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Resumo

Introducdo: Terapia com laser tem sido amplamente estudada por seu efeito ci-
catrizante; contudo, poucos estudos foram desenvolvidos avaliando resisténcia a
tensdo pos-fototerapia. Objetivo: Analisar a tensdo cicatricial em incisdes cuta-
neas de ratos, ap6s terapia laser (InGaAlP-670nm). Método: Vinte ratos Wistar,
divididos em dois grupos (placebo/irradiado), sofreram incisdo cutanea no dor-
so. O grupo irradiado recebeu dose de 6]/cm? e no grupo placebo o equipamento
manteve-se desligado. Ap6s sacrificio, em trés e sete dias pds-cirurgia, amostras
de pele foram submetidas a andlise ténsil-histologica. Resultados: Observou-se
diferenga significante na for¢a de ruptura intergrupos, assim como tendéncia
de diminui¢do na deformacdo maxima, porém sem expressividade estatistica.
Ocorreu redugéo do infiltrado inflamatdrio e aceleragdo de fibroplasia e angio-
génese, compativeis com elevagdo da sintese de coldgeno na area das lesdes no
grupo irradiado. Conclusao: A terapia com laser de baixa intensidade aumenta a
resisténcia ténsil da pele, melhorando a resposta reparacional, reduzindo riscos
de deiscéncia e complicagdes pos-cirdrgicas.

Descritores: Cicatrizagao de feridas; Lasers; Pele.

Abstract

Introduction: Laser therapy has been widely studied for its healing; however,
few studies have been developed to evaluate tensile strength after photothera-
py. Objective: To analyze voltage scar skin incisions in rats after laser therapy
(InGaAlIP-670nm). Method: Twenty rats were divided into two groups (placebo/
irradiated), underwent skin incision on the back. The irradiated group received
a dose of 6]/cm? and in the placebo group the equipment remained off. After sac-
rifice, three and seven days post-surgery, skin samples were subjected to tensile-
histological analysis. Results: It was observed significant difference in breaking
strength between groups, decrease in maximum deflection (without statistical
expression), reduction of the inflammatory infiltrate and acceleration of fibro-
plasia and angiogenesis, consistent with increased synthesis of collagen in the
area of lesions in the irradiated group. Conclusion: Therapy with low-intensity
laser increases the tensile strength of the skin, enhancing tissue repair response,
reducing risks of dehiscence and postoperative complications.

Key words: Lasers; Skin; Wound healing.
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Introducéo

A ferida constitui uma interrup¢ao da
continuidade de um tecido corpéreo, causada
por qualquer tipo de trauma fisico, quimico,
mecanico ou desencadeada por uma afeccdo
clinica, que estimula a defesa do organismo
lesionado iniciando o processo cicatricial. A
cicatrizagdo dessas lesdes é um processo efi-
caz e dinamico fisiologicamente, tendo como
finalidade a recuperagao da estrutura tissular
para manter sua funcionalidade, mesmo com a
perda tecidual que ocorre no inicio do processo
lesdo-reparagao tecidual'.

O processo de cicatrizagdo tecidual en-
volve muitos eventos bioldgicos, tais como co-
agulagdo, inflamagdo, formagdo de tecido de
granulagdo, contracdo do ferimento e remode-
lagdo tecidual. Apés 24 horas do acometimento
lesional, as células epiteliais migram da epider-
me para invadir o codgulo. Em ferimentos de
bordas bem-aproximadas, do tipo incisional, no
decorrer de 48 horas uma camada continua de
células epiteliais recobre o ferimento. No tercei-
ro ou quarto dia, o tecido de granulagao se so-
brepde e inicia-se a deposicdo de coldgeno. No
primeiro més, ha uma proporcionalidade entre a
resisténcia ténsil e a quantidade e qualidade do
coldgeno no ferimento?.

Os profissionais da area de satide se de-
param constantemente com desafios no trata-
mento de feridas ndo cicatrizadas, ou com di-
ficuldade de cicatrizagdo. A fisioterapia tem
demonstrado atuar na prevencdo e tratamento
de tais feridas, usando recursos fisicos como o
laser, para acelerar o processo de cicatrizacdao
dos tecidos envolvidos®*. A terapia com laser
de baixa intensidade (TLBI) tem sido sugerida
como opgao terapéutica efetiva para modulagao
da dor e favorecimento do processo reparacio-
nal da cicatrizacao cutanea’.

Apesar de qualquer laser apresentar as ca-
racteristicas de monocromaticidade, coeréncia e
colimacao, os efeitos bioldgicos podem ser dife-
rentes, dependendo do comprimento de onda,

parametros de irradiagdo e caracteristicas do te-
cido irradiado®.

