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RESUMO: Foram utilizados nove coelhos higidos, machos, adultos, com o objetivo de estudar os aspectos morfologicos da
cicatrizagdo de feridas cutaneas cirurgicamente produzidas e tratadas com a radiacdo laser de baixa poténcia HeNe. Foram
induzidas trés lesdes limpas, na regido toracica dorsal, mediante a utilizagao de “punch” dermatolégico de 1 cm, com distan-
cia de, pelo menos, 10 cm entre cada lesdo. As lesdes foram diariamente radiadas com 3 ou 6 J/cm? e a lesdo restante nao foi
radiada. As feridas foram diariamente mensuradas e avaliadas quanto ao aspecto macroscéopico. Os coelhos foram separados
em 3 grupos, para biopsia, no 7°, 14¢ e 21° dias de poés-operatorio. Nao se observou diferenga no padrio cicatricial em rela-
¢do aos tratamentos nos diferentes dias de observagao, quanto ao tamanho e aspecto da lesdo, formacao de fibras colagenas,
neoformacao de vasos e reepitelizagdo completa da epiderme. Tais resultados podem ter ocorrido em decorréncia do efeito
sistémico da terapia laser de baixa poténcia.

PALAVRAS — CHAVE: Cicatrizagdo de Feridas. Laser. HeNe. Coelhos

MORPHOLOGICAL EVALUATION OF THE EFFECT OF LOW POWER HE-NE LASER ON CUTANEOUS
WOUNDS IN RABBITS

ABSTRACT: Nine healthy, male, adult rabbits were used to study the morphological aspects of surgicaly induced cutaneous
wounds treated with low power He-Ne laser therapy. Three clean wounds were bilaterally induced in the dorsal cranial thora-
cic region by using a 1-cm dermatological punch, with distance of 10 cm among each injury. The wounds were daily radiated
with either 3 or 6 J/cm?. The remaining injury was not radiated. The wounds were daily measured and evaluated for their
macroscopic aspect. Rabbits were separated into 3 groups for biopsy at the 7%, 14", and 21 days after surgery. No statistical
difference in cicatricial pattern was observed with respect to the treatments on different observation times in relation to the
size and evolution of the wound, collagen fiber formation, vessel ingrowth and total reepithelialization of the epidermis. Such
results can be explained due to the systemic effect of the low power laser therapy.

KEYWORDS: Wound Healing. Laser. HeNe. Rabbits.

EVALUACION MORFOLOGICA DEL EFECTO DEL LASER BAJA POTENCIA HENE EN HERIDAS
CUTANEAS DE CONEJOS

RESUMEN: Nueve conejos sanos, machos y adultos, fueron utilizados, con el objetivo de estudiar los aspectos morfologicos
de la cicatrizacion de heridas cutaneas quirargicamente producidas y tratadas con radiacion laser de baja potencia HeNe. Tres
lesiones limpias fueron inducidas en la region dorsal del torax, por medio del uso de “punch” dermatologico de 1 centimetro,
con distancia de por lo menos 10 centimetros entre cada lesion. Las lesiones fueron diariamente radiadas con 3 0 6 J/em? y
la lesion restante no fue radiada. Las heridas fueron mensuradas y evaluadas cuanto al aspecto macroscopico. Los conejos
fueron separados en 3 grupos para biopsia, en el 7°, 14°y 21° dias de postoperatorio. No se observé diferencia en el patron
cicatricial en relacion a los tratamientos en los diferentes dias de observacion, cuanto al tamafo y aspecto de la lesion, for-
macion de las fibras colagenas, nuevas formaciones vasculares y reepithelization completa de la epidermis. Tales resultados
pueden haber ocurrido en consecuencia del efecto sistémico de la terapia laser de baja potencia.

