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RESUMO

Avaliacao do Uso do Laser de Baixa Poténcia e Droga

Fotossensibilizadora no Processo de Cicatrizagdo

Uma enorme variedade de terapias tem surgido na medida que ocorrem
avancos nas areas de aplicacfes tecnolégicas. Sabe-se que o Laser de Baixa
Poténcia favorece a cicatrizacdo tissular. A potencial aplicacdo da TFD na
cicatrizacdo e formacéo de cicatriz ndo tem sido bem explorado. Foi feito um
estudo experimental, de abordagem qualitativa, que avaliou através de analises
histoldgicas, os efeitos do Laser de Baixa Poténcia InGaAIP (685nm; 35mW)
isolado e associado com um Farmaco Fotossensibilizante (FS) derivado da
ftalocianina, e uma Base Gel Tensora (BG) no processo de cicatrizagdo de
feridas cutaneas padronizadas em ratos. Sessenta animais foram divididos em
6 grupos: Grupo Controle; Grupo BG; Grupo FS; Grupo Laser; Grupo Laser +
FS; Grupo Laser + FS + BG. O protocolo de tratamento nos grupos
experimentais foi efetuado diariamente por sete dias. Os animais foram
sacrificados no oitavo dia ap0s a cirurgia. O espécime contendo a ferida de
cada animal foi removido e preparado para analises histol6gicas seguindo
técnica convencional. As laminas foram coradas com H&E e Tricromio de
Masson (para avaliagdo de colageno) e submetidas a analises por Microscopia
Optica de Luz. Observou-se que os animais dos grupos experimentais (Laser;
FS; Laser + FS; Laser + FS + BG) gresentaram uma maior quantidade de
coldgeno em relagcédo ao grupo controle e ao grupo BG e maior reepitelizacédo. A
remodelacéo do tecido conjuntivo foi mais incidente nos grupos Laser + FS e
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Grupo Laser + FS + BG. A TFD n&o causou nenhuma inibicdo e nenhum
prejuizo no processo de cicatrizagao.

Palavras-chaves: Laser de Baixa Poténcia; Terapia Fotodinamica;

Fotossensibilizadores; Processo de Cicatrizagéo

ABSTRACT

Evaluation of the Use of Low Level Laser Therapy and

Photosensitizer Drugs in the Healing Process

An enormous variety of therapies has been surging as a consequence of the
advances in he fields of technological applications. It's known that Low Level
Laser Therapy contributes to tissular healing. The potencial application of PDT
in healing and scar formation has not been well explored. The study was
experimental, with a qualitative approach and evaluated through histological
analysis the effects of isolated Low Level Laser InGaAIP (685nm; 35mW) and
associated with a Photosensitizer Drug (PD) derivated from Phthalocyanine and
a Tensor Gel Base (GB) in the process of healing of standardized cutaneous
wounds in mice. Sixty animals were divided in six groups: Control Group; GB
Group; PD Group; Laser Group; Laser Group + PD; Laser Group + PD + GB.
The protocol of treatment in the experimental groups was daily performed
during seven days. The animals were sacrified in the eighth day after surgery.
The specime with the wound of each animal was removed and prepared to
histological analysis following convencional techniques. The blades were
stained with H&E and Masson’s Trichrome (for collagen evaluation) and
submitted to analysis through light optical microscopy. It was observed that the
animals of experimental groups (laser; PD; Laser + PD; Laser + PD + GB)
presented a bigger collagen amount comparing to Control Group and GB Group
and bigger reepithelialization. Conjunctive tissue remodeling was better noticed
in Laser + PD Group and Laser + PD + GB Group. PDT did not cause any
inhibition and any damage in the healing process.
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Keywords: Low Level Laser Therapy, Photodynamic Therapy; Photosensitizer;

Healing Process.
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1. INTRODUCAO
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1. INTRODUCAO

A habilidade do organismo de reparar e restituir a sua integridade,
eventualmente perdida por lesdo, é essencial para a manutencdo da propria
vida. Qualquer ser vivo, durante sua constante interacdo com o ambiente
(exemplo em condicbes climaticas adversas) e com outros organismos
(infeccbes e infestacdes), pode necessitar de reparo ou restituichio em sua

estrutura, de forma a manté-la funcional.

A cicatrizacdo de feridas é uma resposta organizada e complexa do
organismo a lesdo dos tecidos com perda de sua integridade. Nas feridas
abertas, que cicatrizam por segunda intencdo, diversos fatores entram em
acao, contribuindo invariavelmente para prolongar a cura das lesoes,
resultando quase sempre em inflamacédo, edema e cicatrizes. Véarias condutas
terapéuticas tém sido empregadas com o objetivo de conseguir um melhor
resultado no processo cicatricial. Esforcos nas pesquisas, para tratar a perda
da pele tem focado trés dire¢cdes principais. Primeiro, @ravés da melhora da
cicatrizacado por fatores que acelerem esse processo e reduzam a cicatriz.
Segundo, no desenvolvimento de substitutos da pele ou equivalentes
funcionais. Terceiro, na identificacdo de fatores que induzam a regeneracédo do
gue a reparacao (cicatriz) da pele (BALASUBRAMANI; KUMAR; BABU, 2001).

A Terapia Fotodindmica (TFD) tem-se mostrado uma modalidade clinica
promissora para o tratamento de tumores e um numero consideravel de outras
moléstias, como artrites e desordens da pele (PAREKH etal.,, 1999). A
tendéncia de pesquisas em TFD tem-se voltado para o desenvolvimento de
novos fotossensibilizadores com caracteristicas melhoradas. O extraordinario
desenvolvimento da TFD decorre do seu conceito basico e relativamente
simples: combinacdo de uma droga sensitizadora, luz de comprimento de onda
adequado, e oxigénio, junto a elevada interdisciplinaridade que se tem
alcancado na pesquisa envolvendo essa modalidade terapéutica (MACHADO,
2000).
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Propomos a realizacdo de uma pesquisa que busca avaliar o efeito do
Laser de Baixa Poténcia isolado e associado com um Farmaco
Fotossensibilizante (FS) derivado da Ftalocianina, e uma Base Gel Tensora
(BG) no processo de cicatrizacdo de feridas cutédneas padronizadas em ratos,

através de analises histolégicas.

As pesquisas indicam que em um futuro proximo, resultados
significativos no tratamento das lesGes traumaticas serdo obtidos para uma
melhor restauracdo estética e funcional da pele. (BALASUBRAMANI; KUMAR;
BABU, 2001).
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1.1 SISTEMA TEGUMENTAR
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1.1 SISTEMA TEGUMENTAR

O sistema tegumentar é constituido por pele e tela subcutanea,
juntamente com os anexos cutaneos (GUIRRO; GUIRRO, 2002). O tegumento
€ constituido por duas camadas de tecidos importantes e dependentes entre si:
a epiderme, porcéo epitelial, e a derme, uma porcédo conjuntiva. Abaixo e em
continuidade com a derme esta a tela subcuténea, hipoderme, composta por
tecido conjuntivo e adiposo que se interpde entre a pele e os planos profundos
adjascentes. Sao funcdes do sistema tegumentar: protecdo contra agressbes
do meio externo, meio interno e penetracdo de microorganismos, regulacao da
temperatura do organismo, capacidade de absorcdo da radiacdo ultravioleta
com participagdo na sintese de vitamina D, excrecdo pelas glandulas
sudoriparas, e sensibilidade (ROSS; ROMRELL, 1993; TCHORNOBAY; FILUS
NETO, 1998; GARTNER; HIATT, 1999; GUIRRO; GUIRRO, 2002).

A epiderme compde a camada superficial da pele, avascular, de origem
ectodérmica, e formam um epitélio estratificado pavimentoso queratinizado.
Classicamente, é dividida em camadas, e possui quatro tipos celulares. Na
camada basal ou germinativa, camada mais profunda, encontra-se 0s

melandcitos, células produtoras de melanina (funcdo fotoprotetora); as células
de Langerhans, um macréfago altamente especializado, tem funcdo importante
no sistema imunitario; as células de Merkel (CM), encontram-se entre 0S

queratinécitos da camada basal da epiderme. Na camada espinhosa,

encontram-se 0s queratindcitos, com duas importantes funcbes: sintetizar
queratina, e formar a barreira epidérmica ou camada cérnea. A camada
granulosa, camada mais superficial da epiderme, apresenta células com
citoplasma composto por granulos de querato-hialina, liberados por exocitose,

que tornam esta camada impermeavel a dgua. A camada lucida quando visivel

apresenta-se clara, brilhante e homogénea, mais comum em areas de pele

espessa. A camada cornea, ultima camada da epiderme, de contato com o meio

externo, apresenta espessura variavel formada por células anucleares,

compactas e resistentes, conteddo rico em queratina e fibras, e se encontra em
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descamacado continua (ROSS; ROMRELL, 1993; RIGAU, 1996; TCHORNOBAY;
FILUS NETO, 1998; GARTNER; HIATT, 1999).

A derme compbe a camada mais profunda da pele, de origem
mesodérmica, constituida por tecido conjuntivo denso, formando uma camada
espessa que se interpde entre a epiderme e a hipoderme. O suprimento
vascular da derme é responsavel pela nutricdo da epiderme, e regula a
temperatura, pressao e remove produtos do metabolismo (CORDERO, 1996).
Representa um tecido conjuntivo diferenciado, e constitui-se de células, fibras e
substancia fundamental amorfa (SFA). Estédo incluidos os anexos epidérmicos,
vasos sanguineos, terminacdes nervosas e drenagem linfatica. A derme esta
organizada em camada papilar, mais superficial e frouxa que contém as
papilas dérmicas, responsaveis pelo contato derme-epiderme, e camada
reticular, mais profunda e densa que constituem maior parte da derme, com
fibrilas de colageno de maior didametro, entrelacadas e organizadas em feixes
largos, responsaveis pela sua resisténcia (ROSS; ROMRELL, 1993; RIGAU,
1996; ANDRADE, 1999).

A Pele se constitui um 6rgao heterogéneo, e difere-se do ponto de vista
anatdbmico e fisiol6gico de uma regido a outra, e sua variacdo esta ligada a
fatores como, faixa etaria, sexo, e regido do corpo (CORDERO, 1996). E
possivel, através de certas substancias mudar a cor da pele, como administrar
agentes lipossolluveis associados a farmacos-corantes, que sdo absorvidos.
Essa propriedade de absorcéo é aproveitada na administracdo de terapéuticos
para a pele. (RIGAU, 1996, JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999; GUIRRO;
GUIRRO, 2002).

1.1.2 Células do Tecido Conjuntivo

1.1.2.1 Fibroblastos

Sao células pluripotenciais que produzem as fibras extracelulares (fibras
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colagenas, elasticas e reticulares), e a substancia fundamental amorfa do
tecido conjuntivo. Responsaveis pela sintese e degradacdo do tecido conjuntivo
fiboroso e nao-fibroso, representam a principal célula desse tecido. Sdo células
fusiformes, com um grande nucleo ovoide, prolongamentos citoplasmaticos
longos e delgados, cromatina fina, nucléolo grande, algumas mitocéndrias e
complexo de Golgi (ROSS; ROMRELL, 1993; ANDRADE, 1999). O
miofibroblasto € considerado um fibroblasto modificado, com caracteristicas
intermediarias entre o fibroblasto e a célula muscular lisa, apresenta propriedades
contrateis, realizam a contracdo—retracdo do ferimento, funcdo primordial no
processo de cicatrizacdo (ROSS; ROMRELL, 1993; COTRAN; KUMAR;
COLLINS, 2000).

Os fibroblastos ativos, além de produzir todos os componentes da matriz
do tecido conjuntivo, associado & células endoteliais dos vasos fabricam a
fibronectina, uma glicoproteina com importante funcdo na adesdo celular,
morfologia, migracao e diferenciacdo, sendo assim, fundamental ra cicatrizacao.
(CORDERO, 1996; COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000).

Diferentes células dérmicas podem transitar pelo tecido conjuntivo, mesmo
em condicdes de normalidade. Algumas células sdo definidas como “residentes”,
como o0s mastocitos, macrofagos, e os fibroblastos. Outras circulam pelo
tecido conjuntivo principalmente em processos patolégicos, agindo como
defensores do organismo, como na reparacao de feridas (COTRAN; KUMAR;
COLLINS, 2000).

1.1.3 Fibras Colagenas

Sé&o sintetizadas pelos fibroblastos e células afins. O colageno é a principal
proteina fibrosa do tecido conjuntivo, apresenta estrutura em triplice-hélice,
enroladas e organizadas em espiral por trés subunidades em cadeias
polipeptidicas denominadas alfa-hélices. As diferencas nas subunidades das
cadeias peptidicas permitem classifica-los em isotipos de colagenos, designados
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por algarimos romanos. Os tipos I, Il e Ill formam estruturas fibrilares e similares e
sdo o0s mais abundantes. (ROSS; ROMRELL, 1993; COTRAN; KUMAR;
COLLINS, 2000).

1.1.4 Substancia Fundamental Amorfa (SFA)

A substancia fundamental amorfa constitui o elemento n&o fibroso da
matriz, preenche os espacos entre as células e as fibras do tecido conjuntivo.
Apresenta consisténcia que varia de um gel fluido até um gel semi-sélido
(GUIRRO; GUIRRO, 2002). E responsavel pela regulacéo do componente hidrico
da derme, que estdo ligados & proteinas formando os proteoglicanos
(TCHORNOBAY; FILUS NETO, 1998).

1.1.5 Vascularizagéo e Inervacao

O suprimento vascular da pele se da através do plexo profundo, que se
situa entre a derme e a hipoderme, e o plexo superficial, entre a camadas papilar
e reticular de onde partem finos ramos para as papilas dérmicas (GUIRRO;
GUIRRO, 2002). Os vasos linfaticos controlam a presséo do fluido intersticial, e
sdo responsaveis por varias funcdes importantes, como o retorno do liquido
intersticial para a corrente sanguinea, respostas imunes especificas (producao de

anticorpos), destruicao de microorganismos e particulas estranhas da linfa.

