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Resumo

Varios estudos clinicos utilizando laser de baixa poténcia em quadros inflamatorios
comprovaram a eficiéncia desse dispositivo de forma a demonstrar efeitos de vasodilatacéo,
aumento de permeabilidade e aceleracéo de fluxo sanguiineo e linfético da microcirculacéo
do local aplicado, porém poucos estudos quantitativos foram realizados. O objetivo deste
trabalho foi quantificar a reac8o vascular em mesentério de 20 ratos Wistar, in vivo. Esses

animais foram divididos em dois grupos sendo que no primeiro aplicamos as substancias



vasoativas e no segundo o laser. A noradrenalina foi aplicada topicamente no mesentério
exposto na dose de 10 ng. A histamina foi aplicada 90 segundos ap6s, na dose de 50 nmg. No
segundo grupo irradiamos o local com laser He-Ne, com densidade de energiade 1 Jent e
poténcia de 1 mW. As regides estudadas foram monitoradas por sistema de digitalizaco de
imagens (camera GCD e programa Qwin), acoplados a um microscépio de fluorescéncia
invertido, para posterior mensuracdo das areas dos vasos, comparando-as entre si. Os dois
mediadores promoveram o0 efeito esperado: a noradrenalina provocou vasoconstricao
vascular com diminuicdo da érea dos vasos em 15 % (P<0.001) em média e a histamina
dilatou o calibre vascular com aumento da area dos vasos em 14 % (P<0.001) em média. O
laser provocou uma dilatagdo no calibre dos vasos aumentando a érea desses em média
10% (P<0.001), demonstrando que o laser He-Ne nessa dosimetria exerce um efeito direto
sobre a microcirculagdo, assim como os mediadores quimicos. A importancia deste trabalho
estd em contribuir para a identificagdo dos reais efeitos da luz laser nos vasos sanguineos,
sugerindo a uso desta técnica de forma mais controlada pelos profissionais da saide, em

associacdo ou até em substituicéo a drogas antiinflamatdrias tradiciona mente utilizadas.

Palavras chaves: laser terapia, microcirculacdo, inflamagéo e reatividade vascular.

Abstract

Low level laser therapy has been used as an important tool to minimize
inflammatory process. Many clinical studies demonstrated that it causes increase in blood
flow and vascular permeability and dilatation in vascular and lymphatic microcirculation,
although few quantitative studies have been done. The am of this work was to quantify
vascular reactivity in mesenteric microcirculation of 20 Wistar rats, in vivo. These animals

were divided into two groups, in the first one we used quimica solution applicationsand in



the other laser applications. We used 10 ng noradrenalin solution and after 90 seconds 50
ng of histamine administrated topicaly in the exposed mesentery. In the second group we
irradiated He-Ne laser with 1 mW power and energy density of 1 Jenf. All groups were
accompanied and photographed with a CCD camera and Qwin software installed in a
microscope, for forward measurement of the vessels' areas. The first group results were
somewhat expected. Noradrenalin caused a reduction of 15 % (P<0.001) on the average of
the vessels' areas and histamine increased the vessels' areas in 14 % (P<0.001) on the
average. Laser promoted dilatation of the vessels and as a consequence increased the
vessels' area in 10 % (P<0.001) on the average. This study is important to identify the real
effects of laser therapy on blood vessels, permitting a more controlled use of it by the
health professionals, in association or even in substitution to anti-inflammatory drugs.

Key-words: laser therapy, microcirculation, inflammation and vascular reactivity.
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1. INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

1.1. INFLAMACAO

A inflamacdo € uma reagdo local e de defesa dos tecidos vascularizados com a
finalidade de reparo, podendo, porém acarretar dor, edema e perda de funcdo na regiéo
afetada (ROBBINS et a., 1986). Pode ser desencadeada por fatores infecciosos,
traumaticos, fisicos e quimicos sendo bastante uniforme na sua expressdo, devido a
liberacdo de mediadores quimicos (FLOREY, 1970; HURLEY, 1972; RYAN; MANJO,
1977; GARCIA-LEME, 1989).

Podemos dividir a inflamac&o nos padrdes cronico e agudo. A primeira tem uma
maior duracdo e histologicamente é caracterizada pela presenca de linfocitos e macréfagos,
pela proliferacdo de vasos sanguineos e de tecido conjuntivo. A segunda € uma resposta
imediata, inespecifica e representa a agdo de vasos presentes naregido. E caracterizada pela
alteracdo no calibre vascular e aumento de permeabilidade vascular (CHANDRASSOMA
& TAYLOR, 1993).

No momento em que o tecido sofre agressdo ocorre degradacéo dos fosfolipidios
congtituintes da membrana celular em acido aracdénico, que possui meia vida curta, sendo
metabolizado em duas vias, a da lipoxigenase e da ciclooxiganase. A viado lipoxigenase da
origem aos leucotrienos, responsaveis pela quimiotaxia de células inflamatdrias, e as
lipoxinas, responsaveis pelo aumento de calibre vascular na microcirculacdo. A via da
ciclooxigenase da origem as prostaciclinas, outro agente vasodilatador, e as
prostaglandinas, que causam dor e febre e também aumento de calibre e permeabilidade
vascular (GILMAN et al. 1987).

Um dos primeiros efeitos vasculares da inflamagdo é a vasoconstricdo local com a
finalidade de evitar grandes perdas sanguineas. Posteriormente o local é invadido

principalmente por neutréfilos e mastocitos. Essas células liberam mediadores quimicos
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gue vao provocar vasodilatagdo, aumento de permeabilidade vascular e reacdo de
hipersensibilidade. Com a vasodilatagdo ocorre lentificacdo da circulacdo devido aperda de
liquido intravascular para o intersticio. A estase sanglinea proporciona a marginacéo de
leucdcitos, facilitando desta forma a saida dessas células para o local agredido (ALI et
al.1997).

A perda de liquido e proteinas para o intersticio reduz a pressdo oncética
intravascular em relacéo a presséo extravascular levando a um maior extravasamento de
liquido e a seu acimulo, levando a formag&o do edema (ROBBINS et al., 1986).

Os mediadores quimicos liberados na inflamac&o exercem fungtes determinadas em
fases especificas do processo. Podem originar-se do plasma como é o caso das cininas
(essas também podem ter origem tecidual) e das fragdes do complemento ou podem ser
formados e secretados por células como ocorre com prostaglandinas, leucotrienos, fator
ativador de plaguetas, radicais peréxidos, linfocinas entre outros (Y OSHIK AL, 2001).

A reacdo vascular aguda, vasodilatacdo e aumento de permeabilidade vascular
resultam de uma liberacdo seqlencia de mediadores de baixo peso molecular como
histamina, serotonina e bradicinina (DI ROSA, 1972).

O aumento da permeabilidade é mediado pela histamina, que esta estocada nos
granulos dos mastécitos como um complexo heparina-proteina-histamina. Os mastocitos
estdo espalhados pelo tecido conjuntivo e estrategicamente localizados perto das vénulas
das superficies mucosas. A histamina € liberada pela degranulagdo do mastdcitos. Para que
ela tenha ac&o deve ligar-se aos receptores do sub-tipo H1, H2 e H3 das células endoteliais,
provocando contracdo dessas células, produzindo gaps (espacos intracelulares) que
possibilitam a passagem de substancias (CORREA & MARTINS, 2001.). A histamina é o
primeiro mediador a atuar, mas sua agdo € transitéria, pois € inativada de forma rgpida.
Além da funcdo descrita a histamina atua sobre a musculatura lisa das vias aéreas e do
sistema gastrintestinal contraindo-a e provocando a producdo de muco. As causas que
desencadeiam a liberacdo da histamina sdo: trauma mecénico, energia radiante, radiacéo
ultravioleta, toxinas bacterianas, componentes do sistema complemento e certas enzimas
proteoliticas liberadas pelas células como peptideos basicos dos neutréfilos e agentes
alergenos (CHANDRASSOMA & TAYLOR, 1993).



-16 -

Ja a serotonina é liberada pelo Fator Ativador de Plaguetas (PAF). O PAF,
fosfocolina-acetil-glucerol-éter, é sintetizado a partir dos fosfolipidios da membrana por
ativacdo das fosfolipases. Este mediador, além de estimular as plaguetas, causa
vasoconstricdo, broncoconstricdo e em concentragOes extremamente baixas induz dilatagéo
e aumento de permeabilidade venular com poténcias de 100 para 10.000 em relagcdo a
histamina (CHANDRASSOMA & TAYLOR, 1993).

