necroticos e até mesmo a barreira fisica causada pela crosta, embora
pode-se considerar a crosta como protecéo de agentes externos, favorecendo no reparo.

Porém acredita-se que no reparo de feridas a laser ndo ha atraso no inicio da
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proliferacéo celular para formacéo do novo epitélio, pois esta reepitelizacao se inicia seis
horas apOs a agressédo, independente do método cirargico utilizado como mencionam

Brugnera Junior e Pinheiro (1998).

Concorda-se com Patrocinio e Niccoli-Filho (2000) no que se refere a utilizacao de
altas poténcias gerando grande quantidade de tecido carbonizado e demora na
reabsorcdo deste tecido, bem como interferindo na formacéo de tecido de granulacéo e
na atividade fibroblastica. Por este motivo utilizou-se a laserterapia com o intuito de
amenizar a agressao sofrida pelos tecidos vizinhos. Assim, com o estimulo do laser, os
Fibroblastos teriam a energia necessaria para multiplicacdo ou aumento de seu
metabolismo, através de modificacdes estruturais destas células, como ja mencionado

anteriormente por Chomette et al. (1991).

No estudo de Benarska et al. (1998) encontrou-se um efeito extremamente
positivo com laserterapia de A670nm em fibroblastos humanos. Porém, é fundamental
levar em consideracdo o fato de que este estudo foi realizado em culturas de células, e
apesar do grande valor cientifico dos estudos in vitro, em cultura de células, a diferenca
de parametros ndo permite comparacdo com resultados de estudos in vivo. Benarska et
al. acreditam que o efeito biomodulador da laserterapia no comprimento de onda
vermelho, leva a proliferacdo e diferenciacdo fibroblastica em longo prazo. Em seu
estudo, houve aumento da cultura de Fibroblastos humanos apés uma hora da aplicacéo
do laser vermelho e entre trés e cinco dias apos a laserterapia. Os autores atribuem este
resultado ao incremento da atividade enzimatica mitocondrial e em conseqiéncia da
aumentada producao de ATP. Estes resultados corroboram com o estudo de Karu, em

1995.
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Existem consideracbes importantes para se obter bons resultados com a
laserterapia como o tratamento prévio do tecido a ser irradiado como mencionado por
Walker et al. (2000), onde a exposi¢cdo do tecido aos raios gama causou prejuizo a
proliferagao celular, onde, mesmo com a laserterapia de A660nm néo foi suficiente para o
aumento das células fibroblastica. A eficacia de qualquer recurso depende de sua
indicacdo pertinente e sua correta utilizacdo, e para tanto € necessario o conhecimento

de todas as variaveis que estdo envolvidas no processo.

Assim como Campanha (2002), Chomette et al. (1991) também evidenciaram
aumento de deposicdo de colageno com a laserterapia, estes Ultimos também
relacionam o aumento na sintese de colageno encontrado em seu estudo aos
Fibroblastos com caracteristicas ultra-estruturais diferentes daqueles Fibroblastos
encontrados em feridas feitas com bisturi. Neste presente estudo, evidenciou-se o
aumento de deposicdo colagénica nos subgrupos tratados com laserterapia,
independente do recurso utilizado na cirurgia e da concentracdo de fibroblastos
evidenciada. Isto pode indicar que o efeito biomodulador, ndo s6 pode estimular a divisdo
e proliferagdo celular, como também incrementa a atividade metabdlica celular, na
producdo de matriz extra-celular, sobretudo do colageno, proporcionando uma melhor

gualidade do reparo.

Encontrou-se diferenca significativa apenas na analise imunocitoquimica de
fibroblastos, indicando que no grupo controle houve maior evidéncia de fibroblastos
guando comparada com grupos experimental de excisédo a laser seguido de laserterapia

de A830nm, confirmando Kreisler et al. (2002) com a afirmativa de que melhor espectro
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de absorcao para os fibroblastos varia entre A80OOnm e A830nm. Embora isto ndo tenha
afetado na producédo de colageno, o que reafirma mais uma vez a idéia de modificacdes
ultraestruturais dos fibroblastos com o uso de laserterapia. Também vale salientar que a
maior quantidade de Fibroblastos e consequentemente de colageno, de maneira
desorganizada, pode acarretar a formacdo da indesejada de cicatriz fibrosa como
ressalta Akasaka et al. (2004); Webb e Dyson (2003); Freitas (2000); Freitas et
al.(2002). Nas observacdes histoldgicas da atual pesquisa, pela técnica do Picrosirius,
verificou-se ao final do reparo que, nos grupos experimentais (que receberam
laserterapia) ndo houve necessariamente um aumento quantitativo de Colageno, mas
sim sua maior maturacao e melhor organizacao das fibras, paralelas a superficie, muito
semelhante a derme adjacente. Isto pode ser um indicativo de que a laserterapia
favorece um reparo de melhor qualidade e maior resisténcia tensional, evitando a
formacéo de cicatriz fiborosa, como mencionado acima, estando de acordo Utley et al.
(1999); Sanders e Reinisch (2000).

