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RESUMO

Este estudo teve por objetivo avaliar, por meio de analise histoldgica, a
cicatrizagdo por segunda intengao de ferimentos em pele de ratos submetidos,
direta e indiretamente, a radiacdo com /aser vermelho, infravermelho e a
associagdo de ambos. Para tanto, foram empregados 36 ratos machos da
linhagem Wistar, com peso entre 200 a 250 gramas, distribuidos aleatoriamente
em quatro grupos: controle, laser vermelho, laser infravermelho e laser vermelho
e infravermelho, além de trés subgrupos de acordo com o periodo de
observacdo dos animais. Em cada animal, realizaram-se trés ferimentos na
regido dorsal, padronizando-se, nos grupos experimentais, que aqueles mais
proximos da cabeca seriam irradiados. Para a avaliagado da reacao tecidual e da
cicatrizacdo dos ferimentos, trés animais de cada grupo foram mortos nos
periodos de trés, cinco e sete dias apdés a realizagdo dos procedimentos
cirargicos. O protocolo de irradiagao foi estabelecido com intervalos de 48 horas,
iniciando-se imediatamente apds a cirurgia. Para analise histolégica, executou-
se o processamento de rotina para a técnica de HE. Os resultados obtidos
demonstraram a acdo sistémica do /aser, comparando-se os ferimentos
cutaneos diretamente irradiados com os do grupo controle. A associagao dos
lasers resultou no mais evidente efeito sistémico em processo de reparo
tecidual, neste experimento.

Descritores’: Bioestimulacédo com /aser; terapia com laser de baixa intensidade;
ratos, Wistar.

! Descritores em Ciéncia da Saude (DeCS);disponivel em http://decs.bvs.br/ Acesso em 15 de
outubro de 2007.
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ABSTRACT

The objective of the present study is to evaluate, through histological analysis,
the cicatrization of second intention of injuries in mice's skin, when they were
subjected straightly and not straightly, to the radiation with red, infrared laser and
their association. There were used 36 male Wistar mice, with weight between
200 to 250 g, distributed in four groups, the control, red laser, infrared laser and
red and infrared laser; and three sub-groups in accordance with the period of
observation of the animals. In each animal were carried out three injuries in the
dorsal region and it was standardized that the nearest injuries of the head would
be radiated in the experimental groups. For the evaluation of the skin reaction
and scarring of the injuries, three animals of each group were killed in the periods
of 3, 5 and 7 days after fulfilled the surgical proceedings. The protocol of
radiation was established by intervals of 48 hours, beginning immediately after
the surgery. For histological analysis, the processing of routine was executed by
the technique of HE. The results obtained showed the sistemic effect of the laser,
comparing the cutaneous wounds straightly radiated with the control group. The
association of the lasers resulted in the most evident sistemic effect in trial of
tecidual repair, in this experiment.

Descriptorsz: Laser Biostimulation; Low-Level Laser Therapy; Mices, Wistar

? Medical Subject Headings (MeSH), disponivel em http://www.nIm.nih.gov/mesh/MBrowser.html
Acesso em 15 de outubro de 2007.
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1 INTRODUGAO

O reparo tecidual e a cicatrizagdo de ferimentos na pele sdo processos
complexos que envolvem uma série de eventos dinamicos, incluindo
coagulagao, inflamacédo, formagdo de tecido de granulagdo, contragdo do
ferimento e remodelagdo tecidual. Nas ultimas décadas, inumeros estudos e
pesquisas foram realizados para investigar o uso da terapia a laser (Light
Amplification by Stimulated Emission of Radiation). A doutrina basica da
laserterapia é que a luz monocromatica tem um comprimento de onda capaz de

afetar a conduta celular na auséncia significante de calor.

Muitos beneficios estdo associados a biomodulagdo em laserterapia.
Segundo Belkin e Schwartz (1989), os efeitos requerem um limiar de exposig¢ao
a irradiagao, ou seja, dependendo do efeito desejado € calculada a dosagem
necessaria. O limiar é especifico, e cada tecido responde de maneira diferente a
um determinado comprimento de onda. De acordo com a dosagem, € possivel
ter-se estimulagdo ou inibigdo de atividades bioquimicas, fisiolégicas e
proliferativas. Altas energias, dentro de limites especificos para cada
combinagao tecido-laser, podem gerar prejuizo; logo, os efeitos s&o dose-
dependentes. Tal relagao, todavia, ndo é simples, mas é relatada para a maioria
das irradiagcdes e dos parametros teciduais. Em decorréncia da difusdo sofrida
pelo laser ao penetrar nos tecidos, uma pequena faixa de irradiacdo nao-
coerente apropriada pode ser suficiente para se obter biomodulagao. Irradiar
diretamente o tecido-alvo nem sempre é necessario, pois, em muitos casos, a
irradiagdo transcutanea penetra profundamente, produzindo efeitos a distancia.
Por fim, um fator importante a ser considerado € que a irradiacao local pode

produzir efeitos sistémicos.
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Mester et al. (1974) e Trelles et al. (1983) atribuem o efeito sistémico do
laser, fora da area tratada, a fatores humorais. Mediante esse importante
postulado, os autores citados preconizaram que, no tratamento, ndo é

necessario irradiar toda a area lesada para a obtencdo de um efeito uniforme.

Esta pesquisa, realizada em modelo animal rato, busca estudar se lasers
(vermelho, infra-vermelho e sua associagédo) interferem na cicatrizagcdo de
ferimentos localizados no ponto de aplicagéo, a distancia deste e a qual tipo de

irradiac&o o organismo responderia sistemicamente melhor.



Revista de Literatura
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2 REVISTA DE LITERATURA

2.1 Reparo tecidual

Zanini (1990) classifica as feridas de acordo com as causas: trauma,
agentes fisicos e quimicos e microrganismos patogénicos. Segundo esse autor,
também, nas reagdes regenerativas das feridas ocorre uma substituicdo do

tecido lesado por outro do mesmo tipo, sobrevindo a cicatrizagao da ferida.

O processo de reparo de feridas € um fendbmeno biolégico fundamental.
Abrange todos os aspectos de proliferagao celular, diferenciagcao celular, sintese
e secrecao de proteinas, proteoglicanos e outras substancias extracelulares,
assim como a inflamacdo em seus varios parametros. Todos esses fatores
dependem do estado de saude geral do individuo afetado (ROSS, 1971). Alguns
elementos que podem interferir na velocidade do reparo de ferimentos sdo ma
nutricdo, desnutricdo, imunossupressao, idade avangada, diabetes, doencas

malignas e isquemias decorrentes de doencgas vasculares (JAMES, 1994).

Kwon e Laskin (1997) salientam a importancia de se observarem os
principios gerais para cuidados de ferimentos. Para tanto, sdo imprescindiveis
conhecimentos de anatomia regional e fisiologia, completa inspec¢ao e palpagao
da lesdo, debridamento de corpos estranhos e tecido necrético, hemostasia
meticulosa, manuseio cuidadoso do tecido, fechamento por planos, causando a

minima tensao tecidual e, quando possivel, a aproximagao das bordas.

E tradicional se estabelecer a distingdo entre a cicatrizacdo de um
ferimento inciso, com margens apostas (cicatrizagdo por primeira intengéo), e
um ferimento lacerado com bordas separadas (cicatrizacdo por segunda
intenc&o) (ROBBINS, 1969).



27

Fonseca e Walker (1991) e Barros e Souza (2000) dividem o reparo de
ferimentos em tecidos moles em trés fases: inflamatdria, proliferativa e de
maturacdo. A fase inflamatéria é traduzida pelo aumento na permeabilidade
capilar e afluxo de células sanglineas para a regido da ferida. Durante a
segunda fase, os fibroblastos afluem para o local da ferida acompanhados por
notavel proliferagdo endotelial. J&4 a ultima fase, por sua vez, corresponde a
migragao epitelial.

Na cicatrizacdo de ferimentos em humanos, a hemorragia e a formagéao
de um hematoma rico em fibrina e fibronectina s&o acompanhadas por
inflamagédo aguda e dissolugdo do colageno. No periodo de 24 horas apos a
lesdo, as células epiteliais migram da epiderme adjacente e invadem o coagulo.
Em ferimentos de bordas bem-aproximadas, dentro de 48 horas uma camada
continua de células epiteliais recobre o ferimento. No terceiro ou quarto dia, o
tecido de granulagéo invade o ferimento e tem inicio a deposigdo de colageno.
No primeiro més, ha um paralelismo entre a resisténcia ténsil e o conteudo de
colageno do ferimento. O tecido de granulagdo impede a migragao epitelial em
diregdo a profundidade do ferimento, ocorrendo degeneragdo dos espordes
epiteliais iniciais. As células epiteliais, na superficie, dividem-se e se
diferenciam, restaurando, assim, um epitélio estratificado. A medida que se da a
reorganizagao vascular no tecido de granulagéo, a cicatriz reduz a sua dimensao

e altera sua cor de avermelhada para branca (ROBBINS, 1969).

Quando ocorre extensa perda de tecido ou simplesmente um fracasso na
aproximacgado das bordas, o defeito € preenchido por tecido de granulagao.
Portanto, a principal diferenga entre a cicatrizagdo por primeira e segunda
intencbes € o grande defeito que deve ser preenchido na dultima e,

consequentemente, o aumento do tempo de cicatrizagao (JAMES, 1994).



28

Becker, Adams e Levin (1999) indicam a cicatrizagdo por segunda
intengdo como opgéao de tratamento apds cirurgias de Mohs®. Em seus estudos,
revisaram o resultado cirurgico de 205 pacientes com ferimentos de Mohs em
escalpo e fronte que cicatrizaram por segunda intencdo; desses, 38
apresentavam exposi¢ao éssea. A média de area de 0sso exposto era de 1.074
mm? e a média de tecido mole exposto alcangava de 1.575 mm?. Todos os
ferimentos cicatrizaram sem infecgdo ou interrupcao tecidual. Os autores
concluiram que a cicatrizagao tecidual por segunda intengdo de ferimentos em
escalpo e fronte com exposi¢cao 6ssea € um método seguro e efetivo de manejo

de ferimento apds cirurgias de Mohs.

De acordo com os resultados obtidos por Gloster (2002), em uma analise
do reparo por segunda intencédo em regido de vermelhdo de labio apds cirurgia
de Mohs para remocgao de carcinoma de células escamosas, o reparo por
segunda intencdo deve ser fortemente considerado para o reparo de defeitos
superficiais envolvendo mucosa labial e/ou mucosa de transicdo do labio que
nao se estendam para a por¢ado do musculo orbicular da boca. Esse tipo de
cicatrizagdo apresentou resultados estéticos de bons a excelentes em 12 dos 13

casos avaliados, sem impedimento funcional ou complicagdées pds-operatorias.