A histamina e a serotonina, liberadas pelos mastécitos e pelas plaquetas, podem ser
identificadas no inicio do processo inflamatério. No ser humano, a histamina é mais
importante que a serotoninag, e ambas causam vasodilatagdo e aumento de permeabilidade
vascular (GREAVES & WALL, 1996). Os niveis de histamina diminuem rapidamente
dentro de uma hora apos o inicio dainflamacdo (CLOUGH et a.1998).

O sistema vascular periférico tem, portanto uma grande importancia na regulacdo da
inflamag&o merecendo considerages a Seu respeito.

1.2. MICROCIRCULACAO

O sistema circulatorio tem a funcdo de oferecer aos tecidos do corpo sangue
suficiente para suprir suas necessidades de oxigénio e nutrientes. A subdivisdo deste
sistema responsavel por essas agBes € a microcirculacdo, composta grosso modo por
arteriolas, capilares e vénulas, como pode ser observado no esquema da fig. 1 (KROGH,
1919).

As arteriolas, parte aferente da microcirculagdo, possuem didmetro de 5 a 100ume
S0 interpostas por camada muscular espessa, uma adventicia fina e uma Unica camada
endotelial. Podem conectar-se diretamente com os capilares (5 a 10um) ou, em aguns
tecidos especificos, podem ser intermediadas pelas metarteriolas (10 a 20um), que servem
de coneccéo direta as vénulas eliminando a passagem pela trama capilar. Uma rede ampla
de vasos de diferentes comprimentos, que variam de 0.5 a 1mm, € formada pelos capilares a
nivel tecidual. Possuem uma camada Unica de células endoteliais que permitem a

ocorréncia de trocas répidas com o intersticio (JOHNSON, 1983).
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Capilares

Vénula

Direcao do fluxo sangliineo

Figural: Desenho esquematico da microcirculagdo. As setas indicam a diregdo do fluxo

sanglineo, que é contrario nas vénulas e arteriolas.

A densidade capilar e o fluxo de sangue séo variaveis de acordo com a necessidade
metabdlica do tecido. A velocidade média do sangue nesses vasos é de 1mm/s, podendo
modificar rapidamente através da reatividade vascular dos pré-capilares (JOHNSON,
1983). Esse efeito pode originar-se de fatores externos, controlados pela musculatura lisa
dos vasos, ou pode, também, ser influenciado por alteraces neuronais e humorais (DULIN
& KLITZMAN, 1980).

Durante muito tempo acreditou-se que o endotélio era uma fina camada celular que
servia de passagem para dgua e peguenas moléculas e para retencdo de células sangliineas e
proteinas. Porém, atualmente sabe-se que ela participa nas reagdes musculares dos vasos
sanguiineos, sendo este papel fundamental para as atividades vasculares (KUO et al. 1990).

A prostaciclina, formada no endotélio através da degradacéo do acido aracddnico,
promove relaxamento da musculatura vascular e impede a agregacéo plaquetaria. Outros
agentes foram testados in vitro para a funcéo de reatividade vascular, mwmo a histamina,
acetilcolina, bradicinina e serotonina (FENG & HEDNRE, 1990). Sabe-se que todos esses
mediadores promovem aliberag&o de oxido nitrico, que € um fator de relaxamento derivado

do endotélio. O endotélio pode, ainda, liberar endotelina, um vasoconstritor potente que
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afeta o tbnus vascular e a pressdo sanglinea. Esse mediador est4 envolvido com patologias
sistémicas como: hipertensdo pulmonar, doenca cardiaca congestiva, arteriosclerose e
insuficiénciarenal (FURCHGOTT & VANHOUTTE, 1989).

A circulagdo periférica sofre influéncia do sistema nervoso central e das condigdes
locais dos tecidos que aenvolve (HILTON & SPYER, 1980; HIRST & EDWARDS, 1989).

A presencalocal das arteriolas, também chamadas de vasos de resisténcia, promove
drenagem sangliinea via capilar. A musculatura lisa vascular (MLV) constitui uma grande
parte das paredes dos vasos de resisténcia e tem responsabilidade nestes efeitos
(JOHNSON, 1983).

A MLV é formada por pequenas células, mononucleadas e de forma oval,
arranjadas de modo circular ao redor das arteriolas. A camada endotelial se projeta para
dentro da musculatura em varios pontos surgindo juncdes mioendotédliais, levando-nos a
acreditar numa interagdo funcional entre as duas estruturas. Quando ha uma ateragdo na
osmolaridade, favorecendo a passagem de fluidos para o interior dos vasos, a musculatura
lisa contrai para impedir um aumento excessivo no calibre. Da mesmaforma, aMLV relaxa
com adiminui¢cdo davolemia (BERNE; LEVY, 1997).

Jones e Berne, em 1964, realizaram um experimento onde variavam de forma

abrupta a pressdo de preparados musculares, partindo de uma pressdo inicia de 100mm/Hg.

Fluxo sangiiineo
(mm/s)

1 T
20 4G &0 80 100 120 140 1460 180

Pressdo arterial (mm/Hg)

Figura. 2. Variagcdo do fluxo sanglineo sob diferentes pressdes arteriais (JONES &

BERNE, 1964).

Para uma variagdo de 20 a 120mm/Hg o fluxo permanecia relativamente constante,

comprovando a acdo espontaneada MLV .
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Outra forma de controle da reatividade capilar e de seu fluxo d&se através da via
sistémica, que se instala por intermédio da acdo das catecolaminas, principamente a
adrenalina e a noradrenalina (BERNE & LEVY, 1997).

A adrendina, quando presente em pequenas quantidades, determina uma
vasodilatacdo (efeito  beta-adrenérgico). Em grandes quantidades, ensgja uma
vasoconstricdo (efeito afa-adrenérgico). Ja a noradrenalina causa unicamente constricéo
vascular (efeito alfa-adrenérgico) (HILTON & SPYER, 1980; HIRST & EDWARDS,
1989).

Em certas regiGes do organismo, a microcirculagdo adquire caracteristicas
especificas que estdo relacionadas com a atividade de cada tecido.

A circulagdo visceral consiste no suplemento sangliineo ao trato gastrintestinal,
figado, baco e pancreas. A porcéo intestinal € irrigada pelas artérias celiaca, mesentéria
superior e inferior. A mesentéria superior € a maior ramificagdo da aorta conduzindo 10%
de todo débito sangtiineo cardiaco (GRANGER et al. 1989).

Figura. 3: Esguerda: imagem eletromiogréfica da vilosidade intestinal de coelhos. Direita:
microcirculagdo davilosidade. A: arteriolae V: vénula. (GANNON et al.,1981).

Outras pequenas artérias mesentérias dao origem as arteriolas, principais vasos das
vilosidades. Estas arteriolas se subdividem em duas arteriolas de distribuicdo (AD) que iréo
irrigar toda arede capilar davilosidade.

A direcdo do fluxo sangliineo das veias e dos capilares tem sentido contrario ao das
arteriolas. Esse mecanismo facilita a absor¢do de agua e sodio e a difusdo de oxigénio. A

regulagdo neuronal é praticamente simpatica ocasionando constricdo quando excitada,
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resposta mediada pelos receptores afa-adrenérgicos, numerosos nesta por¢do do sistema
circulatério (DONALD & SHEPHRD, 1980).

Figura 4. Distribuicdo de pegquenos vasos no intestino de ratos. SA-pequenas artérias; SV-
pequenas veias, 1A a S5A-arteriolas de primeira a quinta ordem; 1V a 4V-vénulas de
primeira a quarta ordem; LC e CC-capilares em musculos longitudinais e circulares;, MA-
arteriola principal; CV-veia de coleta; DA-arteriolas de distribuicéo; 2V M -vénula mucosal
de segunda ordem, PC-esfincter pré-capilar e MC-capilar da mucosa ( BOHLEN ; GORE,
1976).

1.3. LASER DE BAIXA POTENCIA

1.3.1. ASPECTOS GERAIS DO LASER

O laser (Light Amplification of Stimulated Emisson of Radiation) possui
caracteristicas especiais que o diferem da luz comum como monocromaticidade,
direcionalidade e coeréncia conferindo-lhe propriedades terapéuticas especificas assim
como vantagens em procedimentos cirdrgicos (FERNANDO et a. 1993). Podem ser
classificados em laseres de alta e baixa poténcia. Os primeiros tém finalidade cirdrgica
sendo utilizados para corte, vaporizagdo e coagulagdo. Enquanto que os de baixa poténcia
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sdo utilizados na regularizacdo de processos fisiol égicos, como ainflamagéo, a cicatrizagdo
e aproducéo de energia (ATP) (ALMEIDA-LOPES, 1999).