A pele é um 6rgdo sensorial com vasta rede de terminacdes nervosas
livres e especializadas, que conduzem os impulsos ao sistema nervoso central
para serem integrados. As terminacdes nervosas livres sdo 0s receptores para a
dor, que se distribuem por baixo das células da camada profunda da epiderme.
Os corpusculos de Paccini, de Meissner e a rede de fibras nervosas dos foliculos
pilosos, sdo responsaveis pelas sensacdes tateis. Os corpusculos de Krause
intervém nas sensacfes de frio, e 0os cospusculos de Ruffini nas sensacdes de
calor (CORDERO, 1996; GUIRRO; GUIRRO, 2002).
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1.1.6 Anexos da Pele

Representam um conjunto de estruturas derivadas da pele, como os pélos,
unhas, glandulas sebaceas e glandulas sudoriparas écrinas e apécrinas (RIGAU,
1996) (Figura 1):

Haste do péle ———————————

Poro

Estrato corneo —“Hh\ e

R {Eskatoespmho&n = - P e ! . =] }Epiderma

Pz lpighi
AR Estratc basal e

A

Melandcitt — M

Compdscule de Maissnar =

kelanccito

Glandula

! i sudoripara écring
Celula da Merksl 5 Artéria
Glandula sehacea \“\
T Waia

Faiz do pélo
iscule eretor do palo
Fibra nervesa

—
T Terido adiposo

Figura 1- Representacdo esquematica da pele (GARTNER; HIATT, 1999).
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1.2 REPARO TECIDUAL
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1.2 REPARO TECIDUAL

A capacidade de reparacdo tecidual envolve diversas reagbes que
fazem parte de um complexo processo biolégico, de fundamental importancia
para a sobrevivéncia dos seres vivos. Normalmente se inicia com uma leséo ou
alteracdo das condi¢es corporais com algum tipo de agente agressor. E uma
capacidade que esta presente desde o nivel celular, e associam eventos de
natureza imunitéria, fatores quimicos, e producdo de matriz extracelular
(BRASILEIRO FILHO et al. 1993; RIGAU, 1996; STEVENS; LOWE, 1998;
COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000).

O reparo tecidual envolve dois processos distintos, e que séao
separados: a regeneracao e a cicatrizagcado. A regeneracao significa reposicéo
da perda tegumentar por substituicdo de células do mesmo tipo, ou seja, por
tecido organizado, idéntico em estrutura e funcdo ao tecido original. Na
cicatrizacdo, a reposicdo do tegumento se da pela reconstituicdo da area
lesada por tecido nao especializado, formando uma cicatriz fibrosa e
permanente pela proliferacdo de tecido conjuntivo (STEVENS; LOWE, 1998;
ANDRADE, 1999; COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000). Quando se inicia um
processo de reparo tecidual, trés fases sao caracteristicas: a fase
inflamatdria, a fase de proliferacdo e a fase de remodelacédo. Essas fases
particularmente se sobrepdem, e cada fase tem um perfil de atividade celular
caracteristico (BJORDAL; JOHNSON; COUPPE, 2001). A seqiiéncia desses
eventos cicatriciais tem como objetivo imediato o fechamento da ferida ou

reparo dos tecidos envolvidos.

Majno; Joris (1996) * descreveram que o plano béasico do processo de
cicatrizacdo, de uma maneira geral, € sempre 0 mesmo: preencher aquele
espaco e sela-lo com uma cicatriz. Os detalhes de que forma isso ira evoluir

variam segundo a presenca ou auséncia de bactérias, a natureza da ferida (se

1 MAJNO G.; JORIS, I. Cells, tissues and diseases. Principles of general pathology. EUA:
Blackwell Science, 1996; p. 465-482.
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é fechada ou aberta), o grau de suprimento sanguineo, quantidade de tecido
morto para ser eliminado, o tipo de tecido lesado e, muitos outros
fatores.(MAJNO; JORIS, 1996 apud ALMEIDA-LOPES, 1999).

A cicatrizacdo é um processo organico de restauracdo da lesdo,
induzida por agresséo local (ARAUJO et al., 1998). Consiste num complexo
processo que envolve: processo inflamatério agudo induzido pela lesédo inicial;
regeneracao de células parenquimatosas; migracdo e proliferacdo de células
parenquimatosas e tecido conjuntivo; sintese de proteinas da matriz
extracelular (MEC); remodelagem do tecido conjuntivo e de componentes
parenguimatosos; colagenizacdo e aquisicAo de resisténcia da ferida
(COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000).

1.2.1 Tipos de Cicatrizagao

O fenbmeno cicatricial na pele é descrito de duas maneiras distintas:
cicatrizacdo primaria ou por primeira intencdo e cicatrizacdo secundaria ou por
segunda intencdo. Uma ferida se cicatriza por primeira intencdo, quando suas
bordas estiverem proximas, e ndo houver cavidade ou tecido inviavel em seu
interior. E um processo de menor destrui¢do tecidual, sendo mais rapido e com
formacao de cicatrizes menores. Fazem parte da cicatrizacdo dessas feridas as
incisdes cirurgicas, suturadas, e que sao classicas nesse tipo de cicatrizacao, e
as laceragbes limpas e ndo infectadas. E uma ferida estreita, com formac&o
reduzida de miofibroblastos, devido a pouca contracdo (BRASILEIRO FILHO et
al., 1993).

Na cicatrizagdo por segunda intencdo, 0 processo se torna mais
complexo, com grande perda tecidual, onde a regeneracdo das células
parenquimatosas € insuficiente para repor a estrutura original do tecido lesado.
Essas feridas sdo mais extensas, e podem retardar o processo de cicatrizacao
se forem abertas, com as bordas das lesGes separadas, chamadas excisionais,
ou entdo, feridas que tenham sido infectadas. A regeneracdo do tegumento é
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mais lenta, com crescimento maior e mais evidente de tecido de granulacao,
gue acontece das margens da ferida para o centro. A exsudacédo de fagdcitos,
reacdo inflamatdria, perda de anexos e a cicatriz, sdo mais evidentes e
intensos nesse tipo de cicatrizacdo. O fenbmeno de contracdo da cicatriz é
mais exuberante e atribuido aos miofibroblastos, que s&o fibroblastos que
assumem um fendtipo contratil (BRASILEIRO FILHO et al. 1993; COTRAN;
KUMAR; COLLINS, 2000).

O que difere esses dois tipos de cicatrizacdo é a quantidade de material
que sera necessario para preencher o defeito tecidual, mais do que diferencas
de natureza mecanica especial (STEVENS; LOWE, 1998). Nesse trabalho
enfocaremos 0 processo de cicatrizacdo por segunda intencdo, de feridas

abertas padronizadas, causadas por lesdo intencional.

1.2.2 Fases da Cicatrizacao

No processo de cicatrizacdo, a fase inflamatéria se inicia em resposta
imediata a uma lesdo, que ocorre pelo dano & células, provocando morte
celular e ruptura dos vasos sanguineos. A inflamacdo é basicamente o
resultado da microcirculagdo dos tecidos reagindo a lesdo. A palavra
inflamacédo é derivada de um termo do latim que significa queimar, (LOW;
REED, 2001), ja que a pele quando envolvida torna-se quente, vermelha,
edemaciada e dolorosa (BJORDAL; JOHNSON; COUPPE, 2001; LOW; REED,
2001). As células inflamatérias limpam a ferida da contaminacdo de
microorganismos e debris teciduais (CLARK, 1996). Em circunstancias
favoraveis, a reacdo inflamatdria aguda € adequada para controlar o evento

lesivo e preparar o local para a recuperacao (Figura 2).

A finalidade fundamental da fase inflamatdria do reparo consiste em
livrar a area de tecido morto, destruir qualquer infeccdo invasora anterior ao
reparo e permitir 0 acesso do sistema imune a area danificada. A reacao

vascular inicial envolve hemorragia e perda de liquido, ocasionada pela
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destruicdo dos vasos, com uma consequente vasoconstricdo e coagulagéo
sanguinea. A hemostasia ocorre em funcdo do depdsito de plaquetas e fibrinas,
gue causam a coagulacéo local, e que resulta na producéo de fatores quimicos
gue iniciam e controlam o processo de cicatrizagdo. A coagulacdo do sangue
extravascular se deve a acdo de plaquetas e de mecanismos intrinsecos e
extrinsecos da coagulacdo. A protrombina é convertida em trombina, e em
decorréncia disto, o fibrinogénio € convertido em fibrina, proporcionando uma
matriz inicial da ferida (KITCHEN; BAZIN, 1998). Surgem fatores quimiotaxicos
e vasoativos a partir do coagulo e do tecido lesado. A crosta na superficie da

ferida é formada pela desidratacdo do coagulo.
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NECROSE
Inflamacgao Resposta de neutréfilos
Aguda > marcante, com destruicéo
tecidual.
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destruicéo tecidual.
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Reposicédo das Organizacgéo por Organizacéo com
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resolucédo Cicatrizacao Inflamacéo
por reparo cronica

Figura 2 — Fluxograma dos efeitos da inflamacdo aguda (STEVENS,; LOWE,
1998).
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A resposta inflamatéria provoca alteracdes na microcirculagdo como:
vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular e acimulo de plasma no
local da ferida, ocasionando exsudato inflamatério, composto por proteinas do
plasma, anticorpos, glébulos vermelhos e brancos (eritrocitos e leucdcitos) e
plaguetas. A migracdo e a acao celular séo iniciadas e representadas pelos
mondcitos, neutréfilos e macréfagos. Os neutrdfilos e mondcitos sdo as
primeiras células a chegarem ao local da lesdo, surgem dentro de 24 horas
com acao de fagocitose e a tarefa de limpar o local de particulas e bactérias.
Dentro de 24 a 48 horas ocorre a projecdo de células epiteliais das bordas que
migram e crescem nas margens cortadas da derme, depositando componentes
da membrana basal (COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000). Ao terceiro dia os
neutréfilos sdo substituidos por macréfagos, essenciais para o processo de
reparo na transicdo do processo inflamatério para reconstrucdo do tecido
lesado, e podem exercer a mesma tarefa dos neutréfilos, estimulam a
angiogénese e a producao de fatores de crescimento, que atraem fibroblastos
para a ferida e incrementam a deposicao de colageno, denominando a fase
proliferativa. (KITCHEN; BAZIN, 1998; MONETA; 1998; COTRAN; KUMAR,;
COLLINS, 2000).

A producdo de fatores de crescimento estd diretamente ligada a
reparacao tissular, como o fator de crescimento epidérmico - EGF; fatores de
crescimento derivado das plaquetas - PDGF; fatores de crescimento
fibroblasticos - FGF; fatores de transformacao beta e alfa — TGF- 4 e TGF - §;
interleucina—1 e outros; substancias quimiotaxicas e enzimas proteoliticas
(DUARTE; DIOGO, 2000). Os mediadores quimicos comandam o processo de
inflamacgéo, importante, uma vez que esse processo pode ser modificado por
drogas medicamentosas, que minimizam o0s efeitos indesejaveis e
potencialmente prejudiciais. Entre eles estdo: a histamina, que é o principal
mediador pré-formado da inflamacéo; prostaglandinas; leucotrienos; fator
ativador das plaquetas; Oxido nitrico e sistema complemento (STEVENS;
LOWE, 1998).
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Uma vez iniciada a formacédo do tecido de granulacdo, integrinas sao
necessarias para neovascularizacdo e provavelmente para o crescimento de
fibroblastos (CLARK, 1996). A migracdo de fibroblastos dentro da area da
ferida e a rapida neovascularizacdo, constituem um sinal para o inicio da fase
de sintese e deposito de proteinas colagenas e ndo colagenas da matriz
extracelular (MEC) no leito da lesédo, processo denominado de fibroplasia
(RIGAU, 1996). A matriz extracelular de varios tecidos conectivos tais como a
pele, consiste de macromoléculas complexas, colageno, elastina, e
glicosaminoglicanos, e a biosintese dessas macromoléculas envolve vérias
reacbes especificas que estdo freqlentemente sob rigoroso controle
enzimatico (ABERGEL et al., 1984).

A angiogénese € a formacdo de novos vasos em resposta alesdo. Um
processo dinamico que é controlado de diversas maneiras, algumas vezes
fatores complexos agindo juntos no ambiente local. O principal tipo de célula
envolvido no processo de angiogénese é a célula endotelial microvascular.
Esse tipo de célula & certamente distinto do revestimento endotelial dos
grandes vasos das funcdes fisiologicas do sistema circulatério inicial normal, e

isto, em resposta alesédo (CLARK, 1996).

Os capilares nao danificados do tecido formam novos capilares, através
de brotamento na area lesada, formando um tecido de granulagcéo vascular,
com capilares interconectados, macréfagos e células de sustentacdo, que
substituem a area de tecido danificado. Os espacos intervasculares se
preenchem com fibroblastos produtores de colageno, que se alinham
uniformemente para depositar o colageno, de forma que proporcione
resisténcia ao estresse fisico, e sdo responsaveis por essa hova matriz,
formando um tecido de granulacdo fibroso. Comecam a sintetizar &cido
hialurénico, fibronectina, e colageno do tipo | e Ill. Os miofibroblastos agem na
contracdo desse novo tecido, reduzindo o tamanho da ferida. A producéo
densa de colageno leva a formacdo de uma cicatriz colagenosa (STEVENS;
LOWE, 1998).



A acumulacdo excessiva de tecido conjuntivo € a caracteristica
fundamental de véarias desordens adquiridas e hereditarias, especificamente, a
deposicdo de colageno, maior caracteristica em varios processos fibréticos. A
sintese ativa de colageno e outros componentes do tecido conjuntivo, sao
necessarias para uma O6tima cicatrizacdo durante o periodo que antecede a
reparacéao tecidual (ABERGEL et al., 1984).

A reepitelizacdo é o termo comumente usado para indicar a cobertura da
ferida da pele, com um novo epitélio. Na pratica clinica, esse termo é pouco
preciso e usualmente ndo leva em consideracdo a complexidade das células
especializadas envolvidas no processo de cicatrizacdo e maturacdo da camada
epidérmica humana (CLARK, 1996). A fase de maturagdo ou remodelamento
tissular é a ultima fase do processo de cicatrizacdo. A maturacdo da ferida
resulta em aumento e reorganizagéo do tecido cicatricial, que tem como funcgéo
aumentar a forca ténsil da lesdo, que no inicio apresenta-se como uma cicatriz
rosada e alargada, e que se torna gradativamente mais palida, endurecida e
com aspecto fibrético (DUARTE; DIOGO; 2000). Assim, uma cicatriz de tecido
conjuntivo denso substitui o local da ferida (COTRAN; KUMAR; COLLINS,
2000).