2.2 Laserterapia

A luz € uma forma de radiagédo, ou seja, energia propagada no tempo e
no espacgo na forma de ondas eletromagnéticas. Tais ondas caracterizam-se por

possuirem um comprimento (L) (definido como a distancia entre as cristas da

* De acordo com a Sociedade Brasileira de Cirurgia Dermatoldgica, a cirurgia de Mohs é uma
técnica especial para a retirada de tumores de pele, que se caracteriza por ser extremamente
conservadora, extraindo o minimo de tecidos em volta do tumor. Isso é possivel devido ao
estudo completo das margens tumorais, que é realizado durante a cirurgia. O dermatologista
retira o tumor e uma fina camada de tecido das margens laterais e profundas, a qual é submetida
ao exame de congelagao no criostato, durante a cirurgia. Apds esse processamento, é realizado
0 exame no microscopio. Se houver algum fragmento comprometido, é feita nova retirada até
que todas as margens estejam sem tumor.



29

onda) e uma frequéncia (definida pelo numero de repeti¢ées ao longo do periodo
de tempo). Comprimento e frequéncia s&o, assim, determinantes das
propriedades fisicas de uma onda. Quanto menor o comprimento de uma onda,

maior a sua frequéncia e, como resultado, a sua energia (ROSENSHEIN, 1997).

Em 1916, o embasamento cientifico do uso de /aser teve inicio com as
teorias de Einstein (que se embasou na teoria quantica proposta por Plank, em
1900), nas quais foram estabelecidos os principios da emissao estimulada de
fétons, a partir do bombeamento de um meio ativo, elevando o atomo a um nivel
superior de energia. A emissao de energia ocorre quando o atomo retorna do
seu estado orbital de excitagdo para um nivel inferior. O excesso de energia é
liberado na forma de um féton (BRUGNERA e PINHEIRO, 1998).

As caracteristicas fundamentais do /aser, derivadas dos fendmenos
fisicos de sua producado, sdo: monocromaticidade, coeréncia, paralelismo e alto
brilho. A monocromaticidade é alcangada porque todos os fétons tém o mesmo
A, a coeréncia, visto que todas as ondas encontram-se na mesma fase ao longo
do tempo, o paralelismo, pela colimagéo das ondas ao longo do espaco e o alto
brilho, pois toda a energia concentra-se em um unico feixe. Tais caracteristicas
diferenciam o Jlaser da luz comum, cujas ondas possuem comprimentos
diversos, orientacao dispersa no espaco e desordenada no tempo, dispersando
a energia em todas as diregdes (ROSENSHEIN, 1997).

2.3 Efeito do laser em tecidos moles

A maioria das pesquisas in vivo demonstra a agao do /aser n&o-ablativo
sobre a sintese e a remodelagdo de colageno, o numero de fibroblastos, o
diametro e a forca de tragdo das feridas tratadas, a viabilidade dos enxertos
tratados, a vascularizagcdo, a vasodilatacdo, o sistema linfatico, os efeitos
antibacteriano e imunolégico, assim como os seus efeitos sistémicos (RIGAU,
1996).
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Trelles et al. (1983) constataram que a aplicagdo do /aser, na dose de
2,4J/cm? e na poténcia de 50mW, na lingua de ratos, provocou um aumento de
30% da histamina em relagdo ao grupo controle. Ja no grupo irradiado com o
mesmo, porém na poténcia de 4mW, foi observado um aumento de 100% no
nivel de histamina em relagcdo ao grupo controle. Os mesmos pesquisadores
(TRELLES et al, 1989a e 1989b), ao utilizarem cortes semifinos para
microscopio e analise ultra-estrutural de lingua de ratos irradiada, verificaram
degranulacao de mastdécitos significativamente aumentada nos grupos tratados

com terapia /aser de baixa poténcia (LLLT).

O fluxo de sangue em capilares mesentéricos aumenta apos a irradiagao
com laser nao-ablativo. O incremento do fluxo sanguineo pode perdurar por até
20 minutos ap0s cessar a irradiagdo com o /aser, inclusive quando a area-alvo
for esfriada (BENEDICENTI, 1982; MIRO et al., 1984). Ainda sobre os efeitos
vasculares do /aser, Lievens (1991), em um estudo realizado com 50 animais,
realizou incisdes na regido abdominal de ratos, irradiando as mesmas com um
laser de HeNe e outro de diodo de AsGa (A 904nm). O autor avaliou a adeséao
peritoneal pods-cirurgica, o edema local e a regeneracdo de veias e vasos
linfaticos na regido mesenteérica. Apds a irradiagcéo a laser do mesentério, o fluxo
linfatico instalou-se rapidamente. A neovascularizagdo e a regeneragdo dos
vasos linfaticos, nos animais irradiados, foram significativamente mais rapidas
que nos animais do grupo controle. A adeséo peritoneal foi escassa, nos grupos

tratados com /aser, mas normal nos grupos controle.

Anneroth et al. (1988) avaliaram o efeito do tratamento com um /aser
infravermelho na cicatrizagdo de feridas em ratos, tanto histoldégica quanto
macroscopicamente. Para o estudo, empregaram 14 espécimes Sprague-
Dawley, nos quais produziram duas feridas bilaterais, na regido caudal de cada
animal. Uma ferida em cada rato recebeu tratamento com radiacao laser. A

ferida contralateral foi mantida sem tratamento, servindo como grupo controle. O
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periodo de observagéo total foi de 15 dias, sendo que, a cada dia, um animal era
morto para avaliagdo. Os animais foram irradiados, diariamente, com um laser
diodo (GaAs; A 904nm), na frequéncia de 500Hz e na poténcia de 0,5mW, por
um periodo de oito minutos e com uma distancia de 5mm, até o momento da
morte. Os resultados ndo mostraram nenhuma diferenga no que se refere ao
periodo de cicatrizagdo ou a formagdo de crosta. Durante o tempo de
observacéo, nenhuma ferida apresentou sinais de infecgdo. O exame histologico
também ndo mostrou diferenga morfolodgica 6bvia entre as feridas tratadas e as
nao-tratadas. Com esse estudo, os autores ndo confirmaram que o uso de LLLT

pode melhorar o processo de cicatrizagao de feridas.

Al-Watnaban e Zhang (1999) realizaram um estudo para definir a dose
ideal no tratamento de feridas cutaneas no dorso de ratos. Utilizaram, ainda,
diferentes lasers com distintos comprimentos de onda. Nas doses de 10, 20 e
30J/cm?, aplicadas trés vezes por semana, a que apresentou os melhores
resultados foi a de 20J/cm?. Em relagdo ao comprimento de onda, os melhores
resultados obtidos foram os seguintes, nesta ordem crescente: HeNe (A
632,8nm), AsGaAl (A 780nm), argdnio (A 488-514nm), AsGaAl (A 830nm), HeCd
(A 442nm) e criptonio (A 640-670nm). A ultima constatagcdo comprova que a
profundidade de penetragdo do /aser, a qual estd relacionada com o
comprimento de onda, ndo é proporcional aos efeitos biomodulatérios da
laserterapia. Young et al. ja haviam relatado, em 1989, que os comprimentos de
onda de 660nm, 820nm e 870nm estimulam os macréfagos a liberar fatores que
promovem uma maior proliferagcdo de fibroblastos. No entanto, o laser com A
880nm inibe a liberacdo de tais substincias estimuladoras da proliferagao

celular.

Com base nos resultados obtidos por Al-Watnaban e Zhang (1999),
outras pesquisas (MENDEZ, 2002; PINHO de OLIVEIRA, 2002) tém utilizado a
dosagem de 20J/cm? para comparar o reparo de feridas cutaneas provocadas

no dorso de ratos. Mendez (2002) constatou, ainda, que a associagao entre os
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comprimentos de onda de 685nm e 830nm (10J/cm2 para cada um, totalizando
20J/cm?) foram os que promoveram os melhores resultados no reparo de feridas

cutaneas pela analise dptica utilizada.

Maegawa et al. (2000) avaliaram o efeito da LLLT na microcirculagéo
mesentérica de ratos in vivo e na concentragao sistolica de calcio em células
musculares de vasos em ratos in vitro. O laser utilizado possuia um A 830nm,
sendo aplicada uma dose de 38,2mW/mm?. Os resultados mostraram uma
potente dilatagdo nas arteriolas irradiadas, o que levou a um aumento marcante
na circulagdo sanguinea arteriolar. Os autores concluiram que as alteragdes
circulatérias observadas parecem ser mediadas largamente pela redugéo do ion

calcio intracelular em células musculares destes vasos.

Vink et al. (2003) avaliaram a capacidade de influenciar o aumento da
proliferacdo de fibroblastos por meio de LED e LLLT. Em culturas de
fibroblastos, nas quais aplicavam LLLT e LED com varios comprimentos de
ondas (950nm, 660nm e 570nm), perceberam que todas as irradiagoes
provocaram aumento da proliferagao de fibroblastos in vitro, sugerindo possiveis

efeitos de estimulagéo da cicatrizag&o de ferimento.

Em estudo realizado em 2004, por Al-Watban et al. compararam efeitos
dos lasers continuo e pulsatil quando aplicados em ferimentos provocados em
ratos e perceberam que a laserterapia pulsada, na dose e na frequéncia
apropriadas, pode levar a aceleragdo da cicatrizagcado dos ferimentos. Em seus
resultados, os autores mostraram que o melhor efeito na cicatrizagdo dos

ferimentos foi obtida na frequéncia de 100Hz.

Maiya et al. (2005) realizaram estudo para avaliar o efeito da terapia laser
HeNe na dindmica da cicatrizacdo de ferimentos em ratos diabéticos. Os autores
observaram que a fotoestimulagcdo com LLLT, com correto comprimento de

onda, pode melhorar o reparo tecidual por liberar fatores de crescimento dos
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fibroblastos e facilitar o processo de reparo de ferimentos diabéticos. Na analise
dos parametros bioquimicos e histopatoldgicos, os ferimentos mostraram que o
grupo tratado com /aser cicatrizou de forma melhor e mais rapida quando

comparado ao grupo controle.