A terapia com laser de baixa poténcia (TLBP) é uma denominacdo genérica que
define a aplicagdo terapéutica de lasers e diodos superluminosos monocroméaticos e de
intensidade relativamente baixa (<1W) para o tratamento de afeccbes e lesdes. E uma
poténcia considerada demasiadamente baixa para produzir qualquer aguecimento detectavel
nos tecidos irradiados. Assim, a TLBP é uma modalidade terapéutica atérmica e sua
finalidade é induzir a fotobiomodulagdo (KITCEN & BASIN, 1998), utilizando lasers que
emitem radiagdo no vermelho e infravermelho. Esses comprimentos de onda variam de 600
a 1000 nm e sdo pouco absorvidos pelos tecidos, sendo, portanto bem transmitidos na pele
e mucosa (RIGAU, 1996). Os dois meios comumente usados sdo hélio-nebdnio, que emitem
radiacdo em 632,8 nm e os semicondutores de arsenieto de gdio e auminio que emitem
entre 630 e 950 nm (KITCEN & BASIN 1998).

O laser pode interagir com o tecido de quatro formas: refletindo, transmitindo,
espahando ou absorvendo a luz incidente. O tipo de interacdo que produz um efeito
terapéutico nos tecidos € a absorgao, que se resume na captacdo de fétons pelas moléculas.
Para gque esse fendmeno ocorra é necessario um comprimento de onda especifico que ao ser
irradiado num determinado tecido terda como principal processo de interacdo a absorcao.
Esse € um importante conceito para a TLBP, pois essa especificidade determina o tipo de
célula que ira absorver preferencialmente a radiacéo incidente e conseqlientemente, a sua
profundidade de penetragdo. Nesse caso, 0 mecanismo para a absor¢do da luz é classificado
como fotoguimico e, em muitos casos, pode resultar em um efeito fotobioldgico
(TERRIBLE et a. 1992). A luz em comprimentos de onda especificos é prontamente
absorvida por uma série de biomoléculas, como a melanina e a hemoglobina, limitando a
profundidade de penetracdo dos fotons a alguns milimetros (TERRIBLE et a. 1992
KITCEN & BASIN, 1998).

Desde os anos 60 diferentes laseres de baixa poténcia de energia tém sido aplicados
em patologias especificas (SCAFFER et al. 2000).

Além do comprimento de onda, outros fatores influenciam os resultados da
aplicagdo do laser em tecido vivo, como a densidade de energia e a densidade de poténcia.

O laser terapéutico iniciadmente era utilizado com a poténcia de 1 mW porque 0s
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equipamentos antigos ndo eram capazes de produzir poténcias superiores. Com a evolucéo
técnica desses aparelhos passaram a utilizar poténcias de 10 a 30 mW, com a manutencéo
da densidade de energia entre 1 e 4 Jen?, diminuindo assm o tempo de tratamento
(BASFORD, 1995).

Em 1969, muito antes da disseminagdo da técnica de bioestimulacdo por luz no
ocidente, iniciou-se arealizacdo de trabal hos experimentais e em clinica com esse objetivo.

Apesar do mecanismo de bioestimulagdo permanecer obscuro, Passarella et al.
(1984), sugerem que a mitocondria deva ser aorganela alvo dairradiacéo laser.

Olson et a. (1981), sugere que o efeito primério € a absor¢éo daluz pelas organelas
celulares, especialmente a mitocondria. Karu (1988), em seus trabalhos, notou que esse
processo € mediado nd somente pela organela, mas pelos componentes da cadeia
respiratoria, tais como as flavinas e citocromos, resultando numa aceleracdo da
transferéncia de elétrons em partes da cadeia respiratoria.

A energia captada pelas células através da absorcéo de fotons € utilizada nas reagoes
de oxi-reducdo da cadeia respiratOria, que rotineiramente ocorrem no organismo,
otimizando as atividades celulares. Essas agOes determinam alteragbes fotodinamicas em
cascatas de reacOes nos processos fisioldgicos com conotacdo terapéutica (FUNK et a.,
1992; LOEVSHALL & ARENHOLT-BINDSLEV, 1994; LUBART et al. 1992). Portanto,
€ essencial sabermos a quantidade de energia fornecida ao tecido irradiado, pois, se um
grande nimero de fotons é disponibilizado & células suas cadeias de reagles irdo saturar e
0 processo, em cascata da respiracéo, terd atividade reduzida.

Esses processos podem se manifestar de trés modos. O efeito primario ou imediato é
um aumento do metabolismo celular (BOLTON et al. 1995; KARU et a. 1989; LIEVENS,
1988), por exemplo, através da sintese de endorfinas e diminuicdo da liberacdo de
transmissores nociceptivos como a bradicinina e a serotonina. O efeito secundério ou
indireto € o aumento de fluxo sangiiineo (KUBOTA & OHSHIRO, 1989; SCHENK, 1985)
e da drenagem linfética (LIEVENS, 1986; LIEVENS, 1988; LIEVENS, 1990; LIEVENS,
1991), que ocasionara uma acdo mediadora do laser na inflamagdo. E por fim a instalacdo
de efeitos terapéuticos gerais (MESTER et a.1977; TRELLES, 1986; TUNER & HODE,
1996).
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Apesar de seu mecanismo ndo estar totalmente descoberto, muitas afirmagdes foram
feitas com relacdo a efetividade da terapia a laser como as acBes no crescimento e
regeneracdo celular, efeito antiinflamatério e de reducdo de edema, revascularizacéo,
reducdo da formagéo de fibrose e estimulagéo nervosa. A sua utilizagdo tem sido favoravel
por ser uma terapia asséptica, ndo térmica, isenta de dor e de facil manipulacdo (ANTIPA
et al. 1993).

Trabalhos clinicos realizados comprovaram que esta terapia resulta em alivio da dor
miofacial de pontos de gatilho da cabeca e pescogo (SATTAYUT et al. 1994). Da mesma
forma Naveh et al. (1991) e Shimizo et al. (1995), obtiveram uma reducdo no nivel de
producédo das prostaglandinas E2 em tecidos distendidos, mediante a aplicacdo do laser de
As-Ga-Al em baixa poténcia. Sattayut et al. (1994) afirmaram que a reducéo de PgE2 em
resposta airradiagdo pode ser um dos mecanismos pelo qual se processa o efeito analgésico
daterapiaalaser.

Karu (1988), utilizou em seu experimento o laser de semicondutores As-Ga-Al com
comprimento de onda de 820 nm e poténcia de 40 mW em cultura de células. O resultado
obtido foi uma reduc@o na concentracdo de ATP, atribuido & altas concentractes iniciais
de ATP na céulatornando importante constatar o estado inicia do tecido.

Em andlises seqiienciais descobriu-se que aresposta celular é fraca ou isenta quando
0 potencial para reducéo celular é 6timo ou préximo de 6timo, e forte quando o potencial
de reducdo € menor e esta deslocada para um estado de menor reducdo. Essas constatactes
confirmam que a bioestimulacdo ndo € um fendbmeno geral, mas sim, que ocorre apenas em
circunstancias especiais (ADAM et a. 1993).

Em outro trabalho, irradiou-se a tiredide por 15 dias com laser de 904 nm e 3,12
Jenf. Nas primeiras 24 horas ap6s 0 tratamento ndo havia muitas alteragdes a nivel celular,
existia, porém, um edema no estroma. Houve uma dilatacdo nos capilares incorrendo num
aumento de permeabilidade vascular (BENEDICENTI et al.1984).

Trelles et al. (1988a) pesquisaram os niveis de histamina no sangue e na lingua de
ratos, utilizando uma densidade de poténcia de 2,4 Jcnt e poténcias que variavam de 4 a
50 mW. AlteragBes marcantes ndo foram encontradas no sangue dos diferentes grupos
irradiados. Porém na lingua constatou-se um incremento de 30 % de histamina com a
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poténcia de 50 mW e um aumento de 100 % com a poténcia de 4 mW, em relacéo ao grupo
controle. Outros trabalhos realizados pelos mesmos autores anaisados a nivel
ultraestrutural revelaram uma importante degranulacdo de mastécitos apos irradiacdo em

lingua, utilizando os mesmos pardmetros do trabalho anterior.