1.2.3 Influéncias Locais e Sistémicas sobre a Cicatrizagcao

Muitos fatores encontrados durante o processo de inflamacdo ou
durante a cicatrizacdo da ferida, prejudicam o processo de organizacdo e
reparo (STEVENS; LOWE, 1998). Dentre os fatores locais destacam-se a
infeccdo e a presenca de corpos estranhos (que retardam a cicatrizacdo, pois
prolongam o processo inflamatério levando a destruicdo tissular adicional);
fatores mecanicos, como friccdo e cisalhamento (que podem contribuir para
romper a integridade tissular); o tipo, a dimensao e localizacdo da leséo (uma
vez gue, areas com rica vascularizacdo e lesbes pequenas cicatrizam mais
rapido); e exposicdo a radiacbes (que reduz a capacidade de reparo ao
bloquear a mitose celular, e podem levar a Ulceras cronicas) (BRASILEIRO
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FILHO et al. 1993: COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000; DUARTE: DIOGO,
2000).

Dentre os fatores sistémicos, destaca-se o estado nutricional do
individuo que auxilia na defesa do organismo contra infeccbes e na
necessidade de produzir novo tecido. A falta de vitamina C, proteinas e zinco
interferem na sintese de colageno e retardam a cicatrizacao tecidual. Além
desses fatores, as condi¢Bes sistémicas como diabetes mellitus, distlrbios
hematolégicos e aterosclerose também influenciam no processo de
cicatrizacdo. A vascularizagdo, sendo a oxigenagdo e perfusdo tissular
indispensaveis para manutencdo e reparo da lesdo; e hormbénios como o0s
corticéides e cortisona (sintéticos), sao antiinflamatoérios que interferem nos
componentes do processo inflamatoério, na fibroplasia, e inibem a sintese de
colageno (BRASILEIRO FILHO et al. 1993; COTRAN; KUMAR; COLLINS,
2000; DUARTE; DIOGO, 2000).

A cicatrizagao de feridas pode ser dividida em trés fases: Do dia
zero ao quinto dia, é a fase inicial, sem ganho de forca e a ferida é
dependente de suturas (se necessario) e adesédo celular epidermal para
manter o fechamento da ferida. Do quinto ao décimo quinto dia, é a fase
fibroblastica, ocorre rapido aumento de forca de tensao na ferida. A partir
do décimo quarto dia, observa-se tecido de granulacdo maturado, que
resultar& em cicatriz fibrosa. (POWERS, 1997 ? apud VERA MENDEZ,

2002).

A aplicacdo de instrumentos avancados e tratamentos variados,
direcionados para promover um ambiente de cicatrizacdo total em feridas, tém
sido listados durante muitos anos e por diversos autores. Os mecanismos
complexos que envolvem a reparacdo tecidual, desde 0s mecanismos que
envolvem a inflamacdo até a completa reepitelizacdo sao investigados

constantemente. A aplicacdo do Laser na saude constitui area ativa de

2 POWERS, M.P.; BECK, B.W.; FONSECA, R.J. Oral and maxillofacial trauma. Philadelphia:
W.B.Sauders, 1997. p. 792-804. c.24.
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pesquisas, e seus efeitos médicos e bioldgicos, principalmente na cicatrizacdo
(Figura 3) séo relatados desde a década de sessenta (MAIMAN, 1960; KANA
et al.,, 1981; ABERGEL et al.,, 1984; MESTER; MESTER; MESTER, 1985;
ROCHKIND; et al., 1987; KARU, 1989; HONMURA et al., 1993; KIM et al.,
1996; YU; NAIM; LANZAFAME; 1997; REDDY; STEHNO-BITTEL,;
ENWEMEKA, 1998; TATURANAS; MATERA; DAGLI, 1998; AL-WATBAN;
ANDRES, 2000; LAGAN et al., 2002), bem como a aplicacdo de substancias
gue reduzam os efeitos de contaminagcdo e que favorecam 0O processo
cicatricial (ARAUJO et al., 1998; MONETTA, 1998; BIONDO-SIMOES et al.,
2000; VON KOSSEL et al., 2000; MINOSSI et al., 2001; HAMBLIN et.al., 2002).

FOTOBIOESTIMULACAO E CICATRIZACAO

Energia Eletromagnética do Laser Baixa Intensidade
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Figura 3 — Fotobioestimulacao e Cicatrizacdo (LICHTENSTEIN et al., 1999).
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1.3 LASER
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1.3 LASER

A palavra LASER significa “Light Amplification by Stimulated Emission of

Radiation
(HARRIS; PICK, 1995; LOW; REED, 2001).

ou “Amplificacdo da Luz por Emissdo Estimulada de Radiacao

A tecnologia a laser comecou em 1917 quando Einsten formulou a
Teoria da “Emissao Estimulada”, que foi baseada na Teoria Quantica, proposta
por Planck em 1890, que discute a quantidade de energia liberada pelo
processo atbmico. O primeiro laser da histéria foi construido por Theodore
Maiman, enquanto trabalhava nos Laboratérios Hughes em Malibu, na
Califérnia - USA, (MAIMAN, 1960), produziu um raio de luz vermelha com um
cristal de rubi com comprimento de onda de 694,3nm, com caracteristicas
diferentes da luz do sol ou de lampadas incandescentes (HENDERSON; 1997;
GENOVESE; 2000; MELLO; MELLO, 2001). O primeiro laser a gas, um He-Ne,
foi desenvolvido por Javan e colaboradores em 1961 (GENOVESE, 2000).

O laser tem sido largamente utilizado em todo o mundo nas Ultimas
décadas, inclusive nas areas médicas e paramédicas. E uma fonte de radiac&o
nao-ionizante, altamente concentrada, que em contato com diferentes tecidos
resulta, de acordo com o tipo de laser, em efeitos térmicos, fotoquimicos e nao
lineares. Seu meio ativo resulta em luz laser de comprimento de onda
especifico e cada comprimento de onda reage de uma maneira diferente com
cada tecido. As caracteristicas peculiares de cada tecido, principalmente as
gue controlam reacdes moleculares e bioquimicas devem ser observadas.
Geralmente, a extensdo da interacao entre lasers e os tecidos € determinada
pelo comprimento de onda da luz laser e pelas caracteristicas Opticas de cada
tecido (PINHEIRO, 1998).

A luz é tida como fendmeno ondulatério, constituida de pequenos
pacotes de energia eletromagnética, os fétons. As ondas eletromagnéticas séo

caracterizadas por sua frequéncia, comprimento de onda e energia (Figura 4).
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Os comprimentos de onda da energia laser variam seus respectivos espectros,
que vao desde a éarea ultravioleta, ondas mais curtas, até a regido do
infravermelho longo, ondas mais longas. O laser Vvisivel apresenta
comprimentos de ondas que ocupam pequena parte desse espectro
eletromagnético. O comprimento de onda € a distancia entre duas sucessivas
cristas ou picos do espectro eletromagnético, sua unidade de medida é o
nanémetro, e determina a cor; a amplitude de uma onda ¢é a altura do topo da
crista, na vertical, e indica a forca da onda; e a freqiéncia, € a medida do
ndmero de cristas ou picos que passam por um determinado ponto durante o
periodo de um segundo, e é expressa em Hertz (Hz), (GENOVESE, 2000;
MELLO; MELLO, 2001).
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Figura 4. Espectro eletromagnético. Disponivel em:
http://fai.unne.edu.ar/biologia/images/espectro.gif Acesso: 25 abr.2003.

Os efeitos da radiacdo laser no tecido, sdo governados por cinco
parametros relativos a energia e a poténcia. Sdo eles: energia, fluéncia,

densidade de energia, poténcia e irradiancia. A energia, usualmente é
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mensurada em joules (J), e € proporcional ao numero de fétons incidentes no
alvo; a fluéncia é a energia por unidade de area (A), usualmente especificada
em Joules/cm? a densidade de energia (DE) é a energia depositada por
unidade de volume, dada em Joules/cm®, e dependente da fluéncia incidente,
dos parametros de espalhamento no tecido, e coeficiente de absor¢cdo, em
adicéo a fluéncia liberada por um pulso simples, e o valor integrado da fluéncia
somada de muitos pulsos, variacdes na distribuicdo espacial sdo importantes; a
poténcia é a energia distribuida por unidade de tempo e € usualmente
mensurada em Joules/segundo ou watts (W), neste contexto, ambos, o valor
médio de tempo e o valor de pico podem ser importantes; e a irradiancia € a
poténcia por unidade de &rea, normalmente relatada em watts/cm?, e
novamente ambos os valores de pico e valores médios de tempo, bem como a
distribuicdo espacial e temporal sdo importantes (ITZKAN; BOURGELAIS,
1997).

A radiacdo laser pode ser classificada de acordo com a poténcia de
emissao em: Laser de Alta Poténcia ou Laser Cirurgico, sistema que emite
radiacbes de alta poténcia com poder destrutivo associado aos efeitos
fototérmicos, e dependendo do coeficiente de absor¢édo do tecido, podem levar
ao corte, vaporizacdo, coagulacéo e esterilizacdo; e Laser de Baixa Poténcia
ou Laser ndo Cirargico, que emite radiacbes de baixa poténcia, sem poder
destrutivo, e possuem acdo fotoquimica e fotobiolégica, como analgésica,
antinflamatoéria e de bioestimulacdo (PINHEIRO, 1998; ALMEIDA - LOPES,
1999; GENOVESE, 2000; LOW; REED, 2001).

O uso do laser operando em baixa poténcia para terapia foi tema de
diversos trabalhos cientificos publicados por Endre Mester de Budapeste,
pioneiro na terapia de “Bioestimulacdo com Laser”, que apresentou relatos de
aplicacdes experimentais tanto in vitro como clinicamente (MESTER; MESTER,;
MESTER, 1985; RIGAU, 1996; ROSENSHEIN, 1997). Seu uso € distinto do
uso do laser em cirurgia no qual os efeitos terapéuticos aparentemente surgem

direta ou indiretamente da interacdo eletromagnética da luz com o tecido e ndo
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dos efeitos térmicos ou fotoquimicos (ROSENSHEIN, 1997). Na medicina o
principio do mecanismo de conversdo da energia do féton € o aquecimento
com destruicédo do tecido (KARU, 1998).

Os lasers utilizados na terapia de baixa poténcia estdo situados na
porcdo visivel do espectro eletromagnético, bem como no infravermelho (1V)
proximo. Hoje em dia, os lasers usados nessa terapia sdo o laser He-Ne (é=
632.8nm), como os lasers semicondutores e diodos de emisséo de luz (é= 600-
1000nm) (KARU, 1998). A fluéncia ou densidade de energia (DE) mais utilizada
se situa entre 0.1 — 10 J/cm? e a irradiancia ou densidade de poténcia (DP)
entre 0.01 — 100 mW/cm?. A dose de irradiacdo ou densidade de energia é o

parametro mais importante na terapia com laser (RIGAU i MAS, 1998).

1.3.1 Diodo Semicondutor

O diodo laser é um chip semicondutor que funciona como um diodo
elétrico. A regido ativa do diodo € um sanduiche de diferentes materiais
semicondutores consistindo de uma camada de material tipo P (carregam a
carga positiva), uma camada ndo condutora (juncdo), e uma camada de
material tipo N (carregam carga negativa). A voltagem negativa aplicada ao
material — N e a voltagem positiva aplicada ao material — P, fazem os
condutores fluirem na juncao, e a energia é liberada. Na maioria dos materiais
semicondutores, a energia € liberada como calor, mas em materiais como
galio, aluminio, e arsénio, a energia € liberada como fétons. Para fazer um
laser de diodo, € necessario adicionar uma superficie reflectiva no fim da
juncdo para estabelecer uma cavidade Optica. Estas cavidades Opticas séo
muito pequenas, e mesmo nessa escala alguns lasers de diodo podem produzir
muitos watts de poténcia. Os diodos tém comprimentos de onda na faixa do
vermelho e infravermelho que sdo determinadas pelo material semicondutor e

temperatura (HARRIS; PICK, 1995).
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Os diodos de laser semicondutores podem fornecer uma saida continua
ou pulsada. Os diodos de onda continua sdo em geral de poténcia
relativamente baixa (LOW; REED, 2001). O laser semicondutor € capaz de
emitir poténcias que podem variar de 10 a 100W, normalmente € usado o mW
(miliwatt) para modalidade terapéutica de laser de baixa poténcia, com acao de
estimulacdo celular (GENOVESE, 2000). Os lasers de diodo s&o de tamanho
compacto, de alta eficiéncia e confiabilidade, e custo reduzido (HENDERSON,
1997).

1.3.2 Laser de Baixa Poténcia nos Tecidos Bioldgicos

Um interesse consideravel pelos efeitos do laser de baixa poténcia na
biomodulacdo do tecido e metabolismo celular tem surgido nas Ultimas
décadas, onde numerosos estudos foram publicados avaliando aspectos
variados dos efeitos do laser de baixa poténcia em sistemas biol6gicos, como
na producdo de matriz extracelular, reparacao de tecido e fungdes imunes das
células (HALCIN; UITTO, 1997).

Os fatores bioldgicos que influenciam na interacéo laser-tecido sdo mais
extensos e muitas vezes complexos, e alvos de estudos recentes. Dentre tais
fatores estdo as propriedades Opticas de varios elementos teciduais, que
funcionam como moléculas especificas e componentes quimicos, na reacédo do
tecido com energia da luz (MISERENDINO; LEVY; MISERENDINO, 1995).

Dederich (1991)° relata que propriedades épticas do tecido determinam
a natureza e extensado da resposta tecidual através de processos de absorcao,
transmisséo, reflexdo e espalhamento do raio laser. E que a extensdo da
interacdo da luz laser como forma de energia radiante com o tecido devera ser
geralmente determinada por duas variaveis dependentes: o comprimento de
onda da emissédo laser; e as caracteristicas 6pticas em patrticular do tecido
alvo.(DEDERICH, 1991 apud MISERENDINO, 1995).

® DEDERICH, D.N. Laser tissue interaction. Alpha Omegan, 1991; 84: 33-36.
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Toda radiacdo eletromagnética ao incidir sobre uma superficie qualquer,
se desdobra, uma parte reflete e outra é absorvida (RIGAU, 1996). Os efeitos
clinicos teciduais desejados com o laser sdo baseados no fenébmeno de
absorcdo, mas todas as respostas teciduais diferentes ao laser (reflexao,
transmissao, dispersdo e absorcao) contribuem no efeito tecidual final (GRAY,
1998).