PALABRAS CLAVE: Cicatrizacion de Heridas. Laser. HeNe. Conejos.
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Introducao

A sigla L.A.S.E.R., tem origem na lingua inglesa,
abreviando “light amplification by stimulated emission of
radiation”; ja a palavra laser é consagrada pelo uso ¢ define
fonte de luz monocromatica, intensa, coerente e colimada,
cuja emissdo de radiacdo se faz pelo estimulo de campo ex-
terno, com aplicac¢des variadas e crescentes na industria, na
engenharia e na medicina. Esta variedade ¢ uma mistura de
gas hélio/neon (HeNe), que produz luz vermelha, que faz
com que o raio laser seja absorvido por tecidos, alterando
o comportamento celular, sem promover aumento de tem-
peratura. Os efeitos ndo térmicos produzidos pela radiagdo
da baixa poténcia sdo amplamente discutidos, pois ndo sdo
conhecidos todos os mecanismos nem todos os elementos
que participam da conversdo da energia luminosa em ener-
gia bioquimica. Atribui-se ao laser de baixa poténcia efeitos
analgésico, antiinflamatorio e estimulante da cicatrizagdo
(VECOSO, 1993), tornando amplo seu emprego terapéutico
na medicina, fisioterapia e, mais recentemente, na medicina
veterinaria.

A terapia com raios laser de baixa poténcia constitui
técnica capaz de acelerar o processo de reparacdo dos teci-
dos biologicos traumatizados. Os mecanismos que envolvem
o processo de bioestimulagdo ocorrem em nivel molecular
(KARU, 1999). A agdo da luz no processo cicatricial ocorre
devido ao incremento dos fatores humorais de defesa e au-
mento da reacdo leucocitaria. Além disso, a luz atua sobre
os fibroblastos, estimulando a produ¢do de fibras colagenas
elasticas, de forma mais ordenada (CARVALHO et al., 2006).
Acredita-se que existam fotorreceptores celulares, sensiveis
a determinados comprimentos de onda, que, ao absorverem
fotons, desencadeiam reagdes quimicas. Como resultado,
ha aumento do metabolismo celular, através do aumento da
sintese de ATP pelas mitocondrias. (MESTER et al., 1985).
Pesquisas recentes demonstraram que a aplicagdo do laser de
baixa poténcia possui a capacidade de estimular a prolifera-
¢30 de fibroblastos, além de reduzir o edema local, favore-
cendo a neovascularizagdo na pele (RENDELL et al., 1997;
GUPTA et al., 200;).

Mester et al. (1985) foram os primeiros pesquisa-
dores a estudar o efeito da terapia laser de baixa poténcia
(TLBP) na cicatrizagdo de feridas. Seus trabalhos mostra-
ram efeitos positivos do laser de baixa poténcia em diversos
tecidos. A dosimetria de 1,5 J/cm? foi a recomendada para
acelerar a cicatrizagdo cutidnea. Ao comparar os lasers de Ar-
gonio (514,5 nm) e HeNe (623,8 nm), Kana (1981) observou
aceleragdo significativa na cicatrizag@o entre o 3° e 12° dias
de pos-operatdrio, quando do uso do laser de HeNe, utili-
zando terapia com 4, 10 e 20 J/cm?. Os efeitos benéficos da
TLBP sobre o tecido cutaneo, especialmente o laser HeNe,
para promover a regeneragao epitelial, foram demonstrados
por diferentes autores (NISSAN et al., 1986; REDDY et al.,
2001; RABELO et al., 2006).

Contrariamente, outros autores relatam falha do la-
ser na aceleracdo do processo de cicatrizagdo, com o seu em-
prego no tratamento de feridas (BRAVERMAN et al., 1989;
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FRETZ; ZHONG LI, 1992).

Visto que os resultados obtidos em diversos experi-
mentos com metodologia e dosimetria variadas sao conflitan-
tes e considerando que a cicatrizagdo de feridas por segunda
intencdo ¢ processo complexo, e os insucessos relacionados
ao tratamento constituem problema clinico importante, o tra-
balho teve por objetivo estudar morfologicamente a resposta
cicatricial de feridas limpas tratadas com laser de baixa po-
téncia HeNe em coelhos.