Os lasers de baixa intensidade apresentam
efeitos conhecidos como fotobiomoduladores os
quais sao importantes na cicatrizagao, no que se
refere ao aumento da formagao de tecido de gra-
nulacdo®’, neovascularizagao® e proliferacdo de
fibroblastos®, rapida epitelizagao®°.

Interacao eficiente do laser com o tecido
tratado requer correspondéncia entre as carac-
teristicas de um e outro (por exemplo, o tecido
deve absorver bem a radiagdo no comprimento
de onda emitido pelo laser). Quando radiacao de
baixa intensidade é usada, minimiza-se o efeito
térmico e a energia absorvida, gerando essen-
cialmente efeitos fotobiomoduladores™ .

Apesar da existéncia de vérios estudos
sobre a fototerapia no processo cicatricial, a re-
sisténcia da cicatriz é pouco abordada pela co-
munidade cientifica, embora seja extremamente
importante na area clinica. Em decorréncia dis-
so, este estudo prop0s a andlise tensiométrica da
pele, ap6s terapia com laser, em cicatrizes inci-
sionais no dorso de ratos.

Materiais e método

O projeto de pesquisa foi submetido a
apreciacio do Comité de Etica e Pesquisa da
Faculdade Integral Diferencial (Teresina, PI) e
obteve aprovacao, sob protocolo n°253/09, se-
guindo os principios éticos da experimentacdo
animal, de acordo com as Normas Internacionais
de Protecdo aos Animais e do Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal (COBEA).

Foram estudados 20 ratos (Rattus norvegi-
cus albinus) machos, da linhagem Wistar, pesan-
do entre 200 a 250g, provenientes do biotério da
Faculdade Santo Agostinho (Teresina, PI). Os
animais foram distribuidos e acondicionados
aleatoriamente em caixas especificas para ra-
tos, mantidos desde o nascimento em um ciclo
claro/escuro de 12/12 horas, com alimentagao e
agua ad libitum (Tabela 1).



Todos os animais receberam, por via
subcutanea, um pré-tratamento com atropina
(relaxante muscular), na dose de 0,04mL para
cada 100g de peso corporeo, aguardando-se 15
minutos para o procedimento anestésico'?. Os
animais foram submetidos a anestesia disso-
ciativa com xilazina e quetamina na proporcdo
de 1:1, na dose de 0,lmL para cada 100g do peso
do animal, sendo depilados na regiao dorsal 24
horas antes do procedimento cirtirgico. Apods a
anestesia, realizou-se uma incisao longitudinal-
mente (3 cm) a pele da parte mediana do dorso,
poupando musculos subjacentes. Em seguida, as
bordas da ferida foram suturadas, com quatro
pontos simples, sendo utilizado fio de nylon mo-
nofilamentar 4-0" 1.

Tabela 1: Divisdo de grupos experimentais

&r:%? Su(t;g_z;)po Sacrificio | Tratamento
A A, 3°PO Placebo
A 7°PO Placebo
B B, 3°PO Laser
B, 7°PO Laser

O grupo A (placebo) recebeu simulagdo
de irradiacdo com equipamento de fototerapia
desligado nos mesmos periodos do grupo trata-
do. O grupo B foi submetido a tratamento com
irradiacdo a Ilaser: i) nos 30 minutos posteriores
a lesdo, e ii), apds 48 horas. A fototerapia foi re-
alizada utilizando-se um laser de Fosfeto de
Indio Galio Aluminio (InGaAlP) de baixa inten-
sidade (PHYSIOLUX DUAL, Bioset — Inddtstria de
Tecnologia Eletronica Ltda., Brasil). A irradiagao
foirealizada de forma pontual, transcutdnea, per-
pendicularmente a pele do animal, com contado
e localizada entre os pontos de sutura (Tabela 2).

Decorrido o experimento, procedeu-se ao
sacrificio dos animais com aplicagdo de uma
dose excessiva de anestesia®. A seguir, retirou-
se o fio de sutura e o fragmento de pele para
analise tensiométrica e histologica™.

A resisténcia da cicatriz cutanea foi medi-
da retirando-se um retalho de pele de 4x2 cm
transversal a cicatriz, e em sua parte média. Em

Tabela 2: Pardmetros de irradiac¢éo

Parametros do laser

Diodo InGalP
Densidade de energia 6J/cm2
Poténcia 16mW
Comprimento de onda 670nm
Area do feixe 0,09cm?
Tempo 33,7s
Numeros de pontos 2

seguida, as amostras foram alocadas em reci-
pientes com solugdo de Ringer Lactato e enca-
minhadas imediatamente (tempo inferior a 60
minutos) para submissao ao teste de resisténcia
a tensdo no Laboratério de Ensaio Mecanico
(Servico Nacional de Aprendizagem Industrial
— SENAI, Teresina — PI), por meio da Maquina
de Ensaio DL20000 (Emic — Equipamentos e
Sistemas de Ensaio Ltda, Brasil), com garras de
pressdo ajustaveis manualmente e sistema ele-
tronico de aquisi¢do de dados com utilizag¢do do
software Tesc, versao 1.01%.