Apesar de ndo ser identificado diferenca significante na producdo de colageno
entre os subgrupos estudados, pode-se observar ao exame microscopico um melhor
arranjo das fibras colagenas, favorecendo a remodelacdo dos reparos principalmente a
partir do sétimo dia. Esta evidencia esta de acordo com os resultados encontrados por
MEDRADO et al.,, (2003). Reddy et al. (1998) explicaram este fendmeno devido a
diferenca estatistica das ligacdes cruzadas entre as fibrilas ap0s a laserterapia, o que
torna as fibras coldgenas mais estaveis e melhor organizadas. Os feixes de fibras
colagénicas mostraram-se mais maduros e com organizacdo paralela a superficie,

sugestivo de uma maior resisténcia a ferida recém reparada.

Em se tratando de deposicdo de colageno em feridas realizadas com laser de
CO,, os presentes achados corroboram varios trabalhos, no que diz respeito a
distribuicdo frouxa e delgadas fibras colagenas (WATANABE et al. 1987; ANDRADE,
1999). Mas j& ao quinto dia, os autores relatam uma maior organizacdo dos feixes que se
mostram mais maduros, bem como outras caracteristicas histologicas como infiltrado

inflamatorio cronico e reepitelizacdo, evidencias estas s6 observadas no oitavo dia de
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nosso estudo. Apesar de ndo ser observado maior deposi¢cdo de colageno nos grupos
operados com laser de CO, em comparagao com 0s grupos excisados com bisturi, houve
maior deposicao colagénica dos grupos excisados com laser seguidos de laserterapia
nas observacdes de trés e oito dias (subgrupos 5A, 6A, 5B e 6B), quando comparados
com seu respectivo controle (subgrupos 4A e 4B). JA& no tempo de quatorze dias,
observou-se maior maturacdo e organizacdo nos feixes colagénicos dos espécimes
tratados com laserterapia, independente do comprimento de onda. Pode-se observar nos
subgrupos que receberam laserterapia a disposicdo dos feixes colagénicos deixando
mais precocemente o padrdo imaturo, de organizagdo frouxa como mencionou Andrade
(1999) e se dispondo de forma paralela a superficie, oferecendo maior resisténcia a

lesdo recém regenerada.

Na analise da imunomarcagao pela a-Actina, com o intuito de evidenciar os
Miofibroblastos, observou-se nesta pesquisa que quanto mais marcante 0 processo
inflamatorio, menos frequente foram estas células. Esta observacao coincide com estudo
de Sobral et al, (2004). Os autores mencionam que a presenca do componente
inflamatdério, principalmente infiltrado macrofagico, tem acdo inibitéria na sintese de
TGFB1, fator importante na migragéo e proliferagéo de Fibroblastos. Assim, em areas de
grande inflamacdo, houve menor deposicdo de colageno e menor frequéncia de
miofibroblastos. Zeinoun et al. (2001) também confirmam este achado, complementando
gue na presenca de tecido de granulacdo jovem, os fibroblastos se expressam
pobremente pela Vimentina. Embora ja se sabe que tecidos irradiados tenham elevacgéo
de seus niveis de fatores de crescimento, sendo o TGFB um dos mais decisivos no

aumento de fibroblastos (YU et al., 1997).

Corroboramos com os dados obtidos no estudo de Freitas (2000) e Cornelissen et

al. (2000); Campanha (2002) no tocante a concentracdo de Miofibroblastos, onde foi
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precocemente evidenciado no terceiro dia e teve seu pico no oitavo dia; porém ao
décimo quarto dia ndo houve diferenca entre feridas a laser e convencionais. Estes
dados deferem daqueles apresentados por Zeinoun et al. (2001) que encontraram pico

maximo de Miofibroblastos ja no terceiro dia.