O trabalho de Sayed et a. (1990) também comparou a degranulacdo de mastocitos
em pele sd e pele lesionada sob o efeito do laser terapéutico. Utilizaram uma densidade de
energia de 10,8 Jcn? identificando um aumento no nimero de mastécitos nos dois grupos,

todavia a degranulagéo sb ocorreu na pele lesionada.

Rochkind et al. (1989) compararam a cicatrizagéo de feridas em dorso de animais.
Cada animal sofreu duas lesbes por queimadura e foram divididos em dois grupos. um
controle e outro que recebeu irradiacdo em apenas uma das feridas. No grupo tratado, a
feridairradiada e a ndo irradiada cicatrizaram a0 mesmo tempo e muito antes das feridas do
grupo controle. Este trabalho sugere, portanto a intervencdo dos mediadores quimicos

liberados | ocal mente tendo também eficiéncia sistémica

Esses resultados nos revelam a atuagéo da radiacéo de baixa poténcia na atividade
dos mastocitos e nos mediadores que essas células liberam. Esta terapia exerce uma
atividade importante de biomodulacdo na primera fase da inflamagdo, tanto na
permeabilidade vascular como na liberacdo de substancias que influem na regulacéo e
migracdo linfocitéria (VAN NESTE, 1991; REICH et a. 1991).

A drenagem edematosa e a regulacdo do processo inflamatério sdo ocasionadas
basicamente pela acdo do laser na microcirculagdo sanglinea e linfética. No sistema
vVenoso, 0 mecanismo deste efeito opera-se fundamentalmente nos esfincteres dos circuitos
capilares terminais, que tem por funcdo controlar a circulagdo de sangue nos tecidos
(BENEDICENTI, 1982; BENEDICENTI et a. 1984; MIRO et al. 1984).

Scaffer et al. (2000) avaliaram o efeito da biomodulagdo do laser de baixa poténcia
na pele da planta do pé através de ressonancia magnética. Obtiveram como resultado

aumento da permeabilidade capilar, aumento do fluxo sangtiineo e vasodilatacdo da regido
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irradiada. Eles ndo notaram aumento local da temperatura e concluiram que a
biomodulacdo é um efeito ndo térmico (RIGAU, 1996; BENEDICENTI, 1982).

Fulga et a. (1994) obtiveram sucesso ao usar a terapia com laser na reducéo das
respostas inflamatérias. Foram analisados dois grupos de ratos com inflamagdo
experimental. O primeiro grupo foi submetido ao tratamento com laser por seis dias eo
outro grupo foi mantido como controle. Notou-se que no grupo irradiado 85 % da
inflamac&o havia desaparecido e inexistia qualquer sinal de necrose, enquanto que no grupo

controle aregressdo foi de 23 % e 8 em 10 animais desenvolveram &reas de necrose.

Lievens (1988) realizou um trabalho sobre cicatrizagdo de feridas medindo nivel de
edema local e regeneracéo do sistema linfético e venoso. Ele concluiu que no grupo tratado
com laser de baixa poténcia o edema havia desaparecido em 8 dias, enquanto que nos
outros grupos o edema persistiu. Seis meses depois, foi constatado que a permeabilidade
vascular e linfética nos locais que receberam a aplicacéo do laser eram 50 % superior nos

grupos tratados com laser.

STEG et a. (1988) estudaram a reacdo do endotélio da aorta em coelhos, in vitro,
sob efeito do laser de Argonio. Foram redlizadas 175 exposicdes, em 19 amostras, com
poténcias variando de 0,01 a 6 W. Nas amostras que receberam energia maior que 1 W,
houve contracdo dos segmentos vasculares que se interrompeu tdo logo a irradiacéo foi
cessada, e 0 exame microscopico das amostras evidenciou injuria térmica. Nos segmentos
irradiados com 0,01 W ou menos ocorreu relaxamento dos vasos (vasodilatagéo), que
também cessou com ainterrupcdo da luz.

Em estudos com pacientes portadores de problemas inflamatorios pulmonares
observou-se um aumento da permeabilidade capilar e formacdo de edema na fase inicia da
doenca, causando compressdo e desarranjo das células endoteliais e conseqliente hipoxia e
fibrose tecidual. O uso do laser nesses pacientes minimizou a inflamagéo e regulou o
processo fibroblastico que produz a reparacdo no local (POLOSUKHIN, 1999). Segundo
Scaffer et al. (2000), este fendmeno ocorre devido aacéo dos laseres de baixa poténcia na
cadeia respiratoria das mitocondrias, pela absor¢do de luz por citocromos, resultando no
aumento do calibre e fluxo vascular dos bronquios.
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A irradiagdo in vivo de clulas tem um efeito bioestimulador com aumento do
consumo de oxigénio e glicose celular. De acordo com Mir0 et al. (1984), a vasodilatacéo e
0 aumento da microcirculacdo séo resultados de um aumento do metabolismo tissular e da

normalizag&o da homeostase.

1.3.2. APLICACOES CLINICAS

O laser de bhaixa poténcia tem sido empregado fregientemente em mdaltiplas

especialidades médicas e odontol ogicas.

Na clinica odontolégica existe uma grande variedade de aplicagdes sendo
fregUientemente usada para a bioestimulagdo dssea, em casos de implantes e cirurgia oral
menor; para a diminuicdo da dor e do edema no caso de pos-operatorios; em Ulcera aftosa
recorrente, herpes, nevralgias, hipersensibilidades dentinarias e ativacdo e recuperacdo de
guadros de paralisia e parestesia (ALMEIDA-LOPES, 1997; ALMEIDA-LOPES, 19982 ).

Em medicina utiliza-se esta terapia para melhorar a cicatrizacdo no
tratamento de queimados e de pacientes que receberam algum tipo de enxerto ou retalho,
ativando a vascularizagio dessa regido. E também utilizado para tratamento de dores
agudas e crbnicas, como artrite reumatdide, tendinites e dores de coluna; pds-operatérios
diversos e em fisioterapias por profissionais que trabalham em medicina do esporte, devido
a0 Seu emprego com sucesso em quadros de distensies e contraturas musculares (TUNER
& HODE, 1996).
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2. PROPOSICAO

A proposta desse trabalho é quantificar a alteracdo vascular da microcirculagéo de
ratos, in vivo, apos a aplicacdo do laser de He-Ne, comparando-a com a agdo da
noradrenalina (vasoconstritor), e da histamina (vasodilatador), através da medicdo da érea
dos vasos dos campos observados. A visualizacdo da microcirculagdo € feita em
microscopio de fluorescéncia invertido e as imagens captadas através de sistema de
digitalizacgo de imagens, com uma camera CCD e um computador. A andlise quantitativa &
realizada com auxilio do programa de imagens Qwin.
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3. JUSTIFICATIVA

A Terapia com Laser de Baixa Poténcia tornou-se uma prética nas areas médicas e
sua utilizacdo tem beneficiado os usuarios proporcionando maior conforto e mais rapidez
na progressao de processos fisiopatol6gicos do organismo. A motivagdo em redlizar este
trabalho estéd em equipar e aprimorar as técnicas que permitam a visualizagdo e andlise de
microestruturas, in vivo, neste instituto, podendo observar a dindmica dos processos
biol6gicos no instante em que eles ocorrem. A partir dessas observagdes contribuiremos
para o conhecimento do efeito do laser de baixa poténcia na microcirculagéo, podendo esse
ser um dado importante para 0 uso desse dispositivo no alivio dos sintomas inflamatérios e

NOS processos de reparagdo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. ANIMAIS

O experimento foi redlizado com a utilizagdo de 20 ratos Wistar var: albinus
norvegicus machos pesando entre 200 e 250 g anestesiados com Zoletil®, na dose de 0,1
mi/100 g.

Os ratos foram divididos em dois grupos de 10 animais. O primeiro grupo foi
submetido a aplicacéo do laser e no segundo foram utilizadas os mediadores.
Primeiramente aplicamos a noradrenaina e depois a histamina, seguindo o modelo da
analise da reatividade vascular com a utilizagdo de histamina e noredrendina de Fortes et
al. (1984 1983). A histamina além da vasodilatacdo tem efeito contrério anoradrenalina
sendo, por isso, aplicada no mesmo animal.