A energia radiante ira interagir com o tecido através de quatro formas
(MISERENDINO; LEVY; MISERENDINO, 1995; GRAY, 1998; RIGAU i MAS,
1998):

a) ser refletida, onde ndo ocorrera penetracdo ou interacdo da energia
da luz laser;

b) ser transmitida através do tecido, sem nenhum efeito clinico na area
alvo;

c) ser absorvida, pelos componentes fotoreceptivos (croméforos) do
tecido alvo, o que resulta na transferéncia de energia para esse tecido;

d) ser espalhada (disperséo), sem produzir efeitos notaveis no tecido;

A grande maioria dos croméforos, como fibras colagenas, células e
organelas, vasos sanguineos e linfaticos sdo bastante reduzidos em tamanho,
e ocorrem em concentracdes variadas no tecido e exercem influéncia na
difusdo do laser (exemplo a hemoglobina e melanina) (PINHEIRO, 1998). Nos
tecidos a absorcdo da luz pela agua produz-se proximo ao infravermelho (V)
com é maiores que 1.200nm e no ultra violeta (UV) com & menores que 200nm.
E a presenca de substancias pigmentadas em menor ou maior propor¢ao que
determinard a menor ou maior transmissdo de onda luminosa respectiva. A
monocromaticidade do laser determina a absorcdo seletiva por parte dos
cromoéforos que responde a um ou varios € fendmeno descrito como

ressonancia a uma determinada frequéncia (RIGAU i MAS, 1998).



Diamantopoulos (1994)* relata que as radiacées visiveis sdo fortemente
absorvidas pela hemoglobina e melanina (croméforos), enquanto o
infravermelho € fortemente absorvido pela agua. (DIAMANTOPOULOS, 1994
apud LOW; REED, 2001).

Os lasers de baixa poténcia emitem densidades de energia muito baixas
para causar aumento da temperatura além de 0.5 °C no tecido alvo, sendo
os seus efeitos observados e ndo atribuidos a eventos térmicos (HALCIN;
UITTO, 1997). O efeito biologico que resulta da absorcdo de energia
depositada no tecido pelo laser é classificada em efeitos primarios e
secundarios. Vao agir primeiramente na célula, produzindo um efeito imediato
ou primario, aumentando o metabolismo celular (KARU, 1989; 1999), por
exemplo, no controle da producdo de substancias liberadas nos fenbmenos de
dor e inflamagdo (Prostaglandinas, Prostaciclinas, Histamina, Serotonina,
Bradicinina, Leucotrienos e outras), como nha estimulacdo da producédo de
ATP no interior da célula (KARU; PYATIBRAT; KALENDO, 1995; WILDEN;
KARTHEIN, 1998). A radiacéo laser ajuda também a normalizar o potencial da
membrana, atuando como reequilibrante e normalizador da atividade funcional
da célula. (RIGAU i MAS, 1998; GENOVESE, 2000; LOW; REED, 2001).

Os efeitos indiretos ou secundarios da radiacdo laser ocorrem em
nivel de microcirculacdo, onde o laser atua sobre o esfincter pré-capilar, por
meio de mediadores quimicos, provocando uma dilatacdo persistente, portanto,
um estimulo a microcirculacdo, e em nivel de trofismo celular e aumento da
velocidade de mitose, fato que leva a concluir que o laser de baixa poténcia
aumenta os processos de reparacdo tecidual, devido ao estimulo na
capacidade de cicatrizacdo do tecido conjuntivo e neoformacé&o de vasos a
partir dos vasos ja existentes (RIGAU i MAS, 1998; GENOVESE, 2000).

* DIAMANTOPOULOS, C. Bioenergetics and tissue optics. In Therapeutic Lasers: Theory
and Practice (Baxter G. D., ed.) Edinburgh: Churchill Livingstone, 1994, p. 67-88.
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Fatores como o nivel de poténcia aplicada (DP); a energia total
distribuida por area de superficie (DE); o tipo de tecido e sua capacidade de
absorcao; frequéncia de pulsos por segundo e duracdo do pulso; o modo de
entrega da energia para o tecido alvo (continuo ou pulsado); distancia focal
(focado ou desfocado); presenca ou ndo de sistema de refrigeracdo séo
essenciais para interacdo com o tecido. A manipulacdo desses fatores devera
permitir ao operador ter controle preciso com o laser para alcancar o efeito
desejado no tecido, juntamente com habilidade para selecionar o comprimento
de onda apropriado para o tecido alvo em particular (MISERENDINO; LEVY;
MISERENDINO, 1995; LOW; REED, 2001; MELLO; MELLO, 2001).

A importancia dos estudos envolvendo os efeitos da irradiacdo de luz de
baixa poténcia comparativamente na pele, sdo fundamentais para outras
investigagcdes e servem como modelo para estudos envolvendo os efeitos do
laser na epiderme (epitélio) e na derme (CATONE; HALUSIC JR.; 1997).
Especialidades médicas, odontoldgicas e reabilitativas utilizam a terapia laser
de baixa poténcia em vérias aplicacbes terapéuticas, incluindo analgesia,
efeitos antiinflamatérios e reparacdo tecidual, citada por alguns autores
(MESTER, et. al.,, 1985; KARU, 1989; BAXTER et al.,, 1991; OKAMOTO;
IWASE; MORIOKA, 1992; BASFORD, 1995; HERNANDEZ; DELGADO, 1996;
RIES; SPEYER, 1996; GIUSEPPE, 1999).

O laser de baixa poténcia tem sido usado por Fisioterapeutas (para
tratar a ampla variedade de dores musculo-esqueléticas agudas e cronicas);
Dentistas (no tratamento de tecido oral inflamado e cicatrizacdo de Ulceras
diversas); Dermatologistas (no tratamento de edema, Ulceras indolentes,
gueimados e dermatites); Reumatologistas (no alivio da dor, tratamento de
inflamacBes cronicas e doencas auto-imunes); Medicina Veterinaria (em
centros de treinamentos de cavalos de raca); e em Medicina do Esporte e
Clinica de Reabilitagdo (para reduzir o inchaco e hematoma, aliviar a dor e
melhorar a mobilidade e tratamento agudo de feridas de tecido mole) (KARU,
1998).
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Varios estudos foram realizados descrevendo os efeitos terapéuticos
dos lasers, tanto In Vitro (ABERGEL et al., 1984; PASSARELLA et al., 1984,
RIGAU, 1996; GROSSMAN et al., 1998; HOUGHTON; BROWN, 1999; KARU;
1999; LUBART; FRIEDMANN; LAVIE, 2000; STADLER et al., 2000; KREISLER
et al., 2001; ALMEIDA-LOPES et al., 2001) como In Vivo (KANA et al., 1981,
BASFORD, 1995, YU; NAIM; LANZAFAME, 1997; MORRONE et al., 1998;
TATURANAS, 1998; LICHTENSTEIN, 1999; SIMUNOVIC; IVANKOVICH;
DEPOLO, 2000; AL-WATBAN; ANDRES; 2000; AL-WATBAN, 2001; LAGAN et
al., 2002).

A reparacédo tecidual e cicatrizacdo de feridas in vivo englobam a
maioria dos estudos realizados, que sdo beneficiados com os efeitos do laser
de baixa poténcia. Alguns autores nao obtiveram nenhum efeito dessa terapia
sobre o processo de cicatrizacdo (MALM; LUNDEBERG, 1991; SCHALAGER
et al.; 2000; WALKER et al., 2000; YILMAZ et al. , 2002), muitas vezes, pelo
uso de fluéncias extremamente baixas (HALL, 1994) ou pela administracdo de
altas doses de energia (HOUGHTON; BROWN, 1999), podendo inibir certas
atividades celulares, levando a um estado de fadiga (BASFORD, 1995; RIGAU,
1996).

O efeito mais importante do laser de baixa poténcia na cicatrizacdo de
feridas foi o aumento da sintese de colageno por parte dos fibroblastos,
observado nos experimentos de Rigau (1996), que usando um microscépio

eletrdnico, monitorou essa sintese para a captacéo de prolina e glicina tritiada.

Um estudo realizado por Wei Yu et al. (1997) descreveu os efeitos do
laser de Argdénio operando em 630nm, poténcia de pico de 20mW/cm? e 5
Jlcm?, em feridas padronizadas de ratos diabéticos. O autor dividiu o estudo
em quatro grupos: 1. controle; 2. grupo bFGF (aplicacdo tépica de fator de
crescimento); 3. grupo laser; 4. grupo laser associado bFGF. Os autores
avaliaram os resultados a partir da evolucdo histolégica, que mostrou que a

irradiacéo laser melhorou a epitelizacdo das feridas, a quantidade de células, a
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formacdo de tecido de granulacdo e deposicdo de colageno, comparado &
feridas do grupo controle negativo. O grupo 2 e o grupo 4 apresentaram
resultados similares em relagcdo ao tratamento do grupo 3. Através desse
estudo, de bioestimulagéo laser na cicatrizacdo de ratos diabéticos os autores
sugerem que semelhante terapia possa ser benéfica no tratamento de feridas

cronicas, parecidas com as que ocorrem na complicacao da diabete mellitus.

Estudos da influéncia do laser de baixa poténcia em cicatrizacdo, tem
mostrado resultados controversos, e em situacdes de queimaduras sdo mais
escassos. Um estudo envolvendo 30 ratos e queimaduras de ambos os flancos
foi realizado, com dois diferentes & e 1.5 J/cm® (DE). Os animais foram
divididos em 3 grupos: grupo A (controle); grupo B (635nm e 1.5 J/cm?); grupo
C (690nm e 1.5 J/cm?). O diametro, a vermelhiddo e o edema das feridas foram
examinados diariamente, e 0s resultados mostraram que esses parametros,
entre e dentro dos grupos foram similares durante todo periodo de observacéo.
A irradiacdo das queimaduras nao acelerou a cicatrizacdo quando comparada
com as feridas controle. Os autores concluiram que ambos os comprimentos
de onda dos lasers pesquisados ndo produziram efeitos benéficos no processo
de cicatrizacdo de queimaduras de ratos (SCHLAGER, 2000).

Um estudo realizado por Al-Watban et al. (2000), avaliou a
bioestimulagdo laser, a combinacédo de tratamento farmacolégico Solcoseryl ™
(SS) e Polygen ™(PG) com terapia de luz, usando modelos in vitro e in vivo. O
estudo In vitro, indicou a capacidade de fétons laser e agentes farmacoldgicos
SS ou PG em aumentar a eficacia da clonagem de vérias linhas celulares. Os
estudos In vivo, foram realizados em ratos normais, enfocaram a dosimetria de
varios comprimentos de onda laser e 0 uso de drogas. Os resultados
mostraram que os efeitos da exposicdo laser foram dependentes da dose,
dando efeitos de estimulacdo (2-16 J/cm?), bioativacdo zero (20 Jicm?) e
inibicio (24-28 J/cm?. O laser de HeNe 632,8nm proporcionou melhor
aceleracdo em dias na cicatrizacdo, com melhor absorcao fibroblastica, e com

uma densidade de poténcia incidente de 10.53 mW/cm? mostrou-se 6tima na



48

aceleracdo da cicatrizacdo. Todos os tratamentos foram significativamente
melhores que o controle, e o tratamento com o laser foi de 5 a 7 vezes melhor
gue SS e PG respectivamente; o uso do laser mais SS e laser mais PG deu
adicional aceleracdo na cicatrizagcdo, mas insignificante quando comparado ao
laser sozinho. Este estudo mostrou dependéncia do comprimento de onda,
dependéncia do programa de tratamento e dependéncia da dose de fétons na
cicatrizacdo. A aplicacdo de tratamentos farmacoldgicos combinados com

terapia laser revelou a utilidade da combinacéo de tratamento droga - luz.

Simunovic et al. (2000), realizaram um estudo para avaliar a eficacia da
terapia laser de baixa poténcia (LLLT) na cicatrizacdo em coelhos e humanos.
A parte inicial da pesquisa foi conduzida em feridas cirlrgicas produzidas em
coelhos. Os 68 animais foram tratados durante 20 dias consecutivos e divididos
em quatro grupos: Controle; Laser HeNe (632nm e 4J/cm?®); Laser
Infravermelho (904nm e 20J/cm?); Laser HeNe associado ao Infravermelho
(632nm + 904nm e 24J/cm?). Os autores observaram a forca ténsil do tecido,
crescimento epidermal, razdo de contratura da ferida, concentracdo de
linfocitos e formacdo de colageno. Concluiram que a camada epidermal foi
aumentada com a exposicdo HeNe e 4J/cm® e a razdo de cicatrizacdo foi
significativamente diferente, como o aumento na concentracdo de linfécitos e
formacdo de colageno. As altas densidades de energia (20, 24J/cm?) aplicadas
em coelhos apresentaram menor efeitos ou mesmo, efeitos opostos. As
maneiras de aplicagbes do LLLT no corpo humano sé&o analogas aaquelas de
estruturas fisiolégicas similares em tecido animal, portanto, os autores

continuaram o estudo em humanos.

A segunda parte do estudo de Simunovic et al. (2000) envolveu 74
pacientes com injurias em diferentes localizagcbes anatdmicas (tornozelo e
joelho, bilateralmente; tenddo de Aquiles; epicondilo; ombro; pulso; articulacao
interfalangiana das maos, unilateralmente). Todos os pacientes tinham tido
procedimentos cirargicos antes do laser de baixa poténcia. Dois tipos de

aparelho laser foram usados: laser diodo infravermelho (AsGaAL) 830nm
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continuo para tratamento de pontos gatilho e HeNe 632,8nm combinado com
laser de diodo 904nm pulsado para procedimento de scanner. Os resultados
foram observados e mensurados de acordo com 0s seguintes parametros
clinicos: vermelhiddo, calor, dor, inchago, diminuicdo da funcdo e por andlise
estatistica. Depois de comparar o0 processo de cicatrizacdo entre os dois
grupos obteve-se uma cicatrizagdo significativamente acelerada (25% - 35%)
no grupo de pacientes tratados com laser. A principal vantagem do LLLT no
pos-operatério inclui preservacdo da margem de efeitos de drogas,
recuperacdo funcional significativa, um rapido retorno ao trabalho, treinamento
ou competicdo esportiva, comparando ao grupo controle de pacientes, e custo

beneficio.