Material e Método

Foram utilizados nove coelhos machos, adultos hi-
gidos, mantidos em alojamentos individuais, que receberam
agua e rag@o ad libitum. Os animais foram avaliados clini-
camente ¢ anestesiados com associacdo de maleato de ace-
promazina®, (0,1mg/kg), cloridrato de xilazina’ (3mg/kg),
maleato de midazolam?® (1,0mg/kg) e quetamina® (10mg/kg)
por via intramuscular. Atingido o plano anestésico adequa-
do, os coelhos foram posicionados em decubito esternal, a
anti-sepsia foi efetuada pela sequéncia alcool-iodo-alcool ¢ a
area operatoria delimitada por panos de campo esterilizados.
Foram induzidas 3 feridas limpas, com auxilio de “punch”
dermatolégico de 10 mm, atingindo a espessura da pele na
regido paravertebral, mantendo-se distancia de 10 cm entre
cada defeito.

Decorridas 24 horas do procedimento cirtirgico,
iniciou-se a terapia com laser HeNe, com regime de aplica-
¢do diaria no centro da ferida cirtrgica, de forma pontual,
perpendicular a sua superficie, com 1 cm de distancia entre
a extremidade da caneta e a superficie radiada. Uma das 3
lesdes foi tratada com 3 J/cm?, outra com 6 J/cm? ¢ a terceira
lesdo serviu como controle e ndo foi radiada. Para a radia¢do
foi utilizado laser semicondutor de baixa intensidade, hélio
neon, 45W de poténcia, comprimento de onda de 632,8 nm.

As feridas foram diariamente avaliadas quanto ao
seu aspecto macroscopico, presenga e caracteristica da secre-
¢d0. O diametro das feridas foi mensurado diariamente, com
o auxilio de paquimetro, para obtencdo da area de cada lesdo.
Trés animais foram tratados durante 07 dias, outros trés re-
ceberam radiagdo por 14 dias e os trés coelhos restantes fo-
ram tratados por 21 dias. Ao final do periodo de observagao,
cada animal foi reoperado, adotando-se os mesmos cuidados
pré-operatorios descritos anteriormente, para colheita de um
fragmento de pele de cada lesdo, com o auxilio de um punch
dermatoldgico de 8 mm. A pele foi suturada com fio de nylon
monofilamentar no 4.0, em pontos simples isolados.

Os fragmentos de pele foram processados rotineira-
mente e corados com hematoxilina e eosina (H.E.) e tricrdmio
de Masson, para posterior observagdo em microscopio 6ptico
de luz, visando observar o processo inflamatdrio e cicatricial.
A partir dos fragmentos corados pelo tricromio de Masson,
realizou-se a contagem do numero de fibras colagenas pre-
sentes em cada tratamento nos diferentes periodos estudados
a partir de 3 campos aleatorios de 100 pm?.

A analise estatistica foi realizada ap6s transforma-
¢éo dos dados de area (cm?) para a escala logaritmica, com a
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finalidade de atender as pressuposi¢des da analise de varian-
cia. Foi adotado o delineamento inteiramente casualizado
com a estrutura em fatorial 3x3, por meio do seguinte modelo
estatistico: yijk=p+ o i+Bj++apij+eijk; onde yijk € a variavel
resposta na escala transformada, ai ¢ o efeito do i-ésimo dia
pos operatorio(i=1, 2, ¢ 3); Bj € o efeito da j-ésima dose de
radiagdo (J=1,2 e 3); aPij ¢ o efeito da interacdo entre dias
pos operatdrio ¢ dose de radiagdo e; €ijk é o erro aleatorio
relacionado a cada observacgao de yijk.

Resultado e Discussao

A técnica operatoria utilizada foi de facil execugado
e isenta de complicagdes durante os periodos trans e pos-
operatorio. Como descrito em literatura (MESTER, 1985), a
radiagdo com o laser HeNe se mostrou simples, ¢ os animais
nao demonstraram desconforto durante o procedimento.