Ao utilizar como parémetro de comparagd um grupo com a aplicagdo de
mediadores quimicos queriamos identificar o potencial das estruturas vasculares frente a
um egtimulo sabidamente eficaz. Utilizamos concentragdes dtas de histamina e
noradrenalina, para obtermos os efeitos maximos, para posteriormente enquadrar o efeito
do laser nesses resultados.

Os dois grupos tiveram como controle o proprio mesentério antes da aplicagdo dos
agentes fisicos e quimicos. A comparacdo dos resultados entre 0s grupos resumiu-se na

comparacdo das médias dos dados obtidos, como veremaos nos topicos a seguir.

4.2. CIRURGIA

O primeiro grupo teve seu mesentério exposto apos a inducdo da anestesia. Foi

realizada uma incisdo de aproximadamente 5 cm na regido abdominal atingindo a porcéo

" Zoletil 50: cloridrato de tiletamina e cloridrato de zolazepan 1:1. Ind. VIRBAC.
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peritonia. O mesentério foi, entdo, exteriorizado pelo seu tracionamento e leves
compressdes na regido abdominal. Em seguida, o animal foi posicionado sobre uma placa
de vidro devidamente acoplada a um microscopio de fluorescéncia invertido (LEICA DMIL,
Modelo: 090-135.002) (Fig. 5). Com um aumento de 40x encontrava-Se um campo onde a
microcirculagcdo pudesse ser visualizada de forma nitida (Figura 6).

Todo este processo foi redlizado no tempo de 5 a 12 minutos. Nesse momento,

capturava-se a primeiraimagem dos vasos ho tamanho e vel ocidade de fluxo natural.

Mesentério exposto
(sobre placade vidro)

Figura5 Figura 6.

Figura 5: Rato posicionado no microscopio de fluorescéncia invertido, apés a cirurgia de
exposi¢ao do mesentério.
Figura 6: Um exemplo de campo selecionado para 0 experimento apds a cirurgia de

exposicao do mesentério e visualizacdo com auxilio do microscopio de florescéncia.

4.3. LASER E IRRADIACAO

O laser utilizado foi o He-Ne (Figura 7), com densidade de energia (DE) de 1 Jent
e poténcia (P) de 1 mW, valores estes preconizados para terapia alaser de baixa poténcia. A
drea do feixe medido foi de 0,2 cnf. A partir desses dados determinamos as outras
variaveis para este experimento da seguinte forma:
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Figura7: O aparelho laser de He-Ne (632,8 nm) utilizado no experimento.

431. DETERMINACAO DO TEMPO DE EXPOSICAO (t) PARA A DOSE
PRECONIZADA NESSE TRABALHO

DE =P/ A .t, utilizamos a DE e P preconizados pelaliteratura para TLBP.
1 Jen? = 0,000 W/ 0,2 cnf . t
t = 200 segundos ou 3 minutos

Onde DE é densidade de energia; P é apoténcia; A é aareado feixe et € o tempo de

irradiacéo.

Spot laser sobre a objetiva

Figura 8: Coinci déncia do ot laser com a objetiva.
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O mesenté&rio foi irradiado de forma pontua exatamente no local observado no
microscopio. 1sso foi conseguido coincidindo o ponto focal da objetiva sobre o mesentério
com o spot laser (Fig. 8). Foram submetidos a essa metodol ogia até trés campos por animal.
O intestino € formado por muitas ac¢as para que todo comprimento intestinal caiba na
regido peritonial. Cada campo foi obtido de uma alca diferente do intestino, tomando-se o
cuidado de expor uma por vez, evitando, dessa forma, um possivel efeito cumulativo do
laser. ApOs a irradiacdo capturava-se uma nova imagem, dessa vez com as ateragoes
vasculares induzidas, afim de realizar a comparagéo.

No primeiro grupo obtivemos duas imagens por campo irradiado. Uma antes e outra
apos a irradiacdo. No segundo grupo, por sua vez, cada campo originou trés imagens. A
primeira antes da utilizacdo dos mediadores, a segunda apods a aplicacdo da noradrenalina e
aterceira apés a aplicagdo da histamina.

O segundo grupo passou pelos mesmos procedimentos descritos pelo primeiro até a
aquisicdo da primeira imagem. Nesses ratos, porém, aplicou-se em cada campo uma dose
de 10 pg noradrenalina, topicamente. Apos 90 segundos, tempo maximo para a constatacéo
do efeito, obtinhamos uma segunda imagem do mesentério. A regido foi lavada com soro
fisioldgico, removendo-se 0 excesso de liquido com gases. Aplicou-se, na seqliéncia, uma
dose de 50 pg histamina, topicamente. Aguardou-se 0 tempo de 120 segundos, para assim,
adquirir a terceira e Ultima imagem. Nesse grupo, também foram utilizados no maximo trés
campos por animal, cada qual em uma al¢a diferente do intestino.

Durante todo 0 experimento, a regido do mesentério exposta foi mantida iUmida com
a irrigacéo constante de soro fisiologico. Todos os animais foram sacrificados logo apos o

procedimento com uma overdose de anestésico.

4.4. CAPTACAO DE IMAGENS

A aquisicaéo das imagens foi feita através de uma camera CCD (JVC, Modelo: TK-
C1480E) acoplada ao microscopio e conectada a um computador (Fig. 9). Com a

visualizagdo das imagens na tela do computador, através do software de imagens Qwin
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Standard versdo 2.5 (LEICA-Image Processing and Analysis System), é possivel alterar o
tamanho da moldura, congelar e gravar imagens captadas pela camera e principamente
redlizar vérios tipos de andlises das estruturas presentes nas imagens. E um programa

especia mente desenvolvido para o estudo de tecidos biol 6gicos.

CameraCCD

Computador
(Programa Qwin)

Microscopio de
fluorescénciainvertido

Figura 9: Equipamento montado para a captacio das imagens em mesentério de ratos. A
direita o microscopio de fluorescéncia invertido com a camera CCD acoplada e a esquerda

0 computador conectado a camera contendo o software Qwin.

3.5. PROCESSAMENTO DAS IMAGENS

Foram medidas as areas dos principais vasos presentes no campo através de um
delineamento manual e uma conseqliente medida automética, com o auxilio do mesmo
programa Qwin. Extraimos trés medidas para cada campo, minimizando, desta forma, o
erro no delineamento, totalizando desta forma 30 medidas antes da irradiacdo, 30 medidas
apos airradiacdo, 30 medidas antes da aplicacdo das drogas, 30 medidas apés aplicacdo da
noradrenalina e 30 medidas ap0s a aplicacdo da histamina.
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Obtivemos as medidas das areas dos vasos antes e depois da irradiaco, no caso do
primeiro grupo, e no caso do segundo grupo, a medicdo das areas antes e depois da
utilizacdo de cada mediador quimico.

Tramavascular do
mesentério

Figura 10: Exemplo de foto da microcirculacéo obtida nos experimentos
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5. RESULTADOS

Os vinte animais utilizados para este trabalho foram divididos em dois grupos, da

seguinte forma:

1. Grupo 1: Grupo dos animais submetidos airradiacdo do laser He-Ne
1.1. CCL: campo controle irradiado. Grupo dos campos prévios airradiacao.

1.2. Cl: campo irradiado. Grupo dos campos apos a irradiacéo

2. Grupo 2: Grupo dos animais submetidos a aplicacdo dos mediadores, noradrenalina e
histamina
2.1. CCM: campo controle mediadores. Grupo dos campos prévios a aplicacdo s
mediadores quimicos
2.2.CN: campo com noradrenaina. Grupo dos campos apos a aplicacdo da
noradrenalina.

2.3. CH: campo com histamina. Grupo dos campos apds a aplicagdo da histamina.

No primeiro grupo, para um total de 10 animais, obtivemos 30 campos controle e 30
campos irradiados correspondentes. No segundo grupo, 0 nimero de animais foi 0 mesmo,
porém s6 foi possivel a analise de 27 campos, resultando em 81 imagens (27 controle, 27
com noradrendina e 27 com histamina). Os dados obtidos de um dos animais foram
desprezados porque esse mesentério sofreu dilaceracdo durante a manipulagdo, com

extravasamento de sangue, impossibilitando a andlise.