Um estudo clinico avaliou a eficacia da terapia laser no tratamento de
Ulcera de estase devido a sindrome da insuficiéncia venosa cronica. O
tratamento foi realizado em pacientes de 6 meses a 6 anos. O grupo incluiu 62
pacientes de ambos os sexos, dois diferentes aparelhos de lasers e densidade
de energia de 4J/cm® No primeiro ano, 42 pacientes foram tratados com um
laser HeNe (632,8nm e 8mW), e nos ultimos 3 anos, 20 pacientes foram
tratados com um laser diodo infravermelho AsGaAl (830nm e 120mW). O
fechamento da ferida foi alcancado depois de 7 a40 sessdes de tratamentos,
na maioria desses 62 pacientes com Ulceras crbnicas antigas na perna. Os
autores alcancaram a completa cicatrizacao, classificada como: Boa - em 53
pacientes (85.48%) durante o periodo de tratamento de 2 a 14 semanas; e
Moderada — em 4 pacientes (6.46%), no fechamento de Ulceras venosas
antigas na perna. A eficiéncia do tratamento foi de 91.94%, e nenhum paciente
teve que parar o tratamento por efeitos colaterais. Dois pacientes (3.2%)
tiveram recorréncia da Ulcera. Os autores indicaram através dos resultados que
doses apropriadas de laser podem ser benéficas em promover reparacao
tecidual (LICHTENSTEIN, 1999).
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1.4 TERAPIA FOTODINAMICA
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1.4 TERAPIA FOTODINAMICA (TFD)

A terapia fotodindmica envolve ativacdo de luz (visivel e infravermelho
proximo), na presenga de oxigénio molecular (em nivel ambiente), e certos
corantes, denominados fotossensibilizadores, que sdo capturados pelo tecido
alvo (BONNETT, 2000; SIBATA et al., 2000).

Relativamente, € uma nova modalidade terapéutica para tratamento de
doencas neoplasicas e nao-neoplasicas (STUART, L., 1992; SIBATA et al.,
2000). Essa terapia tem sido usada no tratamento de uma variedade de
condicbes que incluem tumor, artrites, e desordens da pele. A técnica é
baseada na injecdo, ingestdo, ou aplicacdo tépica de fotossensibilizadores
seguida por ativacdo Iluminosa (PAREKH et al, 1999). Esses
fotossensibilizadores s&o compostos que absorvem energia da luz de
comprimento de onda especifico, capazes de usar esta energia para induzir
reacbes em moléculas que ndo seguem a mesma sequéncia de reacdes
fotoquimicas (SIBATA et al., 2000).

Os estudos de fotossensibilizacdo iniciaram por volta de 1900, quando
Oscar Raab investigou o efeito dos corantes eosina e acridina sobre paramécio
e percebeu que, em presenca de luz este microorganismo era rapidamente
inativado (NELSON; McCULLOUGH; BERNS, 1997). A primeira aplicacéo
terapéutica de corantes em combinagdo com luz foi proposta por Von
Tappeiner and Jesionek em 1903, que empregou uma solucéo de eosina e luz
para tratar cancer de pele e observou uma reducdo no tamanho do tumor
(NIEMZ, 1996). Em 1913, Meyer-Betz, cientista alemao, estudou o efeito
fotodindmico de porfiinas em humanos. Injetou em si mesmo,
intravenosamente hematoporfirina (HP), expondo pequenas regides da pele de
seu braco a luz visivel, o que resultou em uma forte reacéo de eritema solar e
alta sensibilidade para luz por dois meses, indicando o efeito fototdéxico do HP,
e provando que estes compostos podem induzir a fotossensibilizacdo sistémica
no homem (CASTRO; SAXTON; SOUDANT, 1997).
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O mecanismo de oxidacdo fotossensivel na terapia fotodinamica é
iniciado pela absorcéo da luz pelo sensibilizador, o qual pode ser um corante
ou pigmento, uma quinona, ou uma molécula aromatica. O sensibilizador, por
capturar o féton, é elevado para um alto estado de energia, onde este pode
agora atuar como um agente oxidante. As principais classes de reacdes séo: a
foto-oxidacdo por radicais (eacgédo tipo )); foto-oxidacdo por oxigénio singlete
(reacdo tipo IlI). Os fatores que governam estas reacdes incluem a
concentragdo de oxigénio, o substrato reativo e estado excitado do
sensibilizador, concentracdo de substrato, e tempo de vida do oxigénio
singlete. Alta reatividade do sensibilizador, alta concentracdo e reatividade do
substrato, baixa concentracdo de oxigénio, e curto tempo de vida singlete
favorecem a reacdo do tipo I, enquanto os fatores opostos favorecem o tipo |l
(FISHER; MURPHREE; GOMER, 1995; CASTRO; SAXTON; SOUDANT, 1997;
SIBATA et al.,, 2000;). No Mecanismo de Fotossensibilizacdo (figura 5), séo

apresentadas as etapas fotoquimicas envolvidas no processo:

| Fotossensibilizador

e

=

Figura 5 — Mecanismo de Fotossensibilizacdo da TFD .
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A explosdo no interesse em TFD data da descoberta de derivados da
hematoporfirina (HPD) por Lipson e Baldes em 1960, e sua aplicagdo na
irradiacdo de tumores malignos, onde encontraram uma excelente correlacéo
entre a fluorescéncia de tumor e histologia maligna. Esse foi o combustivel
para estudos pioneiros, ambos em ciéncias basicas e aplicacbes clinicas
realizadas por Dougherty (LIPSON; BALDES, 1960; BUCHANAN et al., 1989;
DOUGHERTY, 1975; 1978; 1979; HAMBLIN; HASAN, 1996). Nas duas Ultimas
décadas, o campo da terapia fotodinAmica (TFD) recuperou popularidade,
colaborando pelo desenvolvimento da industria dptica eletrdnica, iniciada com a
introducdo dos lasers em 1960 por Maiman (MAIMAN, 1960; CASTRO;
SAXTON; SOUDANT, 1997).

Os estudos que deram inicio a TFD moderna foram realizados no
Instituto do Céncer de Roswell Park em Buffalo, Nova York, EUA, avaliando-se
a eficacia alongo prazo, no tratamento de tumores em animais e humanos com
o emprego de HPD e seu derivado purificado e componente ativo, éter de
dihematoporfirina (DHE) (DOUGHERTY et al., 1975; 1978). A TFD foi realizada
inicialmente com lampadas convencionais de amplo espectro, como as
lampadas de filamento incandescentes (tungsténio), lampadas de arco
(xendnio, mercurio) (DOUGHERTY et al.; 1978).

Ao mesmo tempo, que muitos artigos na terapia fotodinamica
comecaram por afirmar que TFD é um novo tratamento experimental para o
cancer e outras doencas, houve um rapido amadurecimento nos ultimos 5
anos, levando a aplicacdes clinicas e sendo hoje a TFD considerada um
padrdo de tratamento aceitavel para varias condi¢des. Foi aprovado para uso
pelo U.S Food and Drugs Administration (FDA) e numerosas outras agéncias
de saude por todo o mundo (DOUGHERTY, 2002).

Os fotossensibilizadores comumente usados em TFD representam um
grupo de componentes quimicamente ndo homogéneos. Eles podem ser

representados em grande parte pelos corantes tiazine, tais como, azul de



metileno e azul de toluidine, usados topicamente em TFD, e as porfirinas, tais
como, derivado de hematoporfirina, e 0 metaloftalocianina (JAMIL et al., 2002).
A maioria das experiéncias clinicas de TFD vem do uso das variantes de
porfirinas, HPD e DHE. A nova geracdo de fotossensibilizadores clinicos
fornecerd sem davida um aumento na seletividade do tumor em relacdo ao
tecido normal, com um aumento da eficiéncia de foto-ativagdo comparavel, e

uma maior absorcao da luz visivel vermelha e infravermelho préximo.

Com a colaboracdo de clinicos, biologistas, quimicos, engenheiros e
fotoquimicos muitos fotossensibilizadores diferentes e novos sistemas laser
cobrindo ampla faixa de comprimento de onda, vém sendo desenvolvidos em
laboratérios e testados clinicamente (CASTRO; SAXTON; SOUDANT, 1997).
Um namero crescente de fotossensibilizadores de segunda geracdo esta sendo
sintetizado. Esses novos fotossensibilizadores estdo sendo desenvolvidos para
absorver em comprimentos de onda mais longos (650 para 850nm), os quais
permitem maior profundidade de penetracdo da luz em cavidades do corpo e
maior eficiéncia de fotoativagdo, e sdo mais seletivos para tecido maligno.
Entre as novas drogas que estdo sendo estudadas estdo as naftalocianinas,
purpurinas, benzoporfirinas, e as ftalocianinas (ABT, 1995; FISHER;
MURPHREE; GOMER, 1995). As ftalocianinas apresentam uma banda de
absorcdo maxima com € > 600nm (BEN-HUR; ROSENTHAL, 1985).

Os lasers sao tradicionalmente a fonte de luz preferida para ativacao de
agentes fotossensibilizantes usados em TFD, e sua monocromaticidade,
capacidade de altas poténcias, e a habilidade de acoplar essas poténcias em
fibras Opticas tem direcionado o seu uso (SIBATA et al., 2000). Concorrendo
com o desenvolvimento destes novos fotossensibilizadores, a industria Optica-
eletrbnica desenvolveu diodos de emissao de luz de alta poténcia para varias
disposi¢Oes de aplicagdes. A disponibilidade de LEDs e a sua compatibilidade
com o fotossensibilizador tem permitido o desenvolvimento de fontes de luz

com poténcias suficientes para ativacdo da droga (LYTLE, 1993).
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O rapido avanco tecnoldgico nos modelos de lasers de diodo, que
cobrem praticamente todo o espectro visivel e infravermelho préximo, pode
atender boa parte dos agentes fototerapéuticos ja existentes no mercado, e
permitir uma nova abordagem produtiva para investigagcbes e aplicacoes
clinicas de TFD (MACHADO, 2000). Hoje em dia, buscam-se sistemas lasers
mais eficientes e estaveis, com tecnologia mais barata e ao mesmo tempo,
diodos de menor tamanho e poténcias de pico maiores (CASTRO; SAXTON,;
SOUDANT, 1997).

Quando a droga € iluminada com comprimento de onda apropriado de
luz visivel ndo térmica, pode sofrer excitacdo eletrbnica com subsequiente
transferéncia de energia para produzir espécies moleculares altamente reativas
e citotoxicas. Uma vez que, mais fotossensibilizadores estdo presentes nos
tumores em relacdo ao tecido normal, os tumores podem ser destruidos com
dano relativamente limitado em relacdo & estruturas que o circundam
(WIEMAN et al., 1988).

Wilson (1989)° cita que um fator importante quanto & caracteristicas
fotofisicas favoraveis € o comprimento de onda da luz, necessaria a
fotoexcitacdo do composto. Na regido visivel, quanto maior o comprimento de
onda da luz incidente, maior o seu grau de penetracdo no tecido. A radiacéo de
comprimento de onda menor sofre maior espalhamento, e a presenca de
cromoéforos enddégenos nos tecidos que absorvem em comprimentos de onda
menores, principalmente a hemoglobina, fazem com que a penetracdo de luz
seja menor (WILSON, 1989 apud SIMPLICIO; MAIONCHI; HIOKA, 2002).

A efetividade da fonte de luz para TFD depende da irradiancia espectral
incidente da luz, transmissdo no tecido para a profundidade desejada, e a
absorcdo do sensibilizador que depende diretamente da absor¢cdo dos

cromoforos. Esses elementos sdo matematicamente combinados para produzir

®WILSON, P.C. Photosensitizing Compounds: their Chemistry, Biology and Clinical Use,
Wiley Interscience: Chichster, 1989, p.73
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a “razdo de fluéncia efetiva total“ na profundidade especificada. Na aplicacéo
do modelo em pratica para varias fontes de luz, parece que a luz verde é muito
mais efetiva que a luz vermelha para tratamentos a uma profundidade de até 2
mm na derme, mas a luz vermelha parece dar melhor penetracdo na pele
superficial (MOSELEY, 1996).

1.4.1 Aplicacdes Clinicas da TFD

Sibata et al. (2000) descreveram que a extensdo do comprimento de
onda entre 600 e 800nm tem sido determinado como “janela terapéutica”
pratica para TDF clinica. Em um trabalho extenso, relataram tratamentos
utiizando a terapia fotodindmica com emissores de luz lasers de diferentes
comprimentos de onda, em diversas areas médicas, com uma variedade de
fotossensibilizadores e suas diversas densidades de energia. Destacou a
ftalocianina de silicio (Pc 4; é,,s 0= 670nm), que € uma nova promessa de
fotossensibilizadores de segunda geracdo desenvolvido pelas Universidades
Case Western Reserve e Hospitais Universitarios de Cleveland. Com a
ajuda da Rede de Decisbes de Medicamentos do Instituto Nacional do Cancer
dos Estados Unidos (Drug Decision Network of the US National Cancer
Institute). A ftalocianina de silicio teve completa evolucdo na farmacocinética

pré-clinica, eficiéncia e toxologia, e tem sido recomendada para testes clinicos.

A pouca aenuacao da irradiacdo laser m sido aribuida para o efeito
bactericida do laser, particularmente usando lasers de baixa densidade de
energia. O efeito bactericida da irradiacédo laser de HeNe (632nm), foi estudado
em microorganismo cariogénicos, pela formacdo de uma inibicdo do
crescimento de colbnias bacterianas viaveis, através de varias espécies de
corantes (corante azul, roxo e verde, e principalmente corantes de
fenilmetano). O vazamento de potassio da S. sobrinus AHT seguindo
irradiacbes a laser foi determinado através do uso de um espectrébmetro de
absorcdo atbmica. O vazamento comec¢ou a aumentar seguindo irradiacdes de

2 minutos, e alcancou um platé seguindo irradiacdes de 30-60 minutos. Os
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autores sugerem que esse laser pode ser adequado para aplicacbes em
odontologia preventiva. Concluiram através desse estudo que o raio laser de
HeNe pode ser seguramente aplicado dentro da boca de humanos, e que as
bactérias cariogénicas foram rapidamente mortas pela irradiacdo, sendo
eficiente somente na presenca de corantes especificos (OKAMOTO; IWASE;
MORIOKA, 1992).