Em um estudo in vitro, Azevedo et al. (2006) analisaram a influéncia de
diferentes densidade do /aser de baixa intensidade em fibroblastos gengivais
humanos. As células foram cultivadas em déficit nutricional e irradiadas com
laser de AsGaAl (. 660nm; 2J/cm?). Trés grupos foram formados: o primeiro ndo
recebeu irradiagdo (controle), o segundo grupo recebeu irradiagdo de 10mW e
intensidade de 142 mW/cm? e o terceiro grupo, 29 mW e 428mW/cm?. Os
autores observaram que o crescimento celular foi significantemente maior
quando comparado com o grupo controle. O crescimento celular foi ainda maior
no grupo dois, se comparado com o trés, comprovando que a densidade

influencia o crescimento celular de maneira inversamente proporcional.

Procurando comparar o efeito do /aser de baixa intensidade no processo
de cicatrizacao de ferimentos em ratos diabéticos e nao-diabéticos, Rabelo et al.
(2006) realizaram um experimento utilizando /laser de HeNe (A 632.8nm).
Utilizaram dois grupos de animais, controle e experimental, que, por sua vez,
foram subdivididos em diabéticos e nao-diabéticos, realizaram ferimentos na
pele na regido dorsal e avaliaram histologicamente em periodos de quatro, sete
e 15 dias. Quando compararam os componentes teciduais (células inflamatérias,
vasos e areas de fibroblastos) perceberam que os animais tratados possuiam

processos inflamatérios menos intensos que os animais nao-tratados.

Para avaliar a cicatrizagcado de ferimentos em pele de ratos, Araujo et al.
(2007) planejaram um experimento no qual foram realizados dois ferimentos
circulares em cada animal, sendo um deles irradiado com /aser de HeNe (A
632.8nm) e o outro o controle do préprio animal. Os ferimentos foram analisados

nos periodos de um, cinco, oito, 12 e 15 dias de pds-operatério por analise
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histolégica. Os pesquisadores concluiram que as lesbes irradiadas
apresentaram reepitelizacdo acelerada quando comparadas com O grupo
controle. A dermis irradiada continha maior numero de fibroblastos ativos que no
grupo controle, e a radiagdo laser reduziu a inflamagao local, além de,

aparentemente, organizar as fibras de colageno nas areas de reparo.

2.4 Efeito sistémico do laser

O efeito sistémico do LLLT foi estudado por Rochkind et al. (1989). Para
tanto, ratos com lesbes nos sistemas nervosos periférico e central, feridas e
queimaduras cutaneas foram irradiados com /aser de HeNe, com A 632,8nm,
poténcia de 16mW e diferentes densidades de energia, por um periodo de 21
dias. A irradiacdo com laser foi realizada somente no lado direito dos animais,
apoés a producéao de feridas cutaneas bilaterais. Os autores observaram melhora
no restabelecimento de ambos os sitios, quando comparados com o0 grupo
controle, o qual ndo recebeu irradiagdo. Resultados similares foram obtidos em
queimaduras bilaterais: a irradiacdo em uma das lesées também causou uma
aceleracdo da cicatrizagao no sitio ndo-irradiado. Entretanto, no grupo controle,
nao-irradiado, todos os ratos sofreram necrose avangada na perna e gangrena
bilateral. A irradiagdo em lesdes por compressao do nervo ciatico, no lado direito
de um animal, com lesdo bilateral, aumentou significativamente o potencial de
acao na perna esquerda ndo-irradiada. A analise estatistica mostrou uma
diferenca significativamente maior entre o grupo tratado com laser e o grupo
controle, o qual nao recebeu irradiacdo. Finalmente, o efeito sistémico foi
encontrado em segmentos da medula espinhal, correspondendo aos nervos
ciaticos lesados. A degeneracao retrograda bilateral dos neurénios motores da
medula espinhal esperada apds a lesdo bilateral dos nervos periféricos foi
significativamente reduzida no grupo tratado com /aser. Os autores concluiram
que o laser HeNe exerceu um efeito sistémico pronunciado, tanto na pele quanto

nos tecidos adjacentes, bem como nos nervos periféricos severamente lesados,
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bem como nas regides correspondentes da medula espinhal. Ainda segundo os
autores, os efeitos persistiram por longo periodo apos a aplicagédo com /aser. Os
pesquisadores ressaltaram que os efeitos sistémicos observados sao relevantes
em termos de aplicacédo clinica da laserterapia e para pesquisas basicas dos

possiveis mecanismos envolvidos.

No mesmo ano (1989), Mester e Mester comprovaram o efeito sistémico
da laserterapia ao irradiar feridas provocadas por queimaduras in vivo. Os
animais do grupo experimental receberam irradiagdo laser em apenas uma das
duas feridas contralaterais provocadas; o grupo controle nao recebeu
laserterapia. Ambas as feridas do grupo experimental foram reparadas ao
mesmo tempo, mas em um periodo de tempo menor do que as do grupo

controle.

Seguindo a mesma linha de investigacdo, Braverman et al. (1989)
avaliaram os efeitos bioestimuladores da irradiagdo com /aser HeNe (A
632,8nm), laser GaAlAs (A 904nm) e de ambos combinados na cicatrizagcdo de
feridas na pele de coelhos. Setenta e dois animais foram divididos em quatro
grupos. O primeiro serviu como controle e nao recebeu irradiagcéo, o segundo foi
irradiado com Jaser HeNe (1,65J/cm?), o terceiro com laser ArGaAl (8,25J/cm?) e
o0 quarto com uma combinacdo dos dois. As irradiacdes foram realizadas em
uma das duas feridas dorsais, diariamente, durante 21 dias. Diferencas
significativas foram encontradas, na forga ténsil, em todos os grupos irradiados,
tanto na lesdo irradiada quanto naquela que n&o recebeu irradiacido direta,
quando comparados ao grupo controle. Nenhuma diferenga foi encontrada no
indice de cicatrizagdo ou na area de colageno. O crescimento da epiderme foi
maior no grupo do /aser HeNe, se comparado ao grupo controle, mas a
diferenca ndo foi estatisticamente significativa. Assim, a irradiacdo com A
632,8nm e 904nm, ou ambas combinadas, aumentou a for¢a ténsil durante a
cicatrizagcédo de feridas, com possibilidade de haver liberado fatores teciduais na

circulacao sistémica, os quais aumentaram a forga ténsil no lado oposto. Os
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comprimentos de onda dos /lasers HeNe e AsGaAl podem ser relativamente
mais eficazes para a bioestimulacdo, se comparados com os lasers HLLT, o que
se deve ao comprimento de onda do /aser HeNe ser proximo a absorgao
maxima por varios pigmentos biolégicos, como hemoglobina e citocromos
mitocondriais, e o laser de AsGaAl poder penetrar no tecido por varios
milimetros. Foi constatada uma biomodulagao positiva de ambas as feridas dos
grupos irradiados, o0 que ndo ocorreu no grupo controle, vindo, assim, ratificar a

idéia do efeito sistémico do /aser.

Hall et al. (1994) avaliaram, também em ratos, o processo de cicatrizagado
em feridas apoOs laserterapia. Feridas estandardizadas foram provocadas
bilateralmente na porgdo caudal desses espécimes. Os animais foram divididos
em dois grupos, com 19 exemplares em cada um. O grupo A foi irradiado com
laser em um lado, destinando o lado oposto como controle para avaliacdo de
possiveis efeitos sistémicos. O grupo B recebeu uma irradiagdo placebo (luz
convencional) em um dos lados; contralateralmente, n&do foi feito nenhum
tratamento. A frequéncia utilizada foi de 500Hz e a poténcia, de TmW. O /aser foi
utilizado perpendicularmente, a uma distancia de 2mm. A dose diaria foi de
0,2J/cm? e o periodo de observagdo total, de 21 dias. Dois animais de cada
grupo foram mortos a cada dois dias, a partir do terceiro dia do experimento. Os
resultados, tanto clinicos como histolégicos, ndo mostraram diferengas durante
todo o periodo de observagao, quando da comparagao dos grupos entre si. Os
autores concluiram que a irradiagdo com laser nao-ablativo, nos parametros
utilizados na pesquisa, ndo exerceu influéncia no processo de cicatrizagao das

feridas.

Em 2002, Schindl et al. realizaram um estudo para verificar o efeito
sistémico do LLLT na microcirculagdo cutanea de pacientes diabéticos. Para
tanto, irradiaram ulceras ou gangrenas, sendo que a aplicagcéo se deu, de forma
randdmica, em apenas um dos lados afetados. No grupo controle, o

procedimento foi 0 mesmo, porém o laser permaneceu desligado durante o
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tratamento (placebo). O /aser utilizado foi de HeNe (A 632,8nm e 30mW), com
uma dose total de 30J/cm? em uma Unica aplicagdo. Por meio de termografia
infravermelha, os autores mediram a temperatura e a microcirculagcao locais, as

quais foram significativamente maiores no local da irradiagéo /aser.

Gal et al. (2006) avaliaram, histologicamente, o efeito da radiagao laser
na cicatrizacdo de ferimentos em pele de ratos. Para tanto, realizaram dois
cortes paralelos no dorso do animal, que foram imediatamente suturados. Apds
a cirurgia, um ferimento de cada rato foi irradiado com LLLT, X 670nm e dose
diaria de 30J/cm?. O segundo ferimento n&o recebeu irradiagdo, servindo como
controle do experimento. Os ferimentos foram avaliados em 24, 48, 72, 96, 120,
144 e 168 horas apds a cirurgia. Os autores perceberam, em seu estudo, que,
quando comparados com os ferimentos nao-irradiados, a estimulagao por laser
acelera a fase inflamatéria, bem como as fases proliferativas e de maturacgao,
estimulando, também, positivamente, a regeneragdo da epiderme lesada e o

reparo do musculo estratificado lesado.

Outros investigadores (KANA, 1981; HUNTER et al., 1984; BASFORD et
al., 1986, e SAPERIA et al., 1986) ndo obtiveram melhores resultados em seus
trabalhos, em grupo irradiado com LLLT, quando comparado com o lado n&o-
irradiado. Tal fato se deve, provavelmente, aos autores terem utilizado a
contralateralidade como controle, ou seja, o mesmo animal serviu de grupo
experimental e de controle. Os resultados dessas pesquisas reforcam a idéia de
que o Jlaser ndo atua somente no local da irradiagdo, mas também

sistemicamente.