A laserterapia eleva as taxas de ATP mitocondrial e por consequéncia aumento do
metabolismo celular e producédo de aminoacidos e proteinas (KARU, 1987; KARU et al.,
1994; AL-WATBAN et al.; 2000). No presente estudo observou-se maior maturacao de
colageno com a utilizacdo de baixas doses de energias do laser concordando como no
estudo de Pugliese et al. (2003); Mendez (2002); Sanders e Reinisch (2000); Tang et al.,
(1998).

Mendez (2002) além de averiguar a influéncia de varias doses de energia, obtendo
melhores resultados com doses menores, também avaliou o efeito de espectros de onda
de luz laser diferentes e percebeu que a associacdo de dois comprimentos de onda de
diferentes espectros foi vantajosa no intuito de aumento na producédo de colageno. Este
fendmeno se explica pelo fato de que comprimentos de onda variados tém diferentes
niveis de penetracdo em cada tipos de tecido bioldégico. Assim, os menores
comprimentos de onda, do espectro vermelho, possuem penetragdo muito superficial,
enquanto os comprimentos de onda do espectro infravermelho tem agéo nos planos mais
profundos (KOLAROVA et al. (1999). Neste estudo foi observado de uma forma geral,
melhores resultados nos espécimes irradiados com laser de A de 830nm, e
principalmente nos subgrupos operados com laser de CO,. Este fato leva a crer que em
reparos de feridas de excisionais onde ha perda maior de tecido, € mais conveniente

estimular os tecidos mais profundo com comprimentos de onda maiores. Os laseres de
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menor comprimento ndo vao além das camadas extremamente superficiais, epiderme e,
estruturas teciduais da superficie que, se encontrando degeneradas, ndo vao responder

a este estimulo do laser.

Também Reddy et al. (2001) encontraram aumento de colageno utilizando
A632,8nm em ratos diabéticos, porém, utilizando controle contralateral. Embora os
autores terem realizado estudos prévios que mostraram nao haver interferéncia entre os
grupos com o uso de controle contralateral, acredita-se que o efeito sistémico relatado

por varios estudos consagrados levaria a distor¢do dos resultados.

Assim como nestes resultados Loumanen et al. (1988); Rubin e Faber, (1990);
Chomette et al. (1991) também encontram miofibroblastos mais presentes em reparos de
feridas com bisturi, em tempos precoces de reparo. Ao oitavo dia o grupo de bisturi sem
laserterapia, apresentou maior concentragdo de Miofibroblastos, como nos resultados
apresentados por Cornelissen et al. (2000). Na andlise de quatorze dias, ndo foi
encontrado variacdo consideravel entre os grupos. O retardo da cicatrizacdo de feridas a
laser também podem ter como coadjuvante a diminuicdo ou auséncia de miofibroblastos,
ja que estas células tém acao de contracdo e faz com que as bordas das feridas se unam
mais rapidamente. Apesar disto estes autores ainda mencionem neste trabalho que a

reepitelizacao iniciou-se antes mesmo do surgimento de miofibroblastos.

Considera-se oportuna a realizacdo de outros estudos com vérias poténcias do
laser de CO,, sendo com pequenas variacdes entre elas, bem como intervalos de

observacdo pequenos. Assim torna-se possivel determinar a que poténcia maxima
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poderia ser usada com o menor dano térmico e maior capacidade de reparo e melhor

gualidade da cicatriz.

E necessario a realizacio de mais estudos pautados em condi¢cbes mais proximas
das condicdes clinicas, utilizando modelos animais, identificando e controlando variaveis
deteminantes. Condicdes in vivo sdo dificeis de serem reproduzidas em estudos in vitro,
pois se corre o risco de se negligenciar inumeros fatores de interferéncia, podendo
caracterizar viés de estudo, oferecendo dados duvidosos. A acdo dos laseres em
processos celulares jA é consagrada pelos estudiosos da é&rea, porém ainda é
considerado necessario avaliar as combinagfes dos inimeros fatores que envolvem a
laserterapia e controlar as muitas variaveis para que se reproduzam situacdes clinicas
em humanos com mais fidedignidade. Assim, conhecendo melhor a acao do laser, pode-
se combinar seus parametros com base cientifica, visando obter resultados precisos,

uma maior aplicabilidade e maior eficiéncia, desta forma conquistando este valioso

recurso a favor do profissional e do paciente.
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CONCLUSAO

A laserterapia tem efeito positivo no processo de reparo de feridas excisionais nos
dois métodos cirurgicos utilizados.