A pele sofreu pingamento por meio de um
dispositivo de ago inoxidavel com pressdo gra-
dual, observando-se a for¢a de ruptura (FR) e a
deformacao maxima (DM). A FR corresponde ao
maior valor de forca necessario durante a tragdo
da amostra, ou seja, o maior valor de resistén-
cia da amostra para que se atinja a ruptura; a
DM da o valor de deslocamento (deformacao so-
frida pela amostra) entre uma garra e outra do
magquindrio até a ruptura total do fragmento. A
tracao ocorreu com velocidade de 50 mm/min. e
a forca de tragdo foi constantemente mensurada
automaticamente.

A porgao distal da lesao (1cm) foi fixada em
formol a 10% e submetida a processamento histo-
l6gico. De cada amostra foram obtidos oito cortes
semisseriados (5pm), sendo quatro corados por
Hematoxilina-Eosina, e quatro, com Tricrémico
de Masson. A andlise do nimero de fibroblas-
tos, vasos sanguineos e células inflamatorias foi
realizada nos cortes corados com Hematoxilina-
Eosina, e a andlise da drea do coldgeno, nos cortes
corados com Tricromico de Masson.
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As laminas histolégicas foram submetidas
a andlise por microscopia 6ptica e captura de
imagem digital, no laboratério de Fisiologia e
Farmacologia do Instituto de Desenvolvimento
e Pesquisa da Universidade do Vale do Paraiba.
A captura das imagens foi efetuada por meio
de uma camara digital da marca Nikon®, mo-
delo Coolpix 5400, com resolugao de 2592 X 1944
pixels e acoplada a um microscépio binocular,
modelo Eclipse E200, da mesma marca, com
objetivas planacromaéticas. Para o acoplamento
desses equipamentos usou-se um adaptador de
camera digital da marca Meiji Techno®, modelo
MA 151/40/52. As fotomicrografias foram ob-
tidas em aumentos de 40 e 100 vezes e arma-
zenadas no formato JPEG (Joint Photographic
Experts Group).

Para a andlise quantitativa das células, uti-
lizou-se o programa Image] versao 1.43s. Através
do plugin Cell Counter, realizou-se a contagem
manual das células inflamatorias, fibroblastos e
vasos sanguineos. Com o plugin Threshold Colout,
analisou-se a quantidade por area de colageno.
Todas as varidveis obtidas no estudo foram ana-
lisadas com o auxilio do programa GraphPad
Prism®, versao 2.00. Os resultados foram sub-
metidos a analise de varidncia (ANOVA) para
multiplas comparagdes, seguida do teste “t”
Student para comparagao entre os grupos place-
bo e laser, considerando um nivel de significan-
cia de 5% (p<0,05).

Resultados

Na observagdo macroscopica das lesoes,
nao foi detectado nenhum sinal de infec¢do da
ferida cirtrgica ou mesmo deiscéncia de sutura
da pele.

Andlise tensiométrica

Na andalise da tensdo cicatricial dos reta-
lhos cutdneos, no terceiro e sétimo dia pos-ci-
rurgia, observou-se forga de ruptura superior no
grupo placebo no terceiro dia pés-cirurgia em

relacdo ao grupo laser. No sétimo dia, apds a ci-
rurgia, a forga de ruptura foi superior no grupo
tratado com laser (Figura 1).

7000 p=0,0873
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Figura 1: Forca de ruptura dos grupos placebo
e laser no 3° e 7° dia poés-cirurgia. Valores
expressos em média + desvio-padréo

Nao foram observadas diferencas signi-
ficativas na Deformagdo Maxima do retalho
cutdneo entre os grupos placebo e laser, tanto
no terceiro quanto no sétimo dia pds-cirurgia
(Figura 2).

Deformagao méaxima (mm)
(=)

Placebo Laser

‘lSdias O 7 dias

Figura 2: Grdfico comparativo das médias de
Deformacgdo Mdaxima dos diferentes grupos
no terceiro e sétimo dia poés-cirurgia. Valores
expressos em média + desvio-padréo

Andlise histologica
Na anélise dos cortes histolégicos verifi-
cou-se, no terceiro dia pds-cirurgia, um padrao



histolégico menos organizado que no sétimo dia
poés-cirurgia em ambos os grupos (Figura 3).

experimentais nos diferentes momentos da
reparacgdo tecidual. Grupos placebo (A, e
A)) e laser (B, e B,) no terceiro e sétimo dia
pos-cirurgia

Em comparagdo ao grupo placebo
(Figura 3. A)) observou-se menor concentra-
cao de células inflamatdrias no grupo laser no
terceiro dia. No grupo laser, pode-se observar
maior presenca de liquido em meio ao inters-
ticio no terceiro dia pds-cirurgia. Contudo, a
presenga de fibroblastos era mais evidente no
grupo tratado com luz, nesse tempo experi-
mental (Figura 3. B)).