Apbs a andlise detalhada de cada campo obtivemos os quadros 11e 12. No primeiro
quadro estéo os valores das areas dos vasos obtidos apds a mensuragdo do grupo 1 e ro
segundo quadro estéo os valores das areas dos vasos obtidos apds a mensuragdo do grupo 2.
A Ultima coluna da tabela 11 representa a variagdo em porcentagem das areas antes e
depois da aplicacdo do laser e o ultimo nimero, em destague no final da tabela, € a média
dessas porcentagens. Da mesma forma, a Ultima e a pendltima coluna da tabela 12 sdo as

variagdes em porcentagem das areas antes e depois da aplicacdo da noradrenalina e da
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histamina, respectivamente. Os valores finais em destaque sdo as médias dessas
porcentagens.

Analisando os resultados do grupo das substéncias vasoativas observamos que a
noradrenalina provocou diminui¢do na area dos vasos de 15,11%, em média Uma andlise
visual, in vivo, ou mesmo das imagens demonstram que além da contragdo vascular essa
droga causou diminuicdo do fluxo sangliineo, chegando em alguns casos a interromper a
circulacdo. Esse resultado confirma o potencia inerente a microcirculacdo de reduzir o
calibre vascular mediante um estimulo adequado para tal (Tabela 12 e Gréfico 14). A
contracdo vascular era notada no maximo 30 segundos apés a aplicacdo da droga. A
imagem, portanto, era obtida decorrido esse tempo ou N0 momento em que o0 suprimento
sanguineo erainterrompido.

Por outro lado, a histamina promoveu aumento na area dos vasos, pela dilatacdo
vascular em média 14,26%, quando comparados asituacdo inicial (Tabela 12 e Gréfico 14).
Essa droga, aplicada posteriormente a constatacéo do efeito de constricéo da noradrenalina,
teve efeito contrario da primeira promovendo aumento do calibre vascular para diametros
maiores que os controle, além da retomada da aceleragdo do fluxo sangliineo. Da mesma
forma foi possivel, com isso, identificar a capacidade da microcirculagdo em reagir
mediante um estimulo para dilatac&o vascular. Esses resultados podiam ser observados apds
no maximo 90 segundos da aplicacdo do agente quimico, sendo esse 0 momento em que a
dltimaimagem era obtida

A aplicacdo do laser gerou aumento na &rea dos vasos dos campos observados de
10,46%, em média, também em comparacéo acondicdo inicial de cada campo (Tabelall e
Gréfico 13). Porém a andlise visua ndo foi suficiente para notarmos aumento do fluxo
sangliineo. A dilatagdo vascular foi medida em imagens realizadas imediatamente apos a
irradiacéo laser.

Além da andlise da &rea dos vasos medimos o volume de sangue contido pra um
comprimento de vaso pré-determinado de 100um, chamado de H. Para obtencdo desses
valores foi preciso determinar o didmetro da sessdo transversal dos vasos. Essas medidas
foram obtidas através do programa Qwin e estéo listados nos quadros 15 e 16, para 0 grupo
controle laser e para 0 grupo controle dos mediadores quimicos, respectivamente.
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Medimos, entdo, o volume médio de sangue no campo controle do grupo laser
utilizando o valor meédio dos didmetros dos vasos desse grupo, resultando em
11.626,55unT.

Quando irradiamos o laser e esse diametro varia em 10 %, temos um volume maior
de sangue circulando por esse local, cujo valor é 14.095,46 unt. Podemos notar que o
volume de sangue médio apods a irradiacdo teve um acréscimo de 21,2 %, apesar da
variacéo do calibre ser apenas de 10 %.

O mesmo ocorreu no outro grupo. O volume de sangue médio do campo controle foi
de 9.864,63 unt e apds a aplicacdo da noradrenalina e da histamina esse volume variou
para 7.114,49 pnt e 12.821,28 unt, respectivamente. Podemos notar uma variagdo de
volume de 27,9 % e de 29,9 %, para a noradrenalina e para histamina, nessa ordem.

Esses valores indicam que um aumento ainda que discreto no calibre vascular
provocam uma variacdo de significativa de volume de sangue que chega ao local analisado,
evidenciando a importancia desses agentes vasoativos nas alteracbes da microcirculacdo
(Gréfico 17).

Esses dados nos mostram que 0s vasos sangliineos tém a capacidade elastica de
variar a sua &rea aumentando ou diminuindo-na dependendo do estimulo aplicado. O laser
teve a capacidade de alterar a &rea vascular dilatando-na em 10%, o que nos levaria a
considerar que o laser de He-Ne, nos parametros utilizados neste trabalho, tem um
potencial similar ao da histamina e contrério ao da noradrenalina.

A terapia com laser de baixa poténcia tem a capacidade de aumentar o volume de
sangue que circula no local aplicado, otimizando as atividades celulares desse local, pela
disponibilizacdo de nutrientes e células de defesa, além da eliminagéo de restos necréticos e

residuos metabdlicos.
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CCL (areas ¢€|Cl (areas em|Var. da area CCL-CI
um?) um?) (%)

3036,98 3165,42 104,23
3411,15 3867,59 113,38
3095,2 3176,96 102,64
3270,57 4128,64 126,24
4490,64 4716,04 105,02
2010,05 2050 101,99
6713,22 6868,75 102,32
7269,37 7546,65 103,81
4191,4 4090,69 97,60
4150,89 4654,22 112,13
4312,19 3659,54 84,86
975,65 913,78 93,66
1029,02 916 89,02
7675,88 8154,85 106,24
2992,75 3161,71 105,65
5834,17 6298,66 107,96
3074,31 3697,11 120,26
1534,63 1574,47 102,60
1581,13 1683,06 106,45
1972,88 1764,13 89,42
4876,34 5298,77 108,66
2600,5 2809,8 108,05
6980,33 6927,29 99,24
2313,79 2385,76 103,11
3919,28 4181,08 106,68
606,93 668,19 110,09
830,38 882,26 106,25
762,41 817,67 107,25
4708,88 5264,81 111,81
9739,09 11218,66 115,19
2778,68 2582,47 92,94
618,65 1787,22 288,89
3336,73 3738,13 112,03
3563,42 3777,33 110,47

Aplicando-se teste de significancia ANOV A teremos:
c. cont. laser vs. var. area (%)  41.000 *** P<0.001
campo irradiado vs. var. area (%)  58.000 *** P<(0.001

Quadro 11. Valores das éreas dos vasos sangliineos antes e depois da aplicacdo do laser e
suavariacdo em porcentagem (%0).
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areas em|N (areas|H (areas|Var. da area CD-N|Var. da area CD-H
um?) em um?) |em pm?) | (%) (%)

2014,77 1743,04 2120,53 86,51 121,66
3520,6 3725,96 |4007,07 105,83 113,82
1769,4 1364,8 1962,11 77,13 110,89
1707,92 1549,45 2173,69 90,72 127,27
9107,13 7651,02 8076,72 84,01 88,69
3959,46 3856,03 4626,92 97,39 116,86
3504,12 1792,71 4509,29 51,16 128,69
3838,16 4046,85 5896,54 105,44 153,63
2176,29 1236,55 2841,15 56,82 130,55
1804,3 1594,34 |2243,05 88,36 124,32
10820,77 10052,43 |13552,11 92,90 125,24
1627,41 1643,17 1899,58 100,97 116,72
6739,35 4026,99 5755,38 59,75 85,40
5707,05 4344,1 4900,76 76,12 85,87
2867,4 2120,81 2990,19 73,96 104,28
7186,64 6676,82 7679,65 92,91 106,86
2489,41 2709,09 3128,52 108,82 125,67
3169,64 2859,46 |2994,02 90,21 94,46
2379,77 1732,67 3323,45 72,81 139,65
3715,48 2886,04 |5066,08 77,68 136,35
4976,33 4934,44 5687,35 99,16 114,29
5595,13 5121,76 5503,19 91,54 98,36
2067,87 1713,08 2638,45 82,84 127,59
1830,83 1460,39 1764,13 79,77 96,36
1778,28 1318,34 1851,91 74,14 104,14
4103,67 3370,95 |3606,89 82,14 87,89
3586,13 3334,66 |4287,89 92,99 119,57
3853,37 3291,26 4262,48 84,89 114,26

Aplicando-se teste de significancia ANOV A teremos:
c.contr.drogasvs. var. area C-N  84.000 *** P<0.001
c.contr.drogasvs. var. &eaC-H  57.000 *** P<0.001
c.noradvs. var. &eaC-N  58.000 *** P<0.001

c. hissaminavs. var. &eaC-N  101.00 *** P<0.001

c. histaminavs. var. #&eaC-H  74.000 *** P<0.001

Quadro 12. Valores das areas dos vasos sanglineos antes e depois da aplicagdo dos

mediadores e sua variagdo em porcentagem (%).