Observou-se formacao precoce do revestimento epitelial da ferida cirargica apos
laserterapia,

Encontrou-se maior maturacdo e organizacao das fibras colagenas;

Ocorreu aceleracdo da fase inflamatdria presente nos processos de reparo de
feridas;

Menor formacao de edema, apds tratamento com Laser, também foi encontrado;

Em feridas realizadas com laser de CO,, ocorreu menor concentracdo de

miofibroblastos.
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ANEXO 1

APROVACAO NA COMISSAO INTERNA DE ETICA DA FOUFBA
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ANEXO 2

COLORACAO DE PICROSIRIUS

Solucgéo de Sirius Red

Agua destilada o iml
Acido picrico saturado

SIHUS RO e 0,19
Preparo da solugéo

Adicionar o adico picrico a agua destilada até saturar. Em seguida, acrescentar 0,1g de
sirius red sob agitacao.

Solucgao Light Green

LIght Green 0,1g

Agua destilada s 100ml

TECNICA DE COLORACAO

1. Desparafinizar os cortes histolégicos com imersédo em xilol

2. Hidratar os cortes com alcool absoluto, seguido de alcool a 80%, alcool a 70% e
por fim agua destilada.

3. Corar em soluc¢éo de sirius Red por 30 minutos

Contracorar em solucédo de Light Green por 5 minutos

Lavar rapidamente em agua corrente

Desidratar

Clarificar

Montar em laminulas com balsamo do Canada

RESULTADO: Fibras coldgenas em vermelho e fundo esverdeado

FONTE: Laboratério do departamento de Patologia do Hospital Universitario Professor

Edgar Santos da Universidade Federal da Bahia




APENDICE 1

CRITERIOS DE AVALIACAO HISTOLOGICA E IMUNOCITOQUI

SCORES GRADACAO CARACTERISTICAS
0 AUSENTE Crosta
Presenca de epitélio
1 PRESENTE Interface plana
SCORES GRADUACAO CARACTERISTICAS
0 AUSENTE Edema
Neovascularizagao
L LEVE Fibroplasia (em H&E)
Infiltrado inflamatdrio
Deposicao de colageno
2 MODERADO (visto em picrosirius)
Proliferacéo fibroblastica
Presenca de
3 INTENSO Miofibroblastos
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QUADRO 3: Resultados Histologicos (Soares, 2006)
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INTENSIDADE NOV
GRUPOS NATUREZA DA GRAU DA HIPEREMI | EDEM | OS (;:,Bl_'; igé :If :S? Aglg_:{:?
INFLAMACAO INFLAMACA A A |VASO
o S SIA NO os oS
N N N N N N N N N
agudo 2 AUSENTE 0 1 6 0 0 0 0 3
1 misto 1 LEVE 6 5 1 0 3 4 1 2
crénic 6 MODER 2 1 1 7 3 2 1 1
o)
INTENSO 1 2 1 2 3 3 7 3
N
agudo 2 AUSENTE 0 0 6 0 0 0 0 4
2 misto 1 LEVE 6 5 1 0 3 0 0 2
croénic 6 MODER 2 1 1 7 3 3 3 2
o)
INTENSO 1 3 1 2 3 6 6 1
N
agudo 1 AUSENTE 0 1 5 0 0 0 0 3
3 misto 1 LEVE 6 4 1 0 2 1 0 4
croénic 7 MODER 2 2 2 6 3 5 2 0
o)
INTENSO 1 2 1 3 4 3 7 2
N
agudo 0 AUSENTE 0 2 3 0 0 0 0 4
4 misto 2 LEVE 4 2 3 0 6 4 2 0
crénic 7 MODER 2 2 2 4 0 2 4 4
o
INTENSO 3 3 1 5 3 3 3 1
N
agudo 0 AUSENTE 0 1 4 0 0 0 0 3
5 misto 3 LEVE 4 2 2 0 4 3 4 4
crénic 6 MODER 2 3 2 3 2 1 3 1
o)
INTENSO 2 3 1 6 3 5 2 1
N
agudo 1 AUSENTE 0 0 4 0 0 0 0 3
6 misto 2 LEVE 3 5 3 0 2 2 5 3
crénic 6 MODER 2 4 2 4 3 2 3 3
o)
INTENSO 3 0 0 5 4 5 1 0
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