O coelho tem sido usado para estudar diferentes as-
pectos envolvidos no processo de cicatrizagdo cutanea e foi a
espécie escolhida como modelo experimental pela facilidade
de manejo.

A densidade de enegia utilizada foi baseda no pro-
posto pela literatura (KANA, 1981; MESTER, 1985). A dose
entre 1 e 3 J/cm? ¢ indicada para melhorar a circulagdo local
e acdo antiinflamatoria. A entre 3 ¢ 6 J/cm? é preconizada
com ac¢ao regenerativa (VECOSO, 1993). Utilizou-se 3 ou
6 J/cm? de forma pontual no tratamento de um defeito de
1 cm de didmetro, eliminando a possibilidade de empregar
doses inferiores as estabelecidas. Os diferentes periodos de
tratamentos e doses adotados visaram, a observar o efeito do
laser HeNe em fases distintas da cicatrizagdo.

As feridas radiadas por laser ¢ as ndo radiadas apre-
sentam macroscopicamente aspecto semelhante durante todo
o periodo de observagdo, a exce¢dao do 14° dia, quando as
feridas radiadas com 6 J/cm? apresentaram maior hiperemia,
que pode ter sido estimulada pela agdo na angiogénese des-
crita por Schindl et al.(1998).

A partir das medidas das feridas cirurgicamente in-
duzidas, obteve-se a area das mesmas e os resultados encon-
tram-se na tabela 1.

Tabela 1 - Médias das areas (cm?) obtidas nos diferentes tra-
tamentos nos grupos estudados:

Dias P.O.  Nao radiado 3 J/em? 6 J/cm?
7 0.407 0,374 0,385
14 0.188 0,166 0,173
21 0.085 0,075 0,083

Nao houve diferenca entre os tratamentos, nos dias
estudados, quando considerado o tamanho da ferida.

A avaliag@o microscopica das laminas coradas pela
técnica da hematoxilina e eosina revelou aspecto semelhante
entre os tratamentos nos diferentes periodos estudados. No
7° dia de pos-operatorio as lesdes possuiam aspecto seme-
lhante nos diferentes animais, com auséncia de epiderme e
de anexos (foliculo piloso, glandulas sebaceas e sudoripa-
ras), hemorragia superficial multifocal moderada. O tecido
de granulacdo apresentava-se bem desenvolvido, com neo-
vascularizagdo evidente e presenca de exsudato focal acima
da derme ¢ inflamagéo subaguda.
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Decorridos 14 dias do ato operatorio, a analise dos
fragmentos de pele revelou presenca de epiderme e anexos,
tecido de granulagdo maduro, auséncia de hemorragia e ede-
ma discreto na derme.

A histologia no 21° dia revelou presenca de epider-
me com anexos desenvolvidos, tecido de granulagao madu-
ro, auséncia de hemorragia e exsudato.

Nao houve diferenca estatisticamente significativa
entre os tratamentos nos diferentes periodos estudados, quan-
do considerado o niimero de fibras colagenas. As médias de
trés repetigdes, correspondentes as fibras colagenas dos ani-
mais nos diferentes tratamentos e momentos de observagao,
encontram-se na tabela 2.

Tabela 2 - Médias do numero de fibras colagenas obtidas nos
diferentes tratamentos nos grupos estudados:

Dias P.O.  Naio radiado 3 J/em? 6 J/cm?
7 14,22+4,20  15,00+2,64  18,22+8,64
14 13,77£3,19  16,55+3,28  16,77+3,63
21 16,00+4,63  18,11£3,51  13,77+4,86