Area dos vasos do grupo laser antes e depois da irradiacéo
Mean and Standard Error
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Gréfico 13: Comparagéo entre as médias das areas dos vasos dos campos controle irradiado
(CCI=A) e campo irradiado (CI=B), do grupo 1.

Valores das areas dos vasos do grupo dos mediadores quimicos
Mean and Standard Error
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Gréfico 14: Comparacdo entre as médias das areas dos vasos dos campos controle
mediadores (CCM=A), campo com noradrenalina (CN=B) e campo com histamina
(CH=C), do grupo 2.
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Quadro 15: Diametro do maior vaso dos campos controle do grupo laser (um)
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Quadro 16: Diametro do maior vaso dos campos controle do grupo de mediadores quimicos
(Lm)

Onde H, é o comprimento do vaso, previamente padronizado.
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Medida do volume médio de sangue dos vasos do grupo laser antes e

depois dairradiacéo.

Medida de volume médio de sangue dos campos controle do grupo laser (Vm (ccl)):
Vm(cel) =8.r7. H

Vm(ccl) = 3,14 . (6,085pm)? . 200pm

Vm(ccl) = 11.626,55um’

Medida de volume médio de sangue dos campos irradiados do grupo laser (Vm(ci)):
Vm(ci) =d.r*. H, neste caso r = 6,085pum + 10% = 6,7um

Vm(ci) = 3,14 . (6,7 um)?. 100 pm

Vm(ci) = 14.095,46 pm®

Medida do volume médio de sangue dos vasos do grupo mediadores

guimicos antes e depois da aplicacdo

Medida de volume médio de sangue dos campos controle do grupo mediadores
guimicos (Vm(ccm)):

Vm(cem) =8.r%. H

Vm(cem) = 3,14 . (5,605 um)? . 100 pm

Vm(ccm) = 9.864,63 pm®

Medida de volume médio de sangue dos campos histamina do grupo mediadores

quimicos (Vm(ch)):

Vm(ch) =3.r*. H, onder = 5,605um + 14 % = 6,39um
Vm(ch) = 3,14 . (6,39um)?. 100pm
Vm(ch) = 12.821,28um*
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Medida de volume médio de sangue dos campos noradrenalina do grupo mediadores

guimicos (Vm(cn)):

Vm(cn) =3.r?. H, onder = 5,605 pm — 15 % = 4,76 pm
Vm(en) = 3,14 . (4,76 um)? . 100pm
Vm(cn) = 7.114,49um’
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Gréfico 17: Média dos volumes de sangue dos campos dos dois grupos.



Figura 18c
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Figura18b

As imagens correspondem a um campo
da microcirculagdo de um anima que foi
submetido a aplicacdo das drogas. A Figura
18a mostra os vasos na sua conformagéo
natural (controle). A figura 18b mostra a
contragdo apos o efeito da noradrendina e a
figura 18c é o mesentério apos a aplicacdo da
histamina, mostrando a dilatacdo vascular.
Aumento de 40x.
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As imagens acima foram obtidas de dois campos diferentes da microcirculacdo de
animais submetidos airradiacdo do laser de He-Ne. As figuras 20a e 21a correspondem a
conformagdo dos vasos antes da irradiagdo e as figuras 20b e 21b correspondem a
conformagao vascular depois dairradiagéo.
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5. DISCUSSAO



-53-

5. DISCUSSAO

O laser de baixa poténcia tem sido amplamente utilizado no tratamento de doencas
inflamatdrias cronicas e em processos de reparacdo, devido a capacidade de modular os
fendmenos naturais de organismos vivos. A inflamac&o, mesmo fazendo parte da defesa
dos tecidos vascularizados, produz desconforto para o paciente por induzir dor e edema
decorrentes da liberacdo de mediadores quimicos e dos efeitos vasculares subseqientes. O
tratamento analgésico e antiinflamatorio tém tido sucesso com 0s mecanismos atérmicos da
aplicacéo do laser de baixa poténcia (AMANO, 1994, HONMURA, 1993; NISHIDA,
1990; CAMPANA, 1998), tornando a inflamacdo menos traumética para o paciente.

No presente experimento o laser de He-Ne teve ac&o diretamente sobre a estrutura
vascular causando vasodilatacgo, sendo possivel medir através de um programa de imagens
0 aumento desse calibre. Esses efeitos de biomodulagéo foram primeiramente descritos por
Mester et a. (1977) que mostraram o efeito dos lasers de Argonio e de He-Ne na
cicatrizacéo de feridas pelo aumento de colageno, de leucdcitos e da angiogénese. A acéo
do laser sobre os vasos também foi descrita por Lievens (1991), demonstrando que feridas
irradiadas com laser de baixa poténcia tinham apds seis meses uma permeabilidade vascular
e linfatica 50% superior aos grupos ndo irradiados. Essa resposta vascular € similar a
encontrada por STEG e cols., 1988, que detectaram aumento de calibre vascular quando
irradiaram aortas, in vitro, com poténcias inferiores a 0,1 W. Mird et a. (1984);
Benedicenti (1982), irradiaram aregido mesentérica de ratos com laser de arsenieto de gdio
e notaram 0 mesmo efeito. Para esses autores a circulagdo nos capilares aumentou
provavelmente pelo relaxamento dos esfincteres pré-capilares, permitindo uma maior vazéo
sanguinea para a por¢éo pos-capilar. Mayayo & Trelles (1984), observaram 0 mesmo
fendbmeno ao irradiar mucosa anal de ratos, regido altamente vascul arizada.

A aplicacdo daradiacdo sobre a microcirculacdo de ratos gerou um aumento de 10%
da area dos vasos nesse trabalho. Esse resultado nos faz crer que o aumento do aporte
sanguineo nessa regido € gque possibilita a aceleracdo do reparo tecidual e a ocorréncia de
efeitos antiinflamatdrios e analgésicos, uma vez que o sangue estd intimamente ligado a

esses processos. Colls (1981), de forma similar, define a vasodilatagdo da microcirculacéo
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como efeito indireto da aplicagcdo do laser de baixa poténcia, pela biomodulagéo que ocorre
no metabolismo celular, beneficiando a troficidade local através do aumento do aporte de
oxigénio e eliminacéo dos catabdlitos. Esses efeitos favorecem a migracdo de elementos
defensivos, evidenciando o efeito da radiagdo sobre 0s processos inflamatorios.

Comparando os resultados deste trabalho com os encontrados na literatura podemos
dizer que o laser tem uma capacidade de modulacdo das atividades celulares, que, nesse
caso, induz alteracdes metabdlicas na musculatura lisa que circunda 0S vasos e nos
esfincteres pré-capilares, relaxando-os e permitindo a passagem de uma maior gquantidade
de sangue para os tecidos.

Os lasers mais comumente usados para terapia apresentam radiacdo com
comprimentos de onda entre 630 e 1300 nm, faixa de luz conhecida como janela espectra
para tecidos biolégicos (KITCHEN; PARTRIDGE, 1991). O laser de arsenieto de gdlio,
arsenieto de gdio e auminio e hélio-nebnio sdo os principais exemplos de lasers que
emitem radiacdo nessa janela espectral. O laser de He-Ne, escolhido para arealizacdo deste
experimento, emite radiacdo na faixa do vermelho e sua limitacdo é a baixa penetracdo em
tecidos hioldgicos, quando comparados a lasers que emitem radiagdo na regido do
infravermelho préximo (750-950 nm), apesar disso este aspecto ndo foi um fator negativo
para a obtencdo do efeito de vasodilatacdo uma vez que o tecido irradiado havia sido
previamente exposto, possibilitando a absorcdo da energia aplicada. Nasu et a. (2000),
usaram técnicas histoquimicas para demonstrar que os niveis de célcio presentes nas células
endoteliais e nas células da musculatura lisa de safenas sofrem reducgdo, gerando o efeito de
relaxamento dos vasos sanguineos. 1sso evidencia o efeito de atuacéo do laser de He-Ne,
que mesmo ndo possuindo alta penetracdo em tecidos, induz queda nos niveis de Ca?* em
toda trama microcirculatdria da regido aplicada.