In De Braekt et al. (1991), cientes dos efeitos sistémicos do /aser,
irradiaram todas as areas cruentas dos animais utilizados em sua pesquisa,
quando avaliaram o efeito da laserterapia (AsGaAl; A 830nm) na cicatrizagao e
na contracdo da ferida, apds realizarem cirurgia palatal em cdes. A poténcia

utilizada foi de 30mW e a dose por aplicagdo foi de 1J/cm?, com trés aplicacdes
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semanais e um total de 10 aplicagdes sistémicas da irradiagcdo laser. A
cicatrizacdo foi observada clinicamente até que a mesma se completasse.
Nenhuma diferenga estatisticamente significativa foi encontrada na qualidade ou
no grau de cicatrizagdo entre os grupos controle e experimentais. Os autores
concluiram que, macroscopicamente, a laserterapia, sob as condigdes utilizadas
no estudo ora sob analise, ndo teve nenhuma influéncia na cicatrizagado ou na

contracao da ferida.

A laserterapia atua, ainda, nas fungdes enddécrinas. Quando a adeno-
hipéfise é irradiada, as células tireoidianas e as hipofisarias demonstram um
incremento de sua atividade. Tais resultados comprovam os possiveis efeitos
sobre as glandulas secretoras (SMITH-AGREDA et al., 1985; SARTI et al.,
1995). De acordo com esses autores, deve-se evitar a irradiagao clinica em
humanos diretamente sobre zonas glandulares, ainda que nao haja nenhuma
evidéncia clinica de que esse tipo de laser possa provocar hiperfungao

glandular.
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3 PROPOSICAO

Esta pesquisa teve por objetivo verificar a agao sistémica da laserterapia,
A 830nm (arseneto de galio-aluminio; GaAlAs) e A 685nm (fosfeto de indio-galio-
aluminio; InGaAIP), sobre o processo de reparo tecidos em feridas cutaneas

padronizadas em dorso de ratos. Os objetivos especificos deste estudo foram:

- testar os efeitos sistémicos dos lasers, comparando a ferida cutanea
diretamente irradiada com as feridas cutaneas:

a. do grupo controle;

b. ndo diretamente irradiadas, no mesmo animal (grupos experimentais);
- verificar com qual irradiagdo /aser o organismo responde sistemicamente

melhor, considerando-se o processo de reparo das feridas cutaneas.
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4 METODOLOGIA

4.1 Respaldo ético da pesquisa

Respeitaram-se, aqui, os principios éticos da experimentagdo animal,
bem como as normas para a pratica didatico-cientifica da vivisseccdo dos
mesmos, de acordo com a Lei 6.638/79 (GOLDIN, 1995) (Anexo A).

A presente pesquisa foi submetida a avaliagao e aprovada pela Comissao
Cientifica e de Etica da Faculdade de Odontologia, sob n°. 0032/5 (ANEXO B).

4.2 Paradigma

Este estudo foi desenvolvido dentro do paradigma tradicional, no design
de estudo quase-experimental, com grupos de trabalho selecionados de forma
aleatdria e controle pos-teste (CAMPBELL e STANLEY, 1979).

4.3 Variaveis

4.3.1 Variaveis independentes

a. Laser ndo-cirdrgico (THERA LASE®)*, com A 830nm (arseneto de galio-
aluminio; AsGaAl).
b. Laser nao-cirurgico (THERA LASE®), com A 685nm (fosfeto de indio-galio-

aluminio; InGaAIP).

4.3.2 Variavel dependente

Processo de reparo tecidual nos modelos biolégicos.

# Thera Laser® DMC equipamentos.
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4.4 Configuracao da amostra

O modelo animal utilizado foi o rato albino da espécie Ratthus norvegicus,
classe Mammalia, ordem Roedentia, da linhagem Wistar, machos, com peso
variando de 200 a 250 gramas, clinicamente sadios. Os animais foram obtidos
na FEPPS (Fundacao Estadual de Pesquisa e Produgdo na Saude) e passaram
por periodo de sete dias de ambientagdo no biotério de manutencdo da
instituicdo. Durante o periodo experimental, os animais foram alimentados com
dieta solida, exceto nas primeiras 24 horas apds a intervengdo, e agua ad

libitum.

4.5 Problema

Existe efeito sistémico dos lasers vermelho (A 685nm, @=0,2mm?
20J/cm? e modo continuo), infravermelho (A 830nm, @=0,2mm?, 20J/cm? e modo
continuo) e sua associagdo sobre o reparo nas feridas cutaneas distantes da

zona irradiada?

4.6 Hipotese

Ha um efeito sistémico da laserterapia aplicada em tecido epitelial
lesionado quando utilizados os comprimentos de onda testados (A 685nm; A

830nm; e associacao).

4.7 Organizagao dos grupos

Os animais foram selecionados aleatoriamente, pesados e divididos em
quatro grupos distintos, com nove animais em cada um, totalizando 36 animais
(GOLDIN, 1995; ZAR, 1999). Os espécimes foram mantidos em gaiolas plasticas
com cobertura metalica e assoalho forrado por serragem de pinho.

Em todos os grupos, o periodo de observagao pés-operatério foi aos trés,
cinco e sete dias. Assim, cada grupo foi subdividido em trés subgrupos (A, B e

C), de acordo com periodo de observacéo (quadro 1).
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Quadro 1: Organizag&o dos grupos e tempos de observagao.

GRUPO PROCEDIMENTOS SUBGRUPOS PERIODO DE OBSERVACAO

- CONTROLE - 1-A 3 dias (3 ratos)
I sem aplicagdo de Jaser (9 1-B 5 dias (3 ratos)
ratos) 1-C 7 dias (3 ratos)
2—-A 3 dias (3 ratos)
laser ). 830nm (9 ratos) 2_B 5 dias (3 ratos)
Il
2-C 7 dias (3 ratos)
3-A 3 dias (3 ratos)
i 3-B 5 dias (3 ratos)
laser ) 685nm (9 ratos)
3-C 7 dias (3 ratos)
4-A 3 dias (3 ratos)
laser ) 685nm
4-B 5 dias (3 ratos)
vV e X 830nm (9 ratos)
4-C 7 dias (3 ratos)

As gaiolas receberam etiquetas durante todo o periodo do estudo,
conforme o grupo ao qual iria pertencer cada animal. Para a identificagdo dos
animais, foram utilizadas marcacdes na cauda, realizadas com caneta de tinta

permanente, onde o numero de marcas indicava o numero do respectivo animal.

Os procedimentos de manipulagdo e alimentacido foram realizados
diariamente, durante todo o periodo do experimento, trocando-se a serragem e

lavando-se as gaiolas com agua e sabao a cada 48 horas.

4.8 Critérios de inclusao e exclusao

Para que os animais pudessem ser incluidos nos experimentos, deveriam:
- estar em bom estado nutricional;

- chegar ao final do periodo relativo aos seus grupos em bom estado de saude;
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- ndo apresentar complicagdes (infecgdes; necroses; debilitagdo do estado geral,
trazendo problemas e desconforto ao animal durante o periodo dos testes), tanto

no periodo pos-operatorio quando no momento da morte.

4.9 Material cirurgico

Os materiais de consumo empregados foram:
- hidrato de cloral a 10%;
- solucao de formalina tamponada 10%;
- gaze estéril;
- solugao de cloreto de sodio a 0,9%;
- campos estéreis de TNT;
- digluconato de clorexidina a 2%;
- seringas estéreis e descartaveis de 20ml;
- laminas de bisturi, de n°. 15;
- fios de sutura tipo nailon 6-0 (Ethicon®®);
- compasso de ponta seca;
- régua e paquimetro de precisdo (Mitutoyo®);

- anestésico (Zoletil 50°7).

Foram utilizados os seguintes materiais e equipamentos cirurgicos:
- mesa cirurgica adaptada, com mantenedores de posi¢cédo do rato em decubito

ventral;

- instrumental cirurgico individualizado e esterilizado em autoclave;

- punch metalico com 1cm de didmetro e com ranhuras de 1mm em sua
superficie para marcagao da profundidade de penetracao;

- cabo de bisturi tipo Bard-Parker numero n°. 3;

- porta-agulha tipo Mayo-Hegar;

- pingas tipo Adson-Brown;

- tesouras de ponta reta;

5 Ethicon® jonhoson & jonhson
® Série 500” Mitutoyo América Corporation
7 Zoletil ® Virbac. SA
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- aparelho de laser THERA LASE® (Anexo D).

4.10 Técnica cirargica

Previamente ao ato cirurgico, os animais foram submetidos a anestesia
por inducdo, por meio da injecdo intramuscular do anestésico Zoletil®, com uma

dose de 20,0mg/kg de peso.

Apds a anestesia, os animais foram submetidos a tricotomia da regiao
dorsal, por arrancamento dos pélos. A assepsia da regido foi realizada com
digluconato de clorexidina a 2%. A area operatéria foi isolada com campo
cirurgico fenestrado de TNT (tecido ndo-tecido) esterilizado, adaptado ao

procedimento.

O punch foi posicionado perpendicularmente a superficie da pele, na
regido tricotomizada, junto a linha média e proximo a cabega do animal,
promovendo-se movimentos giratorios para facilitar a penetragdo da lamina a
uma profundidade de 1mm, com um diametro de 1cm, correspondendo as
medidas do instrumental utilizado. Posteriormente, a regido central demarcada
foi pingada com a pinga tipo Adson-Brown e com lamina de bisturi de n°. 15, foi
removida, delicadamente, a quantidade de tecido necessario a produ¢cado de uma
lesdo de 1mm de profundidade e 1cm de largura, sendo tal procedimento
repetido a uma distancia de 7cm da primeira ferida e novamente a 7cm da

segunda (figura 1).

Os animais receberam, no pés-operatério, Amoxicilina 500mg diluida na

agua em que bebiam, sendo esta trocada a cada 24h, durante sete dias.



47

Cabeca

Dorso do
rato

Cauda

Figura 1 - Representacdo esquematica das areas teciduais removidas

4.11 Irradiagdao com o laser nao-cirurgico

O laser utilizado no grupo Il foi o infravermelho (AsGaAl), com A 830nm
@=0,2mm?, no modo pontual e emissdo continua. Durante as sessdes, a dose
de irradiagao foi de 20J/cm?, aplicada de forma pontual e continua, logo apds o
término da cirurgia e a cada 48 horas, totalizando, na dependéncia da época da

morte do animal (trés, cinco ou sete dias), duas, trés ou quatro aplicagdes.

No grupo lll, foi utilizado o laser vermelho (InGaAIP) com A de 685nm,
@=0,2mm?, no modo pontual e emissdo continua. A dose, durante as sessdes,
também foi de 20J/cm?, logo ap6s o término da cirurgia e a cada 48 horas,
totalizando, na dependéncia da época da morte do animal (trés, cinco ou sete
dias), duas, trés ou quatro aplicagdes. As doses totais estdo descritas no quadro
2.