O aumento crescente no mundo da resisténcia aos antibidticos necessita
do desenvolvimento de novas estratégias antimicrobiais. Hamblin et al. (2002)
relataram o primeiro uso de uma abordagem fotoquimica para destruir
bactérias infecciosas de uma ferida em modelo animal. Utilizaram aplicacédo
topica, de um fotossensibilizador policatidbnico no alvo, conjugado entre poli-L-
lisina e chlorings, penetraram o Gram (-) fora da membrana bacteriana, e
subsequente ativacdo com luz laser 660nm, rapidamente matou Escherichia
coli que infectava a ferida excisional em ratos. Utilizaram uma bactéria que
expressava luz a partir da Photorhabdus Iuminescens para facilitar
monitoramento do tempo real da infeccdo; as células emitiam um sinal
bioluminescente que permitia a rapida quantificacdo da infeccdo, usando uma
sistematizacdo de luz baixa. Houve uma perda da luminescéncia dependente
da dose de luz na ferida tratada com o conjugado e a luz, que nao foi vista nas
feridas ndo tratadas, e as feridas tratadas cicatrizaram tdo bem quanto &
feridas de controle, mostrando que o tratamento fotodinamico néo danificou o
tecido em questdo. Os autores observaram que:
- TFD de feridas infectadas ndo levou a nenhuma inibicdo da
cicatrizacao;
- O tratamento fotodinamico néo danificou o tecido tratado;
- Houve uma indicagdo que a TFD — de feridas tratadas na
verdade cicatrizaram um pouco mais rapido em relacdo &

feridas controles, mas isto ndo foi estatisticamente significativo;

O ponto principal do estudo é a possibilidade de usar esta metodologia

no rapido controle de feridas e outras infec¢des localizadas.
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A influéncia da TFD na modulacéo da cicatrizacdo e formacédo de cicatriz
nado tem sido bem explorada, como também, os efeitos de fotossensibilizadores
fotodindmicos. Em um estudo, 24 ratos foram divididos em dois grupos, de
acordo com o fotossensibilizador, distribuicdo da fluéncia de luz, e o tempo
incisao (ferida) relativo para exposi¢cdo da luz. Sete feridas foram colocadas
em cada animal, 3 feridas no flanco esquerdo serviram de controle, e 4 feridas
no flanco direito serviram para tratamento. Houve a administracdo de 2
diferentes  fotossensibilizadores: = BPD-MA  (derivado lipossomal de
benzoporfirina monoéacida) e CASP (sulfoftalocianina cloroaluminio), e a luz foi

produzida com um laser de argdnio bombeando um médulo de corante.

Doze animais receberam injecdo de BPD-MA 3 horas antes da
irradiacdo, comprimento de onda de 690nm e irradiancia de
400mW/cm?, e foram subdivididos em 2 grupos:

- Seis animais receberam 0.25 mg/kg, e a fluéncia de Iluz
administrada foi de 1 e 5J/cm? (3 animais) e 10 e 20J/cm? (3
animais);

- Seis animais receberam 0.5 mg/kg, e a fluéncia administrada foi
de 10 e 20J/cm? (3 animais) e 50 e 100J/cm? (3 animais).

Doze animais receberam injecdo de CASP, 24 horas antes da
exposicao da luz, comprimento de onda de 675nm e irradiancia de
400mW/cm?:
- Seis animais receberam 5 mg/kg, e a fluéncia administrada foi
de 1 e 5J/cm?e 10 e 20J/cm? (3 animais);
- Seis animais receberam 10 mg/kg, e a fluéncia administrada foi
de 10 e 20J/cm? e 50 e 100J/cm? (3 animais);

Os resultados foram obtidos através de andlise histolégica e do aspecto
macroscopico diario das feridas num periodo de 14 dias. Os animais tratados
com BPD-MA (0.25 mg/kg) ndo apresentaram nenhum efeito com a TFD. Os

tratados com BPD-MA (0.5 mg/kg), e 5 e 10 mg/kg CASP mostraram respostas
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que variaram com ambas, as luzes e as doses de drogas. Eritema, edema,
inflamacdo e necrose atribuidos a TFD foram observados, mas ndo houve
aparente influéncia da TFD em ambos os tratamentos, em razdo a aparéncia
macroscopica e histoldgica final da cicatrizacdo. Os autores concluiram que um
Unico tratamento de TFD dado antes ou ap6s nao mostrou influéncia
importante na cicatrizagdo. A TFD pode ter efeitos que ndo foram detectados
(PAREKH et al., 1999).

O uso tépico ou injetavel de outros fotossensibilizadores pode alterar a
cicatrizacdo. Além disso, resultados mais eficazes poderiam aparecer com a

aplicacdo de multiplas doses de TFD com intervalos de tempos variaveis.
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2. OBJETIVO

Avaliar o efeito do Laser de Baixa Poténcia (InGaAlP; 685 nm), isolado e
associado com um Farmaco - Fotossensibilizante (FS) derivado da
Ftalocianina, e uma Base Gel Tensora (BG) no processo de cicatrizacdo de

feridas cutaneas padronizadas em ratos, através de andlises histolégicas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Aprovacéo pelo Comité de Etica

Neste trabalho foram aplicados os principios éticos da experimentacao
animal de acordo com a COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal), tendo sido aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
Salesianas de Lins (ANEXO I).

3.2 Diviséo dos Grupos

A pesquisa utilizou 60 ratos Wistar (Ratus norvegicus albinus), machos,
adultos jovens, pesando entre 200-250 g, obtidos do Biotério da Faculdade
Salesianas de Lins, SP. Os animais foram divididos em 6 grupos, conforme

descreve o quadro 1:

Quadro 1 — Distribuigdo dos animais em grupos (SILVA, 2003).

GRUPOS NUMERO DE ANIMAIS
Controle 10
Base Gel Tensora (BG) 10
Laser 10
Farmaco - Fotossensibilizante (FS) 10
Laser + FS 10
Laser + BG + FS 10

3.3 Local da Pesquisa

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Eletrotermofototerapia da
Faculdade Salesianas de Lins, SP. Os animais foram mantidos antes e apds o

procedimento cirdrgico no Biotério da Faculdade Salesianas, em gaiolas




individuais e apropriadas, em condicdes ambientais de temperatura,
luminosidade, controle de ruidos, limpeza e cuidados especiais favoraveis. A

dieta foi livre e padronizada Labina® e agua “ad libidum”.

3.4 Equipamentos

Foi utilizado um aparelho Thera Lase da empresa DMC, Séo Carlos, SP,
Brasil (figura 6), Microscopio Optico para analise das laminas histoldgicas;
Micrétomo (Micron GmbH, HM 315, Waldorf, Germany) para cortes das
amostras; Estufa Retilinia (Quimis); Medidor de Poténcia; Maquina Fotografica

Digital.

| R
1SIBLE AND VISTBLE LAS
:J:WTID‘H MOIDEYE 0} SKIN

Figura 6 — Aparelho Thera Lase (DMC) e Oculos
de Protecao (SILVA, 2003).

3.5 Caracteristicas do Laser

O laser utilizado e suas caracteristicas para o comprimento de onda de

685nm, foram descritas conforme o manual do fabricante, quadro 2:
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Quadro 2 — Thera Lase - 685nm (SILVA, 2003).

EMISSOR VISIVEL

Comprimento de Onda: 685nm (tipico)

Poténcia do Emissor: 50mW

Meio Ativo: InGaAIP

Area do Feixe: 2 mm?

Divergéncia: 1,5°

3.6 Material Cirargico e de Consumo

Para a realizacdo do procedimento cirargico foram necessarios 0s
seguintes materiais: punch de 8mm de didametro (ABC Instrumentos Cirlrgicos
Ltda., Sdo Paulo, SP) (Figura 7); bandeja cirirgica; tesoura cirdrgica; pinca
clinica; cabo de bisturi; laminas de bisturi n°® 15; seringa plastica de insulina
descartavel 1ml (Becton Dickinson and Company, EUA); campo estéril de TNT,;
gaze estéril; soro fisiolégico; luvas descartaveis; anestésico Zoletil® 50 (Virbac

S. A; Sao Paulo — SP); clorexidina a 1% (DM - Industria Farmacéutica Ltda).

Figura 7 — PUNCH (SILVA, 2003).
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3.7 Procedimento Cirargico

O procedimento cirirgico nos 60 animais foi realizado sob anestesia
geral, com injecao intramuscular de anestésico Zoletil ® 50, com uma dose de
0,1 ml/ 100g de peso, na perna direita do animal. Em seguida, foi realizada a
tricotomia no dorso de cada animal com posterior aplicacdo de solugéo topica
de clorexidina (1%) para assepsia, lavagem com soro fisioldégico, e secagem
da é&rea com gaze estéril. O punch (8mm diametro) foi posicionado
perpendicularmente sobre a area do dorso tricotomizada, e friccionado contra a
pele, realizando uma ferida excisional padronizada a nivel de derme e
epiderme, e penetracdo de cerca de 1mm que € a delimitacdo da area de corte
do punch. ApdOs a recuperacdo anestésica, os ratos foram transferidos para

gaiolas individuais, observados e tratados diariamente.

3.8 Terapia Laser (Diodo InGaAIP 685 nm )

O aparelho laser utilizado (Thera Lase — DMC), apresenta todas as
especificagcbes de exigéncia internacional, e um ponto de calibracdo que
garante que a dosimetria programada seja a mesma emitida pelo spot de saida
do laser. A irradiacdo laser foi administrada em trés grupos distintos: Grupo
Laser; Grupo Laser + Farmaco Fotossensibilizante (FS); e Grupo Laser +
FS + Base Gel Tensora (BG) (Quadro 3). ApGs o procedimento cirdrgico, 0s
grupos a serem irradiados receberam a primeira aplicacdo de laser. A
irradiacdo foi realizada em quatro pontos de 2,5J/cm? (dose total de 10J/cm?
por sessdo), sempre no mesmo horario, uma vez ao dia, durante sete dias
consecutivos, com a fibra O&ptica fixada em um suporte de metal
perpendicularmente sobre as margens da ferida, com aproximadamente 2
milimetros de distancia, e densidade de poténcia de 35 mW (figura 8). A
aplicacdo transcutanea do laser sobre a borda da ferida foi realizada em
sentido horario, comecando pela borda mais perto da cabeca do animal. O
equipamento laser foi acionado por um pedal, e decorrido o tempo T, desligava

de forma automatica. Os animais foram imobilizados para as aplicacbes do



67

laser, sem sedacdo. Embora o aparelho laser utilizado realize o célculo de
tempo automaticamente, abaixo segue os célculos para determinar o tempo,

necessario para se chegar a densidade de energia (DE) proposta:

=
3
__,r':u

Figura 8 — Aparelho Thera Lase e Suporte
de Metal (SILVA, 2003).

Formula de Dosimetria

D — Densidade de Poténcia
P — Poténcia em mwW D=Px T/1000 x A J/cm?

T — Tempo de Exposicéo
A — Area em cm?(0,0028cm? &rea utilizada da ponta da fibra 6ptica)

Formula de Energia

E — Energia em Joules
P — Poténcia em mw E=PxT/1000

T — Tempo em segundos (s)
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3.9 Agentes Tdpicos

Como agentes tépicos, foram utilizados um Farmaco Fotossensibilizante
(FS) derivado da Ftalocianina e uma Base Gel Tensora (BG). A aplicagéo do
FS se deu em 3 grupos: FS apenas; Laser + FS; Laser + FS + BG (Quadro 3).
Quando associado a outros tratamentos, o farmaco fotossensibilizante sempre
foi aplicado em primeiro lugar, tanto com a irradiagdo do laser como da
aplicacéo da Base Gel Tensora. O FS e a BG quando usados foram aplicados
sobre a area da ferida, sempre no mesmo horario, uma vez ao dia, durante
sete dias consecutivos, com as seguintes quantidades: 0,1ml de farmaco
fotossensibilizante (FS) e 0,2ml de base gel tensora (BG) (Figura 9). Os
animais foram imobilizados para aplicacdo dos agentes tdpicos, sem sedacao.

Quadro 3 — Distribuicdo dos Grupos e respectivo tratamento (SILVA,

2003).
FARMACO BASE GEL TENSORA |LASER (DE TOTAL)
FOTOSSENSIBILIZANTE | (BG) ML
(FS) ML
CONTROLE |  emmmeeee e e
BG | 02 | -
LASER | - | 10J/cm?
FS N
LASER +FS 01 | @ e 10J/cm?
LASER + FS + BG 0,1 0,2 10J/cm?
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Figura 9 — Agentes Topicos (FS e BG) e
Seringas descartaveis de 1ml (SILVA, 2003).

3.10 Obtencao das Amostras

Para obter as amostras experimentais, os animais foram sacrificados no
oitavo dia por overdose intramuscular de anestésico geral (Zoletil ® 50, dose de
0,1 ml/100g de peso) e traslocacao cervical. O espécime contendo a ferida de
cada animal foi removido e fixado em formol a 10% por 24 horas, e a seguir,

preparadas para andlise histolégica segundo técnica convencional.

3.11 Procedimento Laboratorial

As laminas foram processadas no Laboratério de Patologia da
Faculdade de Odontologia Unimep de Lins — SP. Foram necessarios 0S
seguintes materiais: formol 10%; laminas histol6gicas (Glasstécnica, 26 x 76
mm); laminula (Glasstécnica, 24 x 60 mm); para coloracdo das laminas:

Hematoxilina/eosina (H&E) e Tricrdbmio de Masson (azul de anilina) para
avaliacéo de colageno.
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3.12 Anélise — Microscopia Optica de Luz

As laminas histolégicas contendo os espécimes do trabalho foram
submetidas a avaliacdo por microscopia de luz no Laboratério de Histologia da
Universidade de Brasilia (UNB), em colaboracdo com a Prof®. Zulmira Lacavi e
Prof®. Ms. Selma Kuckelhauf. Na andlise foi avaliado o processo de
cicatrizacdo na area da ferida, em relacdo a epiderme e a derme (tecido de
granulagdo, neovascularizagdo, fibroblastos, colageno, células inflamatdrias,
presenca de reepitelizacdo e remodelacdo do tecido conjuntivo) com o uso do

laser e de substancias topicas, ambos isolados e associados entre si.
3.13 Aquisicéo das Imagens Digitais

As imagens digitais foram adquiridas por um sistema de
videomicroscopia, consistindo de camera digital colorida (JVC — Modelo TK —
1070V), ligada a um microcomputador através de placa de captura digital de
imagens PIXEL VIEW PLAY TV PRO.
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4. RESULTADOS

4.1 Grupo Controle

Os animais desse grupo apresentaram crosta formada por exsudato
fibrinoso coagulado, de aspecto acidéfilo, contendo minimo infiltrado
inflamatoério, predominantemente  granulécitos  neutréfilos, integros e
degenerados. Tecido de granulagdo com a presenca de fibroblastos fusiformes
e discreta deposicdo de matriz extracelular, caracterizada aqui, pela escassa
guantidade de fibras colagenas (observadas com corante especifico: Tricrdmio
de Masson - azul de anilina). Todos os animais apresentaram reepitelizacao
inicial discreta, com areas de acantdlise. Apenas um animal apresentou
dermatite espongiética. Nenhum animal desse grupo apresentou indicios de

remodelacéo do tecido conjuntivo (Figura 10).



Figura 10 - Fotomicrografias do Grupo Controle.