As densidade de energia e poténcia utilizadas neste trabalho foram, 10 mW/cnf e 1
Jentf e estdo de acordo com trabalhos clinicos que estabeleceram faixas de operacdo de
0,01 a 100 mwW/cnt e 0,1 a 10 Jen? (TRELLES, 1989; ROCHKIND, 1989; TERRIBLE,
1992; WEI YU, 1994; BOLTON, 1995). Esses dois parametros possuem uma grande
margem de valores possiveis para a ocorréncia da biomodulagdo, pois a distribuicdo de
radiacdo depende do coeficiente de absor¢do de cada estrutura e ndo sO da area, mas

também do volume irradiado. Quando densidades de energia muito pequenas sdo aplicadas,
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ndo ha efeito fotobioldgico, por outro lado quando é depositada uma grande quantidade de
energia sobre um tecido podemos induzir a inibicdo desse efeito, demonstrando que é
fundamental o estabelecimento de uma dose ideal de energia para uma determinada
resposta tecidual. Esse fundamento deu origem acurva de Arndt-Schultz (SOMMER €t al.,
2001), que mostra a intensidade do efeito de biomodulacdo com a aplicacdo de diferentes

densidades de energia sobre um tecido vivo (Figura 22).

Variagdo do efeitc
de biomodulagéo

Energia (Jcnr)

Figura 22: Mostra a intensidade do efeito de biomodulagdo mediante a aplicagcdo de
diversas densidades de energia.

Alguns fatores presentes sobre a ferida podem impedir a absor¢éo de parte da
energia depositada sobre o tecido, como a presenca de coagulo, exudato e restos necroticos.
Este fato impede a transferéncia de energia para as células vidveis responsaveis pela
reparacdo do local injuriado. Naveh et a. (1991), descreveram a agéo do laser de He-Ne na
inibicdo da producdo de prostaglandinas E2 e leucotrienos B4 em nervos lesados de
cobaias, com poténcias de 15 mW. Shimizo et al. (1995), encontraram 0 mesmo resultado
ao utilizar laser de As-Ga-Al, com poténcias de 60 mW. Esses autores concluiram que a
radiacéo do laser de baixa poténcia provoca alteracéo do metabolismo do acido aracdénico
reduzindo os niveis de mediadores quimicos liberados por esta cascata, amenizando os
efeitos nocivos da inflamagdo. Poténcias dessa magnitude poderiam inibir o efeito
vasodilatador, pois a irradiagdo com excesso de energia poderia interromper 0S processos

de oxi-reducéo das células envolvidas.
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A terapia com laser de baixa poténcia é conhecida por induzir efeitos fotobiol 6gicos
sem causar aguecimento tecidual, portanto o efeito de dilatacdo vascular ndo pode ser
atribuido ao calor depositado sobre os vasos. Maegava et a. (2000), utilizaram laser de
arsenieto de gélio e aluminio com poténcias de 0,64 e 3,82 W/cnf, em microcirculagdo de
ratos, para a avaliacéo dos efeitos de dilatagcéo vascular e aumento de temperatura local.
Eles obtiveram vasodilatacdo a0 empregar as duas poténcias, porém somente a segunda
promoveu aumento local de temperatura, variando de 0,8° C a 1° C. Todavia, a auséncia da
radiacéo e airrigagdo local com PBS aquecido, elevando a temperatura vascular para os
mesmos valores obtidos utilizando laser com poténcia de 3,82 W/cnt, ndo foram
suficientes para promover a vasodilatacdo. Um dos provaveis mecanismos do aumento do
calibre vascular e aumento da microcirculagdo em locais inflamados seria a alteracdo no
metabolismo das células endoteliais, permitindo 0 seu relaxamento. Terapia laser produz
relaxamento inclusive da musculatura lisa (STEG, 1988), presente sobre 0s vasos,
permitindo que a pressdo intravascular cause um aumento nesses calibres. Outro
mecanismo descrito por Olson et a. (1981) seria a absorcdo da luz pela mitocondria
gerando uma acelerac8o na cascata da cadeia respiratoria e otimizando as funcgbes celulares.
Karu (1988), porém, sugere que componentes da cadeia respiratoria, como flavinas e
citocromos, possuem coeficiente de absor¢éo elevado para os comprimentos de onda na
regido do vermelho e infravermelho, captando os fétons emitidos pelo laser.

Os mediadores quimicos utilizadas nesse trabalho, noradrenalina e histamina,
também foram eficazes para provocar a contracéo e a dilatagdo vascular. Esses efeitos,
mediante a aplicacdo topica em mesentério de ratos, in vivo, foi demonstrada por Fortes et
al. (1983, 1984). A histamina responsavel pela dilatagdo vascular promoveu aumento de
14%, em média, nas areas dos vasos andisados, permitindo afirmar que o laser, com a
dosimetria empregada neste experimento, possui uma capacidade similar a da histamina, ou
sgja, produzindo um aumento de 10%, em média, nas &reas dos vasos estudados. Alguns
autores demonstraram que o laser de baixa poténcia poderia induzir o aumento nos niveis
de histamina extracelular, causando o efeito dilatador. Trelles et al. (1988), utilizaram laser
de He-Ne em lingua de ratos e notaram um aumento nos niveis locais de histamina. Em
outro trabalho observaram que a irradiacdo em lingua de ratos resultou em aumento de

calibre vascular devido a maior degranulacdo de mastécitos. Sayed et a. (1990),
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quantificou 0 aumento no nimero de mastécitos e na sua degranulacdo ao irradiar pele
lesionada com diferentes comprimentos de onda (660, 820, 870, 880, 940, 950 nm).

A noradrenalina, por suavez, reduziu a &rea dos vasos, em média 16%, promovendo
sobre a microcirculagdo um efeito contr&rio ao induzido pelo laser. Este fato apenas
confirmou o efeito dessa droga, porém sua utilizagdo foi relevante para demonstrarmos a
capacidade el astica da microcircul agco, tanto para a dilatacéo como para a contragao.

Clinicamente essas alteracfes vasculares podem ser benéficas para o tratamento de
patologias microvasculares ou em pés-operatérios. Carrilo et al. (1990), na tentativa de
demonstrar a eficiéncia dessa técnica na reducdo de edema pOs-operatorio, compararam a
acao de antiinflamatérios ndo esteroidais e o0 laser de He-Ne, em extragdes de terceiros
molares impactados. A porcentagem de trismo (intimamente ligada com edema) nos grupos
tratados com laser e com ibuprofeno foram significativamente inferiores a quantidade
encontrada no grupo placebo. Outro trabalho, realizado por Fernando et a. (1993), ndo
identificou diferencas significativos ao usar laser ou placebo nas extracOes de terceiros
molares, apos um periodo de trés dias. O laser operando na regido do infravermelho (820
nm) e poténcia de 30 mW foi utilizado parairradiar o interior de alvéolos dentarios por 132
segundos com densidade de energia de 4 Jcnf. Para Carrilo et al. (1990) aauséncia de
resposta mediante a radiacéo ocorreu devido a baixa energia empregada, e sugere que se
aumente o tempo de exposicdo em cada alveéolo com a finalidade de aumentar a energia
empregada.

Os resultados obtidos evidenciam aimporténcia deste tipo de radiacdo em processos
fotobiologicos. O laser de baixa poténcia tem um efeito de biomodulagdo que resulta em
aumento do cdibre vascular e aumento do fluxo sanglineo nas areas aplicadas. O
desenvolvimento dessa pesquisa permitiu a constatagdo do efeito do laser de He-Ne sobre a
microcirculagdo e tornou possivel a quantificagdo do aumento da area vascular ocorrido. A
continuidade deste trabalho prevé a utilizacdo de outras dosimetrias para o laser e de outros
mediadores quimicos, no intuito de obtermos uma curva dose-resposta, possibilitando a

otimizag&o de tratamentos clinicos.
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6. CONCLUSAO

Podemos concluir que:

O laser de He-Ne com densidade de poténcia de e densidade de energia de induz a
dilatacéo vascular da microcirculagéo

A dilatagdo vascular resultante da aplicagdo do laser aumenta a érea dos vasos de
um determinado campo em 10%, namédia.

A histamina aplicada topicamente na dose 50 pg de induz dilatagdo vascular da
microcirculacdo, aumentando em média 14% a érea dos vasos de um determinado
campo.

A noradrenalina aplicada topicamente na dose 10 g de induz contracéo vascular da
microcirculagdo, reduzindo em média 15% a érea dos vasos de um determinado
campo.

O laser de He-Ne, nos parametros utilizados neste experimento, possui um potencial

similar ao da histamina em produzir vasodilatacdo da microcirculagéo.
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