No grupo IV, empregaram-se os dois tipos de /lasers associados, no modo
pontual e emiss&o continua. Durante as sessées a dose também foi de 20J/cm?;
inicialmente, o infravermelho com uma dose de 10J/cm? e, logo apds, o

vermelho, com de 10J/cm?.



48

Em todos os grupos que receberam aplicagbes de laser, padronizou-se
que somente a ferida préxima a cabega receberia irradiagdo. Também foi

estabelecido que a aplicagao seria de forma pontual no centro do ferimento.

O laser foi aplicado seguindo as regulamentac¢des brasileiras, em local
isolado, com caracteres e simbologia internacionais para area em uso ou
presenga de radiacdo, observando-se os procedimentos de seguranga

recomendados para tratamento com luz /aser.

Quadro 2 — Protocolo de irradiacdo com laser AsGaAl e InGaAIP (doses totais

por grupo)

GRUPO SUBGRUPOS DOSE TOTAL

- A 0
| |-B 0
I-C 0

Il-A 40 J/cm?

’ Il-B 60 J/cm?

lI-C 80 J/cm?

1 —-A 40 J/cm?

1] Il -B 60 J/cm?

l-c 80 J/cm?

IV -A 40 J/cm?

" IV-B 60 J/cm?

IV-C 80 J/cm?

Apos esses procedimentos, os animais foram levados ao biotério da
FEPPS e acomodados em gaiolas plasticas, mantidos em condigbes adequadas
de temperatura (25°C), umidade e ventilagdo, identificados e numerados, de
acordo com o grupo correspondente, bem como foram anotadas as datas da

cirurgia e das irradiagoes.
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4.12 Preparo das amostras

Para a obtencdo das amostras, os animais foram mortos aos trés, cinco e
sete dias de pos-operatoério, por meio da administragdo de uma dose letal (3-

4ml) de hidrato de cloral a 10%, por via intraperitoneal.

As trés lesbes estabelecidas por animal foram dissecadas em forma de
uma elipse, com uma lamina de bisturi de n°. 15, estabelecendo-se uma margem
de seguranga para nao danificar a pe¢ca. O material removido foi fixado em
solucdo de formalina tamponada a 10%, durante 48 horas. Cada recipiente foi
identificado com o numero do animal e o do grupo e sua zona respectiva (1 —

cranial; 2 — medial; 3 - caudal).

4.13 Processamento histolégico e estudo morfolégico

Apos o periodo de fixagdo de 48 horas, os espécimes de tecidos foram

processados, de acordo com a rotina para inclusdo em parafina.

Os blocos submetidos a inclusdo foram identificados e submetidos a
microtomia. Cortes de 5um foram assim destinados a técnica de coloragéo
histolégica HE (Anexo C).

As amostras histologicas foram processadas na Universidade Federal da
Bahia (UFBA) e, entdo, submetidas a anadlise descritiva comparativa em
microscopio épticos, com aumento de 150X, para analise do processo de reparo
tecidual dos modelos biolégicos. A observagcdo da presenga de células
mononucleares foi empregada para avaliagdo da fase cronica do processo
inflamatério. Estabeleceram-se a sintese de colageno e a reepitelizagcdo como
critérios para a observacgao do reparo tecidual nos modelos biolégicos. O estudo
do infiltrado inflamatério, da reepitelizacdo e da sintese de colageno foi avaliado
pela coloragao HE.

8 Zeiss®Axiolab.
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Os dados obtidos na analise histolégica foram organizados e tabulados.
Analisaram-se o0s aspectos reepitelizagcdo, edema, hiperemia, hemorragia,
fibroblastos, linfocitos, neutréfilos, necrose, corpo estranho e tecido conjuntivo
de forma isolada e atribuiram-se valores de 0 (zero) e 1 (um) de acordo com o
estagio da cicatrizacdo, sendo 0 (zero) para estagios iniciais e 1 (um) para
estagios avangados. Com a soma de tais valores, na analise de cada ferimento,
foi obtida nesta pesquisa uma variante denominada grau de cicatrizagao.
Segundo o grau de cicatrizagcado de cada ferimento, foi possivel realizar a analise

estatistica (Apéndice A).

4.14 Analise estatistica

Foram realizados os testes de Kolmogorov-Smirnov e de Kruskal-Wallis
para a comparagao de mais de dois grupos independentes, em uma analise nao-
paramétrica (VIEIRA, 2003).

Para analise dos dados obtidos constituiu-se um modelo de analise de
comparagao das médias, sendo analisados:
- efeito experimento: comparagao entre os grupos experimentais e controle;
- efeito tempo: comparagao entre os periodos trés, cinco e sete dias;
- efeito localizagdo: comparagao entre as localizagdes dos ferimentos;
- efeito combinagdo: comparagéao entre grupos, locais, tempos.
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5 RESULTADOS

Durante o periodo de observacdo, os animais permaneceram saudaveis,

com cicatrizagao normal no local operado, sem evidéncia de infecgao.
5.1 Resultados descritivos do exame microscépico

Os resultados obtidos através da microscopia optica para os grupos
experimentais e controle estdo de acordo com as estruturas avaliadas (fibras
colagenas, infiltrado inflamatorio neutrofilico e reepitelizagdo), em todas as

laminas, e descritos a seguir.

5.1.1 Grupo controle

Os ferimentos realizados nos animais do grupo controle apresentavam-se
na fase inicial da cicatrizagcdo na avaliacdo realizada ao terceiro dia pés-
operatorio. Constatou-se presenca de tecido de granulagdo com intenso
infiltrado inflamatério, predominantemente mononuclear, além de area central de
tecido conjuntivo fibrilar. Foram observados mastdcitos na proximidade do tecido
muscular. Com cinco dias de pds-operatorio, os ferimentos permaneciam com as
mesmas caracteristicas de reparo, porém em estagio levemente avangado,
sendo essa caracteristica mais bem-observada nos ferimentos da regido caudal.

Com sete dias, os ferimentos dos animais deste grupo estavam na fase
final da cicatrizagédo, com a formagao completa do epitélio, fibroblastos alinhados
perpendicularmente, sem edema intracelular (figura 2). Novamente as

caracteristicas foram mais acentuadas nos ferimentos caudais.
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Figura 2: Fotomicrografia de ferimento medial do grupo controle, aos sete dias de pds-operatério,
com aumento de 150X. Epitélio espessado (E), apresentando fitas de ceratina (CR). Observa-se
area central com tecido de granulagao (TG).

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2007).

5.1.2 Grupo laser infravermelho

No terceiro dia, a cicatrizacdo dos ferimentos deste grupo mostrou-se em
estagio inicial, comegando a reepitelizagdo, presenca de linfocitos, neutrdfilos e
necrose superficial. Edema e células sanguineas apresentavam-se nos

ferimentos de todas as regides.

No quinto dia, observou-se presenga de tecido de granulagdo com
moderado infiltrado inflamatério, predominantemente mononuclear, além de area
central de tecido conjuntivo fibrilar. Aos sete dias, percebeu-se que os
ferimentos estavam em estagio final da cicatrizagdo, com a formagao completa
de epitélio, que se apresentava levemente espessado em relacdo ao epitélio
normal. Franca remodelagdo observada pela substituicdo do tecido de
granulagdo, o qual mostrava moderada vascularizagdo e discreto infiltrado

inflamatério mononuclear, por tecido conjuntivo denso (Figura 3).
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Figura 3: Fotomicrografia de ferimento dorsal irradiado com /aser infravermelho, aos sete dias de
poés-operatério, com aumento de 150X. Hemorragia superficial de permeio ao tecido conjuntivo
denso (TCD) com moderado infiltrado mononuclear.

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2007).

5.1.3 Grupo laser vermelho

No terceiro dia de pds-operatério, as lesdes cirurgicas apresentavam-se
cobertas por crosta. Histologicamente, observou-se moderado infiltrado
inflamatério misto, predominantemente neutrofilico. Presenga de fibrina
superficialmente; na profundidade, formagdo de tecido de granulagdo, com
intensa vascularizacdo e vasodilatacdo, além de foco de extravasamento de
hemacias. O quinto dia de pds-operatério foi caracterizado pela melhor
organizacao das fibras colagenas e pela auséncia de crosta em alguns
ferimentos. O epitélio com invaginagdes na borda do espécime. No sétimo dia de
pos-operatorio, os ferimentos apresentavam-se com completa epitelizagcdo e
espessamento, apesar de existir tecido de granulagdo com inumeras ceélulas
endoteliais e alguns capilares. Nesta fase, observou-se discreto infiltrado
inflamatério mononuclear e presengca de mastocitos na proximidade do tecido

adiposo (Figura 4).
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Figura 4: Fotomicrografia de ferimento dorsal irradiado com laser vermelho, aos sete dias de
poés-operatério, com aumento de 150X. Epitélio espessado (E) apresentando fitas de ceratina
(CR). Franca substituicdo do tecido de granulagao por tecido conjuntivo denso.

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2007).

5.1.4 Grupo Jasers infravermelho + vermelho

Os ferimentos irradiados com a combinacdo de /aser infravermelho e
vermelho apresentavam, no terceiro dia de pds-operatoério, invaginagdo do
epitélio, nas bordas do espécime, inclusive com anexos cutadneos nas
adjacéncias. Infiltrado inflamatorio intenso foi observado na proximidade da
superficie, junto da area de solugdo de continuidade, com predominancia de
linfocitos e neutrdfilos. No quinto dia, a epitelizacdo apresentava-se incompleta
no ferimento, além de ser observada intensa hemorragia superficial e presenga
de inumeros vasos sanguineos neoformados e congestos. Proliferagdo intensa
de células endoteliais e fibroblastos também foi verificada no periodo. Aos sete
dias, os ferimentos apresentavam leve espessamento do epitelial em relagdo ao
epitélio normal adjacente. Observou-se também formacao de faneros cuténeos,
na area da lesdo, e substituicdo do tecido de granulag&o por tecido conjuntivo
denso; moderado infiltrado inflamatério mononuclear, além de moderada

vascularizagdo, na area do tecido de granulagao (Figura 5).
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Figura 5: Fotomicrografia de ferimento dorsal irradiado com /aser infravermelho e vermelho, aos
sete dias de pds-operatério, com aumento de 150X. Epitélio espessado (E) apresentando fitas de
ceratina (CR). Franca substituicdo do tecido de granulagdo (TG) pelo tecido conjuntivo denso
(TCD) (seta), além de discreto infiltrado inflamatério mononuclear.