A (H&E; 40x) - reepitelizacdo incompleta (seta) e a presenca
de infiltrado inflamatério na &area da ferida;

b (Masson; 40x) - area da ferida (seta fina); e neovasos (setas
grossas);
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¢ (Masson; 200x) -
granulagdo com a presenca de neovasos (estrela).
d (Masson; 400x)
neovasos (setas).

reepitelizacdo inicial (seta); tecido de

tecido de granulacdo

com a presenca
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4.2 Grupo Base Gel Tensora (BG)

Os animais tratados com a base gel tensora (BG) apresentaram
crosta formada por exsudato fibrinoso coagulado, de aspecto aciddfilo,
contendo em seu interior células inflamatérias predominantemente granulécitos
neutrofilos, integros ou degenerados. Na regido subjacente acrosta, tecido de
granulacdo vascularizado de aspecto edematoso, com infiltrado inflamatério
mononuclear leve. A proliferacdo de fibroblastos de nucleo fusiforme foi
discreta e pouco expressiva, com uma escassa deposicdo de matriz
extracelular e fibras coldgenas. Todos 0s animais desse grupo apresentaram
recuperacao epitelial inicial, e oito deles com areas de acantdlise. Entretanto,
nenhum deles apresentou indicios de remodelacdo do tecido conjuntivo (Figura
11).



Figura 1l - Fotomicrografias do Grupo BG

a (H&E; 40x) - formacdo de epitélio (seta); deposicao de tecido
de granulacéo (estrela preta), comparado ao tecido de granulagéo
normal (estrela branca).

B (Masson; 40x) - crosta (seta grossa), reepitelizacdo incompleta
(seta fina), discreta deposicéo de colageno (estrela preta), comparado
ao tecido normal, canto superior direito (estrela branca)
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¢ (Masson; 200x) - espessamento epitelial e células epiteliais (setas);

tecido de granulagdo com neovasos (estrela).
d (Masson; 400x) - proliferagdo de neovasos (seta). Fundo azul refere-
se alente azul que fica junto ao condensador do diafragma, na parte

inferior da mesa do microscopio (estrela).

7
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4.3 Grupo Laser

No grupo irradiado com laser, observou-se, na regido subjacente a
crosta, de leve a moderado infiltrado inflamatorio com predominio de células
mononucleares. A proliferacdo de fibroblastos fusiformes e maior deposicao de
matriz extracelular, foi caracterizada pela moderada presenca de colageno,
sendo de maior evidéncia em cinco dos animais, € um pouco mais denso
quando comparado ao grupo controle. A reepitelizacéo foi de leve a moderada,
sendo intensa em dois animais, com mais da metade da éarea da ferida
recoberta por tecido epitelial. Dois animais apresentaram dermatite
espongibtica, e edema nos espacos intercelulares da epiderme. Apenas um
dos animais apresentou células adiposas, um indicio de remodela¢céo do tecido

conjuntivo (Figura 12).



Figura 12 - Fotomicrografias do Grupo Laser.

a (H&E; 40x) - crosta (estrela); reepitelizacdo incompleta (seta).
b (Masson; 40x) - formacao de epitélio (seta fina); infiltrado inflamatério

na area da ferida (seta grossa).
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¢ (Masson; 100x) - crosta (estrela); moderado infiltrado inflamatorio

(seta).
d (Masson; 400x) - células epiteliais (setas); tecido de granulacéo

com neovasos (estrela).
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4.4 Grupo Farmaco - Fotossensibilizante (FS)

Os animais tratados com o farmaco fotossensibilizante (FS)
apresentaram na regido subjacente a crosta, de leve a moderado infiltrado
inflamatorio, constituido, predominantemente, por células mononucleares.
Mostraram proliferacdo fibroblastica fusiforme, com deposicdo de colageno
variando de moderado a intenso, e mais denso quando comparado ao grupo
Controle. Houve indicios de remodelacdo do tecido conjuntivo em trés dos dez
animais tratados, a exemplo, por meio de adipocitos. A reepitelizacdo foi de
moderada a intensa, com mais da metade da area lesada recoberta por tecido
epitelial, e com &reas de acantdlise. Em dois animais, observou-se completa
reepitelizacdo. Um deles apresentou dermatite espongiética. Houve discreta

presenca de exsudato em torno dos neovasos (Figura 13).



Figura 13 - Fotomicrografias do Grupo FS

a (H&E; 40x) - reepitelizacdo completa (seta).
b (Masson; 40x) - crosta (seta fina); reepitelizacdo completa (seta
grossa); com moderada deposicdo de colageno (estrela).
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¢ (Masson; 100x) - tecido de granulagdo com neovasos (setas)
rodeado por colageno.
d (Masson; 400x) - células epiteliais (setas).
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4.5 Laser associado ao Farmaco - Fotossensibilizante (FS)

No grupo irradiado com laser associado ao farmaco
fotossensibilizante (FS), observou-se, na regido subjacente acrosta, de leve a
moderado infiltrado inflamatério, sendo intenso em dois animais, com
predominio de células mononucleares. A proliferacdo de fibroblastos fusiformes
e deposicdo de matriz extracelular, foi caracterizada pela presenca moderada
de colageno um pouco mais denso quando comparado ao grupo controle.
Todos 0s animais desse grupo apresentaram reepitelizacdo de moderada a
intensa, com mais da metade da area da ferida recoberta por tecido epitelial.
Em 2 animais observou-se completa reepitelizacdo. Quatro dos animais
apresentaram dermatite espongiética, com uma leve acantélise. Houve indicios
de remodelacédo do tecido conjuntivo em oito dos animais, predominantemente
por meio de adipdcitos, e observou-se a presenca de tecido glandular e foliculo
piloso. Apenas um animal apresentou substéncia amorfa de cor esverdeada

envolvida por célula gigante (Figura 14).
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Figura 14 - Fotomicrografias do Grupo Laser + FS

a (H&E; 40x) - reepitelizacdo completa (seta).

b (Masson; 100x) - células adiposas (estrelas); vénulas em formacgéo

(setas pretas); arteriola (seta branca). Fundo amarelo refere-se a
lente amarela que fica junto ao condensador do diafragma, na parte
inferior da mesa do microscopio.
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¢ (Masson; 200x) - foliculo-piloso em formacéo (seta); deposicao

de colageno (estrela).
d (Masson; 200x) - presenca moderada de colageno (estrelas), em
especial, ao redor de um neovaso (seta).
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4.6 Laser associado ao Farmaco - Fotossensibilizante (FS) e a Base
Gel Tensora (BG)

A exemplo dos outros tratamentos com laser, alguns animais desse
grupo apresentaram na regido subjacente a crosta, de leve a moderado
infiltrado  inflamat6rio, com predominio de células mononucleares. A
proliferacdo de fibroblastos fusiformes e deposicdo de matriz extracelular foi
caracterizada pela presenca moderada de colageno, sendo bastante
expressiva em cinco dos animais, e um pouco mais denso quando comparado
ao grupo controle. A reepitelizacdo variou de moderada a intensa, nesses
animais, com aproximadamente mais da metade da area da ferida recoberta
por tecido epitelial. Observou-se completa reepitelizacdo em um dos animais.
Todos os animais apresentaram discreta acantolise e dois deles apresentaram
dermatite espongiética. Houve algum tipo de remodelacdo do tecido conjuntivo
em oito dos animais tratados, e observou-se tecido glandular e foliculo piloso
(Figura 15).



Figura 15 - Fotomicrografias do Grupo Laser + FS + BG.
a (Masson; 40x) - reepitelizagdo completa (seta); moderada
deposicdo de colageno (estrela).
b (Masson; 200x) - foliculo - piloso em formacdo (seta grossa);
vénula e hemacias (seta fina); deposicdo moderada de coladgeno
(estrela).
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de foliculo — piloso ao centro (seta
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¢ (Masson; 400x) - formac
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d (Masson; 400x)
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5. DISCUSSAO
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5. DISCUSSAO

A utilizacdo do Laser na Saude constituiu area ativa de pesquisas, desde
sua descoberta na década de 60. Os efeitos do laser de baixa poténcia na
biomodulacdo do tecido celular, tém sido estudado por diversos autores
(ABERGEL et al., 1984; MESTER; MESTER; MESTER, 1985; KARU, 1989; KIM
et al.,, 1996; HALCIN; UITTO, 1997). A literatura consultada mostra resultados
distintos em relacdo aos efeitos do laser de baixa poténcia no processo de

cicatrizacao.

Diversos trabalhos relatam a utilizagcdo do laser de baixa poténcia em
processos de cicatrizacdo, com efeitos positivos em feridas de pele. Varios foram
os trabalhos desenvolvidos, tanto In Vitro (ABERGEL et al.; 1984; PASSARELA
et al., 1984; RIGAU, 1996; GROSSMAN et al. 1998; KARU, 1999; STADLER et
al.; 2000; ALMEIDA-LOPES et al.; 2001) como In Vivo (KANA et al.; 1981;
BASFORD, 1995; TATURANAS, 1998; SIMUNOVIC; IVANKOVICH; DEPOLO,
2000; AL-WATBAN, 2001; LAGAN et al; 2002). Alguns autores relatam
resultados negativos sobre o processo de cicatrizagcdo com 0 uso dessa terapia
(MALM; LUNDEBERG, 1991; HALL, 1994; WALKER, 2000; YILMAZ, 2002).

Estudos sdo desenvolvidos e direcionados para promover um ambiente de
cicatrizagcdo total em feridas, com a aplicacdo de substancias que reduzam os
efeitos de contaminac&o e favorecam o processo cicatricial (ARAUJO et al., 1998;
VON KOSSEL et al., 2000; MINOSSI et al., 2001; HAMBLIN et al., 2002). Uma
razdo para as discrepancias nos resultados encontrados pode ser devido a
comum variedade na escolha do animal experimental utilizado, o tipo e tamanho
da ferida, método de avaliagdo dos resultados, diferencas no comprimento de
onda e fluéncias do laser, e as condicbes de tratamento (YU; NAIM,;
LANZAFAME, 1997). Os lasers com comprimento de onda na regido visivel do
espectro eletromagnético foram o0s mais utilizados nas pesquisas de cicatrizacéo
de feridas. (BAXTER, 1991; ALMEIDA-LOPES, 1999). Atualmente existem o0s
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lasers de diodo, uma alternativa de custo intermediario, que cobre todo o espectro
visivel e infravermelho préximo. (MACHADO, 2000).

A terapia fotodindmica (TFD) vem se destacando no meio cientifico para
tratamentos de doencas neoplasicas e nao-neoplasicas (FISHER; MURPHREE;
GOMER, 1995; SIBATA et al.,, 2000). Sua eficacia depende de varios fatores:
estrutura e espectro de absorcédo do fotossensibilizante, modo de administracéo,
fonte de luz utilizada, comprimento de onda, profundidade de penetracdo da luz

ativadora e resposta biolégica do tecido.

A TFD esta sendo integrada em regimes multimodais, com a vantagem
distinta de poder ser repetida mdltiplas vezes. Tem sido observado que a TFD é
potencialmente Util em outras aplicacdes, a fotossensibilizacao foi primeiramente
observada em enzimas, virus, células, animais e plantas. Ha, ainda, um numero
de aplicagcbes ndo oncolégicas nas quais a TFD esta sendo avaliada. Estdo
sendo feitos testes pré-clinicos e clinicos para avaliar sua capacidade de inativar
virus, modular a funcdo imunolégica em doencas autoimunes, tratar lesGes
ateroscleréticas, e também tratar dermatoses tais como acne, hirsutismo,
psoriase (FISHER; MURPHREE; GOMER, 1995).

Os resultados da presente pesquisa mostraram que a cicatrizacdo das
feridas excisionais na pele de rato, dos animais do Grupo Controle evoluiram
com caracteristicas convencionais para um processo de cicatrizagdo por segunda
intencdo, embora, 0s grupos experimentais evidenciassem uma tendéncia a
completa cicatrizacdo das feridas, os mesmos, apresentaram diferencas entre si,
e quando comparado com 0s animais controle. As feridas controle apresentaram
leve infiltrado inflamatério e discreto tecido de granulacdo. A proliferacdo de
fibroblastos de nucleo fusiforme foi discreta e pouco expressiva em relacdo aos
demais grupos. A analise histolégica mostrou a presenca de crosta, formada por
exsudato fibrinoso coagulado de aspecto acidéfilo em todos os grupos ao final do

periodo experimental de sete dias.
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A cicatrizacdo é um processo complicado, requere interacdes complexas
entre células, fatores de crescimento, citocinas, e matriz extracelular.
Tradicionalmente, o processo inflamatdrio tem sido dividido em trés fases,
enfatizando diferentes componentes no sistema. A fase inflamatdria é iniciada
pela interrupcdo dos vasos sanguineos. Degranulacdo de plaquetas, e citocinas
latentes s@o encontradas na matriz extracelular tal como fator de crescimento
derivado das plaguetas (PDGF), fator de crescimento fibroblastico (FGF), e a
transformacdo de fatores de crescimento sdo ativados (TGF), neutrdfilos,
mondcitos, e macrofagos entram na area local. De um a dez dias depois do inicio
da fase inflamatéria, a fase proliferativa/tecido de granulacdo € iniciada. A
proliferacdo de fibroblastos e um frouxo tecido conectivo sdo depositados,
liberacdo de macrofagos, angiogénese e reepitelizacdo ocorrem, e o0
aparecimento de miofibroblastos. Finalmente, durante a formagdo da matriz e
fase de remodelacdo, a matriz extracelular € degradada por enzimas, o colageno
€ acumulado e organizado, e os miofibroblastos fazem a contracdo da ferida
(PAREKH et.al., 1999).

Os animais do Grupo Base Gel Tensora (BG) evoluiram com
caracteristicas convencionais para um processo de cicatrizacdo por segunda
intencdo e histologicamente semelhante ao grupo Controle. Houve uma
populacdo fibroblastica com nucleo fusiforme pouco expressiva, tecido de
granulacdo vascularizado de aspecto edematoso, e discreta deposicao de matriz
extracelular. A recuperacao epitelial inicial foi observada em todos os animais,
juntamente com areas de acantélise. Nao houve indicios de remodelacdo do

tecido conjuntivo.