As pesquisas que avaliam os efeitos do laser de
baixa poténcia t€m apresentado resultados controversos. Al-
guns estudos mostraram aceleragdo do processo de cicatri-
zacdo em feridas de ratos com a TLBP (KANA et al. 1981;
MESTER,1985; CARVALHO et al., 2006). Contraditoria-
mente, Braverman et al. (1989), Fretz ¢ Zhong Li, (1992) ¢
Schlager et al. (2000) ndo observaram agao estimulante da
TLBP nas feridas cutaneas. Apesar de alguns autores rela-
tarem resultados positivos da TLBP no processo cicatricial
de lesdes cutaneas tratadas por primeira e segunda inteng@o,
especialmente nos primeiros dias (KANA et al., 1981), os
resultados aqui obtidos mostram ndo haver diferenga entre as
lesdes tratadas e ndo tratadas.

A utilizacdo do modelo tendo 0 mesmo animal como
controle elimina as possiveis variagdes individuais. Contudo,
o efeito sistémico do laser de baixa poténcia tem sido rela-
tado (BRAVERMAN et al., 1989; TUNER; HODE, 1998;
SCHINDL et al., 2002). O efeito sistémico ocorre de maneira
que o tratamento em uma regido tende a afetar outra regido
distante de maneira similar. Conseqiientemente, deve-se ter
precaugdo ao interpretar os resultados dos estudos nos quais
uma parte do corpo do animal foi tratada pelo laser e uma
outra parte do mesmo animal foi usada como controle, como
no caso em questdo. Este modelo parece ndo ser o mais ade-
quado, apesar de ser adotado por diversos autores. Rochkind
et al. (1989), ao radiarem somente a lesdo cutanea de animais
com lesdes bilaterais, observou incremento na cicatrizacdo
em ambos os lados, quando comparadas ao grupo controle
nao radiado.

Para evitar que a radiagdo em uma lesdo pudesse
interferir no processo de reparagdo em outra lesdo, tomou-se
o cuidado de manter uma distancia minima de 10 cm entre
cada uma. Contudo, a TLBP, através do chamado efeito bio-
quimico, incita a liberagao de algumas substancias pré-for-
madas, que estimulam o processo de cicatrizagdo. Tais subs-
tancias sdo carreadas pela corrente circulatéria (VECOSO,
1993), e podem atingir locais distantes. Esta hipotese poderia
explicar os resultados semelhantes obtidos nas lesdes trata-
das e ndo tratadas, pelo transporte das substancias produzidas
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localmente para todo o organismo. Estudos comparando os
niveis de tais substancias no local da radiagdo, com os valo-
res sistémicos, sdo necessarios para comprovar tal hipotese.
Portanto, 0 modelo com comparagdo entre grupos tratados e
ndo tratados seria mais adequado para avaliar os efeitos da
TLBP.

Outro aspecto importante ¢ o efeito mais pronun-
ciado do laser em tecidos afetados por condi¢do patologica.
Turner ¢ Hode (1998) sugerem que o laser estimule direta-
mente o sistema imune e, portanto, animais sadios nao res-
pondem tdo bem quanto aqueles imunodeprimidos. As con-
digoes clinicas de um paciente ou tecido imunologicamente
deprimidos ndo podem ser experimentalmente repetidas, e
este fator ¢ significante na eficacia da TLBP. Isto pode justi-
ficar a discrepancia algumas vezes observada entre os estu-
dos clinicos e experimentais, bem como os resultados aqui
obtidos.

A auséncia de parametros na literatura para a apli-
cacdo do laser de baixa poténcia dificulta qualquer com-
paragdo entre os diversos experimentos. Ha grande varia-
bilidade entre o tipo de laser, dosimetria, comprimento de
onda, modo de aplicacdo, tipo de lesdo e espécie estudada.
E necessario estabelecer protocolos eficazes da aplicagdo do
laser, permitindo a utilizagdo desta terapia com padronizagao
(BASFORD, 1986).

Conclusao

Através da metodologia empregada foi possivel
concluir que a terapia laser de baixa poténcia HeNe nao in-
crementou o processo de cicatriza¢do cutanea.
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