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2007).

5.2 Analise estatistica, semiquantitativa e descritiva do exame
microscoépico

Por meio da aplicagcdo do teste de Kolmogorov-Smirnov para uma
amostra, percebeu-se que o grau da cicatrizagdo dos ferimentos ndo segue uma
curva normal de probabilidade (quadro 3), sendo mais indicada a utilizacdo de

testes ndo-paramétricos, tipo Kruskal Wallis.

Quadro 3: Teste de Kolmogorov-Smirnov

Grau de cicatrizagao
N 108
Parametros normais® Média 2,4352
Desvio padrao 2,03370
Valor extremo Absoluto ,261
Diferencas Positivo ,261
Negativo -,157
Kolmogorov-Smirnov Z 2,709
Significancia ,000

a. Distribui¢cdo do teste é normal
Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2007).
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Ao se analisar o grau de cicatrizagdo de acordo com os periodos sob
estudo, verificou-se a existéncia de diferencas estatisticamente significativas na
cicatrizacdo dos ferimentos, de acordo com o teste Kruskal Wallis (p=0,000)
(quadros 4 e 5). Observou-se que, no sétimo dia, os ferimentos apresentaram-se

com o maior grau de cicatrizagao.

Quadro 4: Média do grau de cicatrizagdo em relagao aos dias.

Dias N Média

Grau de cicatrizagao 3,00 36 41,10
5,00 36 48,21
7,00 36 74,19
Total 108

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2007).

Quadro 5: Teste estatistico Kruskal Wallis com variavel dias.

Grau de cicatrizacao

Qui-Quadrado 23,606
Significancia 0,000
Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2007).

Analisando-se o grau de cicatrizagdo de acordo com os tipos de laser
estudados, percebeu-se que ndo ocorreu diferenca estatistica significativa na
cicatrizacdo dos ferimentos, de acordo com o teste Kruskal Wallis (p=0,257)
(quadros 6 e 7). Os lasers que apresentaram melhores médias em relagdo ao
grau de cicatrizagado foram do tipo vermelho e a associagdo dos /asers vermelho

e infravermelho.
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Quadro 6: Média do grau de cicatrizagdo em relagdo aos grupos

Grupo N Média
Grau de cicatrizagao Controle 27 51,93
v 27 46,09
\Y 27 60,67
IV+V 27 59,31
Total 108

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2007).

Quadro 7: Teste estatistico Kruskal Wallis com variavel grupo

Grau de cicatrizagao

Qui-Quadrado 4,040
Significancia 0,257
Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2007)

Ao se proceder a analise do grau de cicatrizagdo, de acordo com 0s
locais dos ferimentos estudados, observou-se que n&o ocorreu diferenca
estatistica significativa na cicatrizagdo dos ferimentos, de acordo com o teste
Kruskal Wallis (p=0,335) (quadros 8 e 9). Porém, verificou-se que os ferimentos
localizados na regidao média apresentaram melhor grau de cicatrizagdo em
relagdo aos outros locais. Os ferimentos na regiao em que ocorreu aplicagao de

laser (regido dorsal) apresentaram a pior média.

Quadro 8: Média do grau de cicatrizagdo em relagao ao local

Local N Média
Grau de cicatrizagéo 1 36 49,32
2 36 59,92
3 36 54,26
Total 108

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2007).
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Quadro 9: Teste estatistico Kruskal Wallis com variavel local

Grau de cicatrizacao
Qui-Quadrado 2,187
Singnificancia 0,335

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2007).

Ao se analisar o grau de cicatrizagdo em relagéo ao local dos ferimentos
e em relacdo aos tempos estudados, foi possivel perceber presenca de
diferencas estatisticas na cicatrizagdo dos ferimentos: no terceiro dia, no
ferimento caudal (p=0,031), e no sétimo dia, no ferimento caudal (p=0,043)
(quadros 10 e 11). Verificou-se, ainda, que os ferimentos caudais com trés dias
de pds-operatério que melhor cicatrizaram foram os do grupo 4, nos quais
estavam associados os /lasers vermelho e infravermelho. Nos ferimentos caudais
com sete dias, constatou-se que o grau de cicatrizagdo foi mais alto nos
ferimentos do grupo controle, no qual ndo houve aplicagéo de laser. O grupo que
recebeu a associagdo dos lasers tipo vermelho e infravermelho apresentou o

menor grau de cicatrizagao.



Quadro 10: Média do grau de cicatrizacdo em relagcéo ao dia, local e grupo

Dias Local Grupo N Média
3 1 Grau de cicatrizagéo Controle 3 5,67
v 3 4,17
\ 3 7,67
IV+V 3 8,50
Total 12
2 Grau de cicatrizagéo Controle 3 3,83
v 3 5,17
\ 3 7,00
IV+V 3 10,00
Total 12
3 Grau de cicatrizagéo Controle 3 2,83
v 3 6,83
\ 3 5,50
IV+V 3 10,83
Total 12
5 1 Grau de cicatrizagéo Controle 3 5,00
v 3 5,50
\ 3 8,67
IV+V 3 6,83
Total 12
2 Grau de cicatrizagéo Controle 3 7,50
v 3 4,67
\ 3 9,17
IV+V 3 4,67
Total 12
3 Grau de cicatrizagéo Controle 3 9,17
v 3 4,17
Vv 3 8,33
IV+V 3 4,33
Total 12
7 1 Grau de cicatrizagao Controle 3 5,67
v 3 7,00
Vv 3 5,50
IV+V 3 7,83
Total 12
2 Grau de cicatrizagéo Controle 3 6,83
v 3 4,17
Vv 3 5,33
IV+V 3 9,67
Total 12
3 Grau de cicatrizagao Controle 3 9,67
v 3 6,17
Vv 3 8,17
IV+V 3 2,00
Total 12

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2007).



Quadro 11: Teste estatistico Kruskal Wallis com variavel dia, local e grupo

Dias LOCAL Grau de
cicatrizagao

3 1 Qui-Quadrado 3,085
Significancia 0,379
2 Qui-Quadrado 6,164
Significancia 0,104
3 Qui-Quadrado 8,871
Significancia 0,031
5 1 Qui-Quadrado 2,417
Significancia 0,491
2 Qui-Quadrado 3,996
Significancia 0,262
3 Qui-Quadrado 5,095
Significancia 0,165
7 1 Qui-Quadrado 0,897
Significancia 0,826
2 Qui-Quadrado 4,127
Significancia 0,248
3 Qui-Quadrado 8,168
Significancia 0,043

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2007).
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6 DISCUSSAO

Com vistas a verificar a influéncia sistémica do LLLT sobre os ferimentos
que cicatrizam por segunda intengao, realizou-se este experimento em modelo
animal rato. Para testar a existéncia ou ndo de diferenca quanto a distancia do
efeito sistémico em relacdo ao ponto de aplicagédo da luz laser, optou-se por
realizar trés ferimentos equidistantes e de mesmo didmetro na regido dorsal dos
animais. Em todos os grupos experimentais, o laser foi aplicado no ferimento
mais proximo da cabeca, visando a padronizagdo. As lesdes irradiadas e nao-
irradiadas por lasers vermelho, infravermelho e associacdo de ambos foram

comparados entre si e com o grupo controle.

Como uma tendéncia mundial, com base no paradigma bioético, o
numero de animais utilizado na presente pesquisa foi reduzido a trés por
subgrupo, sendo que um estudo realizado por Hall et al. (1994) empregou um

numero ainda mais reduzido: dois animais em cada grupo.

Os resultados de varias investigacbes s&o notavelmente contraditérios, o
que decorre, em parte, de diferentes indicagdes, assim como da grande variagéao
nos parametros de irradiacdo e, mesmo, da dificuldade de mensuragdo dos
possiveis efeitos pods-irradiagdo com a objetividade necessaria. A existéncia de
controvérsia deve-se também ao fato de o conhecimento tedrico sobre e
mecanismo de ac¢ao nao poder ficar restrito apenas ao estudo para
estabelecimento de critérios quanto aos efeitos; € necessario e importante
também simplificar a avaliagdo e a interpretagao dos resultados (Kana, 1981,
Hunter et al., 1984; Anneroth et al., 1988; Al-Watnaban e Zhang, 1999; In De
Braekt et al., 1991; Vink et al., 2003).

Durante a avaliagcdo do presente experimento, percebeu-se que a

aplicacao de laser diretamente sobre os ferimentos estimulou a cicatrizagao dos
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mesmos, assim como a daqueles localizados a distancia do ponto de aplicagéo.
Isto foi observado sobretudo na fase inicial do reparo das lesdes, mas com maior
intensidade quando utilizada associagao de lasers vermelho e infravermelho. A
partir dai, foi possivel também questionar qual seria o real efeito de uma
aplicagcdo de laser sobre o organismo, considerando-se que a biomodulagéo
promovida pelo /laser em células no local de sua aplicagdo pode igualmente
ocorrer em tecidos a distancia do ponto de aplicacdo. Tal estimulacado de células
de outros locais € passivel de aumentar o numero de mitoses, além de modular

a fisiologia celular nos mais diversos sitios (Rochkind et al., 1989).

Observou-se que os ferimentos localizados no ponto de aplicacéo
do /aser apresentaram a pior média de cicatrizacdo; sendo a melhor
demonstrada na localizagdo medial. Tal fato pode ocorrer devido a eventual
manipulacdo de tecidos pela ponteira no momento de aplicacdo do /aser, a
administragcdo de luz em excesso, aos traumatismos leves sobre a area do
ferimento no animal em sua gaiola ou, ainda, durante a contensdo para se

realizar a irradiacao.

Outro fato notério diz respeito a menor meédia de cicatrizacdo alcancada
pelos ferimentos irradiados com /aser infravermelho, quando comparado as
demais terapias testadas. Provavelmente, isso ocorra por ser um comprimento
de onda que permite melhor penetragédo nos tecidos, ndo agindo suficientemente
nas camadas superficiais como o epitélio. E possivel que o laser vermelho, por
possuir um maior comprimento de onda, constituiu fator determinante para que
as areas irradiadas apresentassem melhor média no grau de cicatrizagéo,
seguido pela associagao dos lasers vermelho e infravermelho (Al-Watnaban e
Zhang, 1999; Mendez, 2002).