O processo inflamatério foi semelhante em todos os grupos onde o laser foi
utilizado. Os animais do Grupo Laser apresentaram infiltrado inflamatorio que
variou de leve a moderado, com predominio de células mononucleares. Este
aspecto concorda com os resultados histologicos encontrados por outros autores,
gue observaram uma proliferacdo de células, com predominédncia de células
inflamatoérias presentes ainda até o décimo dia (YU; NAIM; LANZAFAME, 1997).
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Observou-se dermatite espongiética em dois animais, e edema nos espacos
intercelulares da epiderme. A reepitelizacdo variou de leve a moderada, sendo
intensa em dois animais, com mais da metade da area da ferida recoberta por
tecido epitelial. Apenas um animal apresentou células adiposas, um indicio de
remodelagc&o do tecido conjuntivo. Por outro lado, houve uma maior deposicdo de
matriz extracelular, e a proliferacdo de fibroblastos fusiformes foi caracterizada
por moderada presenca de colageno, um pouco mais denso quando comparado
ao grupo Controle. Fato este, jA evidenciado por estudos anteriores, indicando
uma atividade fibroblastica proliferativa maior com o uso do laser In Vivo e In Vitro
(RIGAU, 1996; ALMEIDA-LOPES el al., 2001; HOUGHTON; BROWN, 1999).

A proliferacdo de fibroblastos é um aspecto que pode representar a
manifestacdo do efeito do laser sobre o tecido endotelial, o qual poderia ser
resultante de uma maior liberacdo de mediadores quimicos da proliferacao
celular, ja citado em outros estudos (ABERGEL et al., 1984; KARU, 1995; YU;
NAIM; LANZAFAME, 1997; KARU, 1999). A presenca de células jovens, o0s
fibroblastos, € um outro indicio da aceleragdo do processo cicatricial, e até
indicios de uma pavimentacao epitelial, tltimo processo da cicatrizacao.

O uso do laser de baixa poténcia produziu uma alta proliferacdo
fibroblastica em gengiva humana in vitro, com fluéncia de 2J/cm?, e com um
pequeno tempo de exposicado da radiacdo (ALMEIDA-LOPES, et al., 2001). Em
um estudo in vivo, realizado em ratos normais, os autores enfocaram a dosimetria
de véarios comprimentos de onda laser e 0 uso de drogas, e através dos
resultados foi possivel observar que os efeitos da exposicdo laser foram
dependentes da dose, dando efeitos de estimulagéo (2-16J/cm?), bioativacéo zero
(20J/cm?) e inibicdo (24-28J/cm?) (AL-WATBAN et.al., 2000).

Os resultados evidenciaram o efeito biomodulador positivo da laserterapia
na cicatrizagdo de feridas, confiirmando os achados de outros autores
(HOUGHTON; BROWN, 1999; AL-WATBAN et al., 2000; SIMUNOVIC et al.,

2000). Estudos anteriores relatam que o laser de baixa intensidade tem sido
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usado para estimular a fase proliferativa da cicatrizagdo (KANA et al.,, 1981;
MESTER et al.,, 1985). Embora, estes estudos tenham mostrado o progresso
isolado em varios estagios da cicatrizacdo, poucos porém, tém mostrado algum
efeito benéfico em razéo global da cicatrizacdo (YU; NAIM; LANZAFAME, 1997).

Um mecanismo proposto pelo qual o laser de baixa intensidade estimula o
processo de cicatrizacdo é pela absorcdo da energia da luz pela mitocéndria, a
qual aumenta a energia da célula e estimula a liberacdo de mediadores quimicos
(MESTER et al., 1985; LICHTENSTEIN et al., 1999). Os efeitos bioestimulativos
de vérios lasers no espectro de luz visivel foram recentemente atribuidos pela
guantidade minuto de inducdo da luz na formacdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS). Embora altas concentracbes de ROS causem a morte de células
(por deplecdo de ATP e peroxidacdo lipidica), evidéncias recentes demonstram
gue concentragcbes controladas e relativamente baixas de ROS desempenham
um papel importante na ativagdo de muitos processos celulares. Por exemplo,
ROS estimula proliferacéo de fibroblastos (MURREL, 1990 apud LUBART, 1999).
Entdo, ROS nédo deveriam ser somente vistos como agentes que causem danos
as células, mas também, por poder serem mediadores de funcdes fisioldégicas
(LUBART, 1999).

Nos animais do Grupo Farmaco Fotossensibilizante (FS), observou-se
infiltrado inflamat6rio de leve a moderado, com predominancia de células
mononucleares. Foi evidenciada uma discreta presenca de exsudato em torno
dos vasos, e a proliferacdo de fibroblastos fusiformes com deposi¢éo de colageno
foi de moderado a intensa, predominantemente de aspecto mais denso e em
maior quantidade que no grupo Controle. Houve indicios de remodelacdo do
tecido conjuntivo em trés animais, a exemplo, por meio de adipdcitos. A
reepitelizacdo variou de moderada a intensa, com mais da metade da area da
ferida recoberta por tecido epitelial. A completa reepitelizacdo foi observada em 2
animais.
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No Grupo Laser associado ao Farmaco Fotossensibilizante (FS),
observou-se de leve a moderado infiltrado inflamatoério, sendo intenso em dois
animais, com predominio de células mononucleares. A proliferacdo de
fibroblastos fusiformes e deposicdo de matriz extracelular foi caracterizada pela
presenca moderada de coldgeno e um pouco mais denso quando comparado ao
grupo Controle. A reepitelizacdo foi evidente em todos os animais desse grupo
experimental, variando de moderada a intensa, com mais da metade da area da
ferida recoberta por tecido epitelial. Em dois animais observou-se completa
reepitelizacdo. A dermatite espongittica foi identificada em quatro animais, com
leve acantélise. Houve indicios de remodelacdo do tecido conjuntivo em oito
animais, predominantemente por meio de adipécitos. Observou-se a presenca de
tecido glandular e foliculo piloso, caracteristicas estas, também citada em
resultados histologicos de outros autores, em estudo da Modulacdo Fotodindmica
da Cicatrizacdo com Fotossensibilizadores (PAREKH et al., 1999).

Existem algumas literaturas que reportam que a TFD mediada pela
administracdo sistémica de fotossensibilizador causa inibicdo na cicatrizacao
(McCAW et al., 2001; KUBLER et al., 1996). Entretanto, outro trabalho mostra a
aceleracdo do processo (JAYASREE et al., 2001).

Uma producéo adicional como alternativa e mais modelos de situa¢des de
cicatrizagdo, poderiam ser benéficas para examinar histologicamente as feridas, e
para detectar diferencas de potencial em nivel celular e entre 0s grupos controle e
experimentais (WALKER, et.al., 2000). Portanto, trabalhos futuros nesta area
também deveriam envolver a caracterizacdo de modelos de cicatrizacdo seguidos

de terapia com laser de baixa intensidade.

No Grupo Laser associado ao Farmaco Fotossensibilizante (FS) e a
Base Gel Tensora (BG), os resultados histolégicos apresentaram-se
semelhantes ao grupo Laser associado ao FS. Observou-se um infiltrado

inflamatorio de leve a moderado, com predominio de células mononucleares. A
presenca de uma matriz extracelular melhor desenvolvida, e a proliferacdo de
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fibroblastos fusiformes foi caracterizada por uma quantidade maior de colageno,
um pouco mais denso quando comparado ao grupo controle, sendo bem
pronunciada em cinco dos animais. A reepitelizacdo variou de moderada a
intensa em todos os animais, com mais da metade da area da ferida recoberta
por tecido epitelial. Observou-se completa reepitelizacdo em um dos animais.
Todos os animais apresentaram discreta acantélise, e dois deles com dermatite
espongidtica. Houve remodelacdo do tecido conjuntivo em oito animas, por meio
de adipdcitos. A presenca de tecido glandular e foliculo piloso, também foi
evidenciada nesse grupo, caracteristicas essas, citadas por outros autores
(PAREKH et. al., 1999).

Os resultados encontrados no Grupo FS, no Grupo Laser associado FS,
e no Grupo Laser associado ao FS e a BG, indicam uma maior aceleracdo do
processo de cicatrizagdo quando comparado com o grupo Controle e demais
grupos ja citados, seja pela maior quantidade de colageno depositada em uma
matriz extracelular mais desenvolvida, ou seja, por uma maior remodelacdo do

tecido conjuntivo observado, prevalecendo nestes dois Ultimos grupos.

O processo de reepitelizacdo foi mais avancado nos grupos experimentais,
em relacao ao grupo Controle. Porém, no Grupo Farmaco - Fotossensibilizante
(FS), Grupo Laser associado FS e no Grupo Laser associado ao FS ea BG,
observou-se reepitelizacdo que variou de moderada a intensa, apresentando
metade da area da ferida recoberta por tecido epitelial. No Grupo FS e Grupo
Laser associado FS, além de moderada a intensa, foi possivel observar em cada
grupo, uma completa reepitelizacdo em dois animais. Ja, no Grupo Laser + FS +
BG, observou-se completa reepitelizacdo em um dos animais. Histologicamente,
a reepitelizacdo nesses grupos se mostrou mais avancada. No Grupo Laser, a
reepitelizacdo foi mais desenvolvida quando comparado ao grupo Controle a ao
grupo BG. A dermatite espongittica foi evidenciada em maior nimero de animais
quando o Laser foi utilizado, sendo predominante no grupo Laser associado ao
FS.
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A irradiacdo com luz visivel vermelha e monocromatica, pode aumentar o
processo metabdlico das células, sendo que, os efeitos fotobioldgicos da
estimulacdo dependem do comprimento de onda, dose e intensidade da luz
(KARU, 1989). A luz laser de baixa poténcia na regido do vermelho e regidao do
infravermelho proximo corresponde sem didvida com a energia caracteristica e
niveis de absorcao relacionada com a cadeia respiratéria. Isso indica que centros
de reacdo da Iluz laser de baixa poténcia neste caminho de energia
eletromagnética, estimula componentes também chamados de pigmento-antena
da cadeia respiratdria e, portanto, vitaliza as células por aumento na producao de
ATP mitocondrial.

Mester et al., (1985), avaliando os efeitos do laser Ruby, Hélio-Nebnio e
Argonio, referem que dosagens altas tém efeito inibidor. Baixas doses de laser
utilizadas (0.23, 2,75, 3.66 J/cm? num processo de cicatrizacdo, foram
associadas com altas quantidades de deposi¢cdo de colageno dentro da regido da
ferida (HOUGHTON; BROWN, 1999). A irradiacdo laser, com densidade de
energia apropriada, é capaz de atuar dentro do ambiente local da ferida, alterar
as atividades celulares e componentes do tecido, e resultar em aumento na
deposicdo de colageno e aceleracdo no fechamento da ferida. Esses dados
sugerem que a laserterapia € capaz de fotoestimular o tecido lesado para

produzir efeitos positivos na cicatrizagao.

A potencial aplicagdo da TFD na cicatrizacdo e formacédo de cicatriz n&o
tem sido bem explorado. Nossos resultados indicaram que a TFD ndo causou
nenhuma inibicdo no processo de cicatrizagdo, concordando com os resultados
de outros autores (HAMBLIN et al., 2002). Os autores concluiram que as feridas
tratadas com TFD realmente cicatrizaram um tanto mais rapido em relacdo &
feridas controles, embora os resultados ndo demonstrassem diferencas
histologicas aparentes, isso pode ser justificado pela aplicacdo de uma Unica
dose de TFD administrada nas feridas experimentais.
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O laser de baixa poténcia € sugerido com o fim de otimizar o processo
cicatricial (ABERGEL et.al.,, 1984), e a terapia fotodinadmica (TDF) ndo causou
nenhuma inibicdo no processo de cicatrizacao de feridas de pele (HAMBLIN et al.,
2002), podendo até levar a uma aceleracdo desse processo (JAYASREE et.al.,
2002). Através dos resultados obtidos nessa pesquisa é possivel verificar que o
processo de cicatrizagdo utilizando Laser de Baixa Poténcia, com uma baixa
fluéncia associada a Farmaco Fotossensibilizante (FS) ndo inibiu nenhuma fase
do processo de cicatrizacdo, apresentando resultados histolégicos mais
desenvolvidos em relagéo aos demais grupos. A associacdo da Base Gel Tensora
(BG) ao Laser e ao Farmaco Fotossensibilizante, ndo apresentou diferencas
relevantes em relacdo ao grupo Laser associado ao FS, uma vez que, serviu
apenas de curativo para a ferida, por ndo apresentar componentes ativos na sua

formulacgéo.

Multiplas doses de tratamento de TFD com variacdo no intervalo de tempo,
poderdo promover alteracdes mais eficazes na cicatrizacdo e formacdo de
cicatriz. Os resultados desse estudo indicam um possivel uso dessa metodologia

no controle rapido de feridas e mesmo em outras lesdes locais.
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6. CONCLUSOES

1. Em geral, o processo de cicatrizacdo no Grupo Controle e
Grupos Experimentais indicaram uma evolucdo das feridas

dentro das caracteristicas convencionais de normalidade.

2. A TFD nado causou nenhuma inibicdo e nenhum prejuizo no
processo de cicatrizacdo. As feridas tratadas com TFD mostraram
um processo de cicatrizacdo mais avancado em relacdo as

feridas controles.

3. Os animais dos Grupos Experimentais (Laser; FS; Laser + FS;
Laser + FS + BG) apresentaram uma maior quantidade de
colageno e um pouco mais denso quando comparado aos

animais do Grupo Controle e Grupo BG.

4. Uma reepitelizagdo mais avangada foi observada nos animais dos
grupos experimentais, sendo mais evidente no grupo FS, grupo

Laser + FS e grupo Laser + FS + BG.

5. A remodelacdo do tecido conjuntivo foi mais incidente nos
Grupos Laser + FS e Grupo Laser + FS + BG.
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Missdo Salesiana de Mato Grosso - Complexo Salesiano

Faculdads da Ciinciss Adminkstrativos & Contibaeis de Line - Cursos do Administragiio o Ciénclas Contabeis
Feculdede de Educagéo Fislca de Lins - Corsos de Educagdo Flsica, Fisioterapin & Terapia Ocupacional

Colégio Satesiang “Dom Henrigus MourSo® - Ensing Madlo
Cantre de Reabiltagio Fisles Dom Bosco

COMITE DE ETICA EM PESQUISA DAS FACULDADES SALESIANAS DE LINS

Certificamos, gue o Protocole n.® 018/2002/CEP, sobre "avaLincAC Do Uso Do
LASER DE BAKA POTENCIA E DROGA FOTOSSENSIBILIZADORA NO FPROCESSO DE

cicATRIZACAO", sob a responsabilidade de Janine Cuzzolin e Silva, esta de
acordo com os Principios Eticos na Experimentagao Animal (COBEA/Junho
de 1991) e segue as Normas Para a Pratica Didatico- Cientifica da
Vivissecgdo de Animais (Lei 6638 de 08/05/1879) sendo, portanto, aprovado

por asta Comissdo de Etica em Pesquisa.

Lims, 15 Julho de 2002

PROF. EVAND NOEL SALRD
Preskdents do Comilé de Eikca esqulq ita Faculdades Sakesianas de Lins
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