As areas irradiadas pelo laser vermelho apresentaram melhores médias
de cicatrizacdo, mesmo sem diferenga estatisticamente significativa, mas com

relevdncia na comparagdo com o0s grupos controle e /aser infravermelho.
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Histologicamente, foi possivel verificar grande quantidade de tecido vascular e
células sanguineas, podendo-se afirmar que o /aser atuou sobre a
vascularizagdo, aumentando-a. E importante considerar o mecanismo de
reducéo do edema pelo /aser, com dilatacdo dos vasos linfaticos, o que pode
favorecer uma melhor cicatrizagdo, por maior oxigenagao para os tecidos em
reparo. Novos experimentos poderao vir a elucidar a relevancia do edema para a
cicatrizagdo por segunda intengcado (Benedicenti, 1982; Trelles et al., 1983; Mir6
et al., 1984; Rigau, 1996; Maegawa et al., 2000).

De acordo com Anneroth et al. (1988), o LLLT nao interfere e/ou acelera a
cicatrizacdo de ferimentos; porém, o estudo desses pesquisadores foi realizado
com apenas um grupo de animais, no qual, de um lado, ocorreu irradiagdo com
laser e, do outro, afirmaram ser o controle. Nao encontraram diferenca
estatistica significativa na cicatrizagdo dos ferimentos; contudo, o efeito
sistémico do laser foi desconsiderado na medida em que nao delinearam um
grupo de animais (o controle) sem que 0os mesmos recebessem irradiagéo,
constituindo-se essa, entdo, uma possivel causa da falta de diferenca estatistica
entre os resultados da investigacdo sob analise.No experimento realizado na
presente pesquisa, o grupo controle foi mantido sem qualquer aplicacédo de

irradiagédo, para comparagdo com 0s animais em teste.

Ja no experimento de Araujo et al. (2007), os ferimentos do grupo
experimental e do controle foram realizados no mesmo animal, segundo os
autores, com a finalidade de considerar a variabilidade individual de reparo dos
ferimentos em pele. Acredita-se que o animal submetido a um experimento que
visa a avaliagdo dos efeitos produzidos pela LLLT ndo pode ser o mesmo
utilizado para o controle, em decorréncia do efeito a distdncia do ponto de
aplicagao que o laser produz no organismo. A fim de verificar a variabilidade
individual do espécime estudado, seria interessante a realizagdo de pesquisa
randomizada na qual o mesmo animal fosse submetido a um ferimento cruento e

avaliada sua cicatrizacdo, com e sem terapia /laser, em momentos distintos. Tal
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tipo de estudo permitiria inUumeros cruzamentos de informagbes, além de

possibilitar a avaliacdo do efeito residual da terapia laser.

Na presente pesquisa, a aplicacdo de laser administrada foi de 20J/cm?
em cada sessdo (L 830nm e 685nm e @=0,02cm?). Diferencas da dosimetria
utilizada para LLLT foram encontradas na literatura, originando uma variavel de
grande significancia para comparagéao entre os demais estudos (Bradley, 1997;
Rosenshein, 1997). Na literatura encontra-se uma variagao na dosimetria diaria
utilizada, entre 0,2J/cm? (Hall et al., 1994) e 30J/cm? (Gal et al., 2006), como, por
exemplo, em investigacao efetivada por Al-Watnaban e Zhang (1999), na qual os
autores avaliaram a dose e o comprimento de onda ideal para o tratamento de
feridas em dorso de ratos, com os melhores resultados alcancados com doses
de 20J/cm?® e A de 640-670nm.

Na pesquisa de In De Braekt et al. (1991), ndo foi obtida diferencga clinica
na cicatrizacdo dos ferimentos realizados no palato de caes, porém a dose
utilizada pelos autores foi relativamente baixa (a dose por aplicacdo foi de
1J/em?). O laser utilizado nesse estudo foi o infravermelho. A utilizagdo de laser
vermelho ou a associacdo das terapias, nos primeiros dias, bem como a
utilizacdo de maior irradiacdo sobre os ferimentos, poderia acelerar a
cicatrizagdo, mas em sua fase inicial. O estudo de Mendez (2002) também
constatou que a associagdo dos comprimentos de onda vermelha e
infravermelha foi a que promoveu os melhores resultados no reparo de feridas

cutaneas.

Pessoas com boa saude raramente requerem tratamento para
cicatrizagdo de ferimentos, segundo Reddy et al. (2001). E possivel que a luz
tenha um efeito muito favoravel em lesbes com retardo na cicatrizagao,
normalmente decorrente de complicagcbes como ma nutricdo, imunossupressao,

diabetes, doengas malignas, isquemias decorrentes de doengas vasculares ou
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mesmo idade avangada (Ross, 1971; Zanini, 1990; James, 1994; Know e Laskin,
1997; Rabelo et al., 20006).

Enfatiza-se que a producdo de colageno em ferimentos de diabéticos
pode ser modulada por laserterapia, reforgando a importancia do experimento
realizado. O processo pelo qual a bioestimulacdo com /aser facilita a produgao
de colageno na cicatrizagdo de ferimentos em diabéticos pode envolver uma
variedade de mecanismos. No estudo realizado por Maiya et al. (2005), os
achados histopatolégicos mostraram aumento na proliferagdo de fibroblastos,
capilares e epitelizagdo. Isso indica que, provavelmente, o uso de laser no A
638nm pode modular a proliferagao celular e liberar os fatores de crescimento
dos fibroblastos. O efeito sistémico do LLLT foi também avaliado em Uulceras e
gangrenas de pacientes diabéticos em pesquisa realizada por Schindl et al.
(2002), percebendo-se melhora significativa na microcirculagcdo local. Na
presente pesquisa, confirma-se que o /aser ndo possui atuacdo somente no
ponto de aplicacdo, mas também a distancia, acelerando a cicatrizacdo de

ferimentos.

Observa-se uma grande necessidade de novas pesquisas voltadas a
avaliacdo da eficacia terapéutica do LLLT em ferimentos que apresentem
retardo no processo de cicatrizacdo. O Jaser, além de seus efeitos
biomodulatérios no local onde é aplicado, parece influenciar no funcionamento
celular de todo o organismo. Assim, torna-se cada vez mais importante
padronizar métodos de aplicagcdo e avaliagao de possivel efeito sistémico da

terapia laser.
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7 CONCLUSOES

A aplicagao dos lasers A=830nm (arseneto de galio-aluminio; GaAlAs) e
A=685nm (fosfeto de indio-galio-aluminio; INnGaAIP) possui agéo sistémica sobre
o processo de reparo em feridas cutaneas padronizadas para o presente

experimento.

Neste estudo, o efeito sistémico do /aser, ficou demonstrado, no terceiro
dia de pés-operatério, junto ao ferimento cutaneo localizado mais distalmente ao

ponto de aplicacao do /laser.

A associagédo dos lasers vermelho e infravermelho, neste experimento,
resultou no mais evidente efeito sistémico em processo de reparo das feridas

cutaneas produzidas no dorso dos ratos.
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ANEXO A - Normas para pratica didatico-cientifica da vivissecgao de
animais®

Art. 01 — Fica permitida, em todo o territério nacional, a vivissec¢ao de animais,
nos termos desta lei.
Art. 02 — Os biotérios e os centros de experiéncias e demonstragdes com
animais vivos deverao ser registrados em érgao competente e por ele
autorizados a funcionar.
Art 03 — A vivisseccao nao sera permitida:

| — sem o emprego de anestesia;

Il — em centros de pesquisa e estudos n&o registrados em 6rgéo
competente;

lll — sem supervisdo de técnico especializado;

IV — com animais que ndo tenham permanecido mais de 15 dias em

biotério legalmente autorizados;

V — em estabelecimento de ensino de 1° e 2° graus e em quaisquer locais

frequentados por menores de idade.
Art. 04 — O animal s6 podera ser submetido as intervengcdes recomendadas nos
protocolos das experiéncias que constituem a pesquisa ou os programas de
aprendizagem cirurgica, quando, durante ou apds a vivissecgao, receber
cuidados especiais.

Paragrafo 1°. — Quando houver indicagdo, o animal podera ser

sacrificado sob estrita obediéncia as prescri¢gdes cientificas.

" BRASIL. Lei 6.638 de 08 de maio de 1979, que estabelece normas para a pratica didatico-
cientifica da vivissecgdo de animais e determina outras providéncias.
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Paragrafo 2°. — Caso n&o sejam sacrificados, os animais utilizados em
experiéncias ou demonstragdes somente poderao sair do biotério 30
(trinta) dias apds a intervencgéo, desde que destinados a pessoas ou
entidades idGneas que por eles queiram responsabilizar-se.

Art. 05 — Os infratores da lei estaréo sujeitos:
| — as penalidades cominadas no artigo 64, caput, do Decreto-lei 3.688 de
03/10/1941, no caso de ser a primeira infracio;
Il — a interdicdo e cancelamento do registro do biotério ou do centro de
pesquisas, no caso de reincidéncia.

Art. 06 — O poder Executivo, no prazo de 90 (noventa) dias, regulamentara a

presente Lei, especificando:
I — 0 6rgdo competente para o registro e a expedi¢cao de autorizagdo dos
biotérios e centros de experiéncias e demonstragées com animais vivos;
Il — as condi¢des gerais exigiveis para o registro e o funcionamento dos
biotérios;
lll — 6rgéo e autoridades competentes para fiscalizagdo dos biotérios me
centros mencionados no inciso |.

Art. 07 — Esta Lei entra em vigor na data da sua publicagéo.

Art. 08 — Revogam-se as disposi¢cdes em contrario.
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ANEXO B - Protocolo da Comissao Cientifica e de Etica da Faculdade
de Odontologia da PUCRS

Comissdo Cientifica e de Etica
<, Faculdade da Odontologia da PUCRS

Porto Alegre 30 de maio de 2005

O Projeto de: Pesquisa

Protocolado sob n°: 0032/05

Intitulado:

do(a) aluno(a):

Programa de:
do curso de:
Nivel:

Orientado pelo(a):

Anélise do efeito sistémico da laserterapia, vermelha
(Fosfeto de Gélio-Aluminio-indio-InGaAIP) e
infravermelha (Arseneto de Galio-Aluminio-GaAlAs), no
processo de reparo de feridas em dorso de ratos.

Diego Segatto Blaya, Prof. Dr. Jodo Blessmann Weber,
Daniel Humberto Pozza, Profa. Dra. Luciana Maria
Pedreira Ramalho, Prof. Dr. Edmar Santana

Cirurgia e Traumatologia Bucomaxilofacial
Cirurgia e Traumatologia Bucomaxilofacial
Mestrado

Profa. Dra. Marilia Gerhardt de Oliveira

Foi aprovado pela Comissao Cientifica e de Etica da Faculdade de Odontologia
da PUCRS em 27 de maio de 2005.

Profa. Dra. Marili Gejuardt de Oliveira

Jientifica e de Etica da

& |
™ §\ Presidente da Comiss&o
b Faculdade de Odgnfologia da PUCRS

Av. Ipiranga, 6681, Prédio 06 sala 209 Fone/Fax: (51) 3320-3538
Porto Alegre /RS — Brasil — Cx. Postal: 1429 e-mail: odontologia-pg@pucrs.br

90619-900




— @’
S \
.5 : Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul
T PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
Oficio 0517/07-CEP Porto Alegre, 14 de maio de 2007.

Senhor(a) Pesquisador(a):

Como & do seu conhecimento, ndo existe, em nivel
nacional, legislagio que estabelega critérios de utilizagdo de modelos animais em
projetos de pesquisa. Muitos pesquisadores encaminham seus projetos para
avaliagdo por Comité de Etica em Pesquisa de forma esponténea. N&o ha condigdes
de proceder a avaliagdo de um projeto de pesquisa ja realizado. Contudo, ao
analisar o material encaminhado foi possivel verificar que, se o projeto ao qual ele se
refere, tivesse sido encaminhado para avaliagdo prévia pelo Comité, o mesmo
estaria em condigbes de ser aprovado.

limo(a) Sr(a)
Dr(a) Marilia Gerhardt de Oliveira
N/Universidade

Campus Central
ms Av. Ipiranga, 6650 — 3%ndar - CEP: 90610-000
Fone/Fax: (51) 3320-3345
E-mail: cep@pucrs.br
www.pucrs.br/prppa/cep
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ANEXO C - Coloragdo com Hematoxilina — Eosina (H.E.)"
1. Lavar em agua corrente.
2. Imergir na hematoxilina por cinco minutos.

3. Mergulhar rapidamente no diferenciador (alcool 70° + HCI) duas ou trés

veZzes.

4. Imergir em agua por um minuto (quanto maior o tempo, mais intenso é o

azul).

5. Imergir na eosina por 10 a 15 segundos.

6. Lavar rapidamente em agua destilada.

7. Imergir em alcool 70° por um minuto.

8. Imergir em alcool 95° por um minuto, duas vezes.

9. Imergir no alcool absoluto por um minuto, duas vezes.
10. Lavar rapidamente em xilol.

11. Imergir em xilol (pode ser mantido no xilol até a montagem).

" Fonte: http://icb.usp.br/~miracz/LabVir/ecp/ecp.htm, capturado em 26/09/2003.



ANEXO D - Relatério Espechométrico

LABORATORIO DE IRRADIACAQO E RADIOMETRIA 13
GRUPO DE FISICA DAS RADIACOES — GFR

NUCLEO DE PESQUISA EM INTERACAO DA RADIAGAO COM A MATERTA

CENTRO DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO EM FiSICA - PUCRS

S
o

Data 13/09/05

MEDIDA DE IRRADIANCIA ESPECTRAL E IRRADIANCIA

[ 1. REQUERENTE

Razio Social/Nome: Faculdade de Odontologia da PUCRS — Marilia Gerhardt de Oliveira
Enderego: Av. Ipiranga, 6681 — Prédio 6
Cep: 90619-900

Cidade: Porto Alegre — RS

Telefone: 3320-3538

2. DESCRICAO DOS ITENS ENSAIADOS '/ " '”"ﬁ:‘

- Marca: DMC. I_,r"' "%;_‘ 'Q“\u\ P~ K,ﬂ:
- Modelo: Thera Laser. fﬂf Ve N\ NN J/
- Tensdo: 127 V. / J/ B ~/
- Niimero de série: TLSRD?:B‘[ V 4 ‘5_,'1' \ :
2.1 Tabela de Identificacio: \ VvV D”"\s,i\ V
— N, y N
Cédigo” | —, Tipo [ Poténcia Obs.
0006IEL/05 — 01 _Fonte LaserVis L 35mW -
00061E1/05 — 02/ Fonte Laser IR, 100 mW
| " 4 y N
;'.( ! F, / ‘ N\ N
[ [1] Ii}formagééi__fomec:ﬁ@ pelo requerente. ‘..f"*n; 3 N/ g
N AN | =
\ b a4 | I
\ b, ¥ / i
3. INSTRUM‘E}N’TO DBMEDIQA /

= Espectrormdjome&'o Deteccao cspectraJ,Jéntrc 250-1100 nm em intervalos de 1 nm, com largura
de banda nido cxccden&é‘n 2,5 nm.

- Certificado de Calibragio n”S0607T4717 de 07/06/05.

4, METODO DE MEDIDA

Método realizado de acordo com o Procedimento Técnico Interno de Medida de Irradiancia
Fispectral Difusa.

- Distancia fonte - detector: (2,5 £0,1) cm.
- Intervalos de medida: 400 - 800 nm e 750 - 1100 nm.

2000
Av. Ipiranga, 6681 - Prédio 96A / 104 Fone: (51) 3320-3682
CEP 90619-900 - Porto Alegre - RS — Brasil Fax: (51)3320-3616
Home-page: www. pucrs.br/glr E-mail: gfi@pucrs.br CNPJ 88630413/0002-81




LABORATORIO DE IRRADIACAO E RADIOMETRIA 23
GRUPO DE FiSICA DAS RADIACOES - GFR

NUCLEO DE PESQUISA EM INTERACAO DA RADIACAO COM A MATERIA

CENTRO DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO EM FISICA - PUCRS

Continuagio Data 13/09/05
5. RESULTADO DAS MEDIDAS ™

Tabela com Valores da Irradidncia Difusa ¢ Espectros das fontes identificadas pelo cadigo da
Tabela 2.1.

5.1 Tabela de Irradidncia Difusa e Comprimento de Onda:

cas Comprimento Irradidncia
Chilige de Onda Difusa
0006IEI/05 - 01 683 nm 2,87 Wm™
0006IEI/05 — 02 829nm |~ 1Wm
f
5.2 Anexo I: Espectros da Irradiincia Espectral Difusa x (.omépn\ento d& Onda, para as fontes de
radiagio identificada pelo codigo da Tabela 2.1. J/ \
/ )
[2] Observacaes: k‘%\ \ ﬁs’ é’*‘ﬁnﬁb.
AL\ hd .
- Incerteza das medidas: 251-400 nm : + 4.0 %, =+ 3.3.%; 900-1000: £ 5.1%; 1000-1100: £ 8.0%
- Para as medidas de irradiancia de barreir, s, tecides, entre ou da fonte
empregada a segumte ldenuﬁca.gao letra para a p: a barreira, le “B para se ' ente
das na Tabc

vamente.para as am%lrras ident 2.1, nfio sendo

extensivo a quaisquer lotes, mesmo,que similare

- O relatério cspcctmrradzomemc% deve ser reproduzido sem B?vm mm?ﬁ:{(;au \\.?
/ /
N\, / AN
“ \v 4
Esclarecimento: i/‘.\ ~,
\

ente Relatono ctross é n® 0006IE — GFR estd inserido na rede de convénio-
conrpera;ao sse Laboj m o dess ervigo. Go conseqiiéncia toda divulgacio dessas medidas
deveri ser acompanhada com a cnqao iltadosconcedidos ;eio Grupo de Fisica das Radiagdes (GFR-

PUCRS)”, n ”a
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\ \\j Porto Alegre, 13 de setembro de 2005.
"i\% ﬁ:’f'
Dra. M. R. Rizzatti
Coordenadora do GFR-PUCRS
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CEP 90619-900 - Porto Alegre - RS — Brasil Fax: (51)3320-3616

Home-page: www.pucrs.br/gft E-mail: gfr@pucrs br CNPJ 88630413/0002-81
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. o LABORATORIO DE IRRADIAGAQ E RADIOMETRIA 33
GRUPO DE FISICA DAS RADIACOES — GFR
NUCLEO DE PESQUISA EM INTERACAO DA RADIAGAO COM A MATERIA
CENTRO DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO EM FISICA - PUCRS

Continuagio Data 13/09/05
ANEXO I (3/3)
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Apéndice A
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cicatrizagao

Re-epitelizagio Edema Hiperemia = Hemorragia  Fibroblastos Linfécitos Necrose Corpo estranho Conjuntivo
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inic-0/total-1 sim-0/néo-1 sim-0/néo-1 sim-0/néo-1 perp-1/paral-0 sim-0/néo-1 sim-0/néo-1 sim-0/néo-1 sim-0/néo-1 alt-0/normal-9 grau de

Ferimento ot T
cicatrizagao

Re-epitelizagio Edema Hiperemia ~ Hemorragia Fibroblastos Linfécitos Neutréfilos Necrose Corpo estranho Conjuntivo
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inic-0/total-1 sim-0/néo-1 sim-0/nédo-1 sim-0/néo-1 perp-1/paral-0 sim-0/néo-1 sim-0/néo-1 sim-0/néo-1 sim-0/ndo-1 alt-0/normal-9 grau de

Ferimento

cicatrizago

Re-epitelizagao Edema Hiperemia Hemorragia Fibroblastos Linfécitos Neutréfilos Necrose Corpo estranho Conjuntivo

IV+V3-D1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
IV+V3-D2 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 2
IV+V3-D3 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 2
IV+V3-M1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 3
IV+V3-M2 0 1 1 1 0 1 1 0 1 1 7
IV+V3-M3 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 2
IV+V3-C1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 2
IV+V3-C2 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 3
IV+V3-C3 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 3
IV+V5-D1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
IV+V5-D2 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
IV+V5-D3 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 2
IV+V5-M1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 3
IV+V5-M2 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 4
IV+V5-M3 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 2
IV+V-5C1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 2
IV+V5-C2 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 2
IV+V5-C3 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
IV+V7-D1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 7
IV+V7-D2 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 8
IV+V7-D3 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 2
IV+V7-M1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 8
IV+V7-M2 1 1 0 0 1 1 1 0 1 0 6
IV+V7-M3 1 1 1 0 0 0 1 0 1 1 6
IV+V7-C1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
IV+V7-C2 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
1V+V7-C3 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
Legenda C- controle 3-3dias D1 - ferida dorsal animal 1

V - laser vermelho 5-5dias M1 - ferida mediana do animal 1
IV - laser infraverm. 7 -7 dias C1 - ferida caudal do animal 1