No sétimo dia pds-cirurgia, verificou-se
menor presenga de células inflamatérias e de
sintese no grupo laser. Nesse grupo, foi possivel
observar maior concentragdo de coldgeno, com
fibras bem organizadas, quando comparado ao
grupo placebo, ambos no sétimo dia pés-cirur-
gia (Figuras 3. A, e B)), indicando tecido mais

Carvalho KdeC et al.
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Figura 4: Area de coldgeno no terceiro e
sétimo dias pods-cirurgia. Valores expressos
em média + desvio-padr&o

maduro em comparagdo ao grupo placebo em
mesmo periodo de reparo.

Area do coldgeno

A medida que o reparo tecidual evolui os
feixes de colageno aumentam em niimero, tama-
nho e espessura proporcionando maior resistén-
cia a cicatriz (Figura 4).

A érea de coldgeno apresentou-se signifi-
cativamente maior no grupo laser em relagdo ao
grupo placebo, tanto no terceiro quanto no séti-
mo dia pés-cirurgia.

A cicatrizacdo é um processo dindmico
no qual o tecido lesado é substituido por tecido
conjuntivo vascularizado. Isso ocorre em fases
do processo de reparagdo como inflamacao, pro-
liferagdo, sintese (fases iniciais) e remodelacao
(fase final). Na Tabela 3, podem ser observados
os valores das células inflamatérias, fibroblastos
e vasos, relacionados as fases iniciais do proces-
so de reparo tecidual.

Tabela 3: Valores médios de células inflamatdrias, fibroblatos e vasos no 3° e 7° dia pés-operatério

L Placebo Laser Placebo Laser
Variaveis histolgicas : P , P
3%°dia 7° dia
Células inflamatadrias 217 +25 148 + 10 0,0076 100 +7 70+13 0,0029
Fibroblastos 98+8 114 £13 0,0447 108+9 109 +7 NS
Vasos 0,6+0,5 3,0+1,6 0,0161 1,4+11 3,2+24 NS

Dados expressos em médias + desvio-padrao. P= diferenca significativa entre os grupos placebo e laser.

NS = nao significativo

ConScientiae Saude, 2010;9(2):179-186.
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O ntimero de células inflamatoérias foi sig-
nificativamente maior no grupo laser, tanto no
terceiro quanto no sétimo dia pos-operatorio. O
namero de fibroblastos e vasos foi significativa-
mente maior no grupo tratado com Ilaser no ter-
ceiro dia, quando comparado ao grupo placebo.
Contudo, nao foram observadas diferencas sig-
nificativas entre os grupos no sétimo dia, tanto
para o nimero de fibroblastos quanto de vasos
sanguineos.

Discussdo

A proposicao deste estudo foi observar o
efeito da fototerapia a laser na cicatrizagdo, apos
incisdo em tecido cutdneo de ratos, enfatizando
a resisténcia a tracdo dessa cicatriz e sua evolu-
¢do histolégica.

A TLBI é uma opgao terapéutica para acele-
rar a cicatrizagao por sua agdo bioestimuladora,
analgésica e anti-inflamatodria. Tem sido relatada
a maior deposicao de fibras colagenas, bem como
a minimizagdo da presenca de células inflamaté-
rias na zona de lesdo, apés terapia com laser'® Y.
Segundo estudos, esse tipo de terapia promove
um efeito cicatricial por meio do aumento da ati-
vidade mitdtica, nimero de fibroblastos, sintese
de colageno e neovascularizagdo® .

A resisténcia de uma cicatriz operatéria,
medida pela tensdo méaxima, é um parametro
bastante empregado na avaliagdo do processo de
cicatrizagdo®, o que justifica a escolha do méto-
do avaliativo proposto neste estudo para analise
de tecido cutaneo tratado com equipamento de
fototerapia, que tem por objetivo a otimizagao
do reparo tecidual e o aumento da resisténcia
cicatricial, principalmente na fase de sintese e
remodelacdo.

No decorrer do processo cicatricial, inicia-
se a sintese do colageno pelos fibroblastos, ao
mesmo tempo em que ocorre o aumento da re-
sisténcia ténsil da ferida. Nas primeiras duas se-
manas do processo reparacional, a resisténcia da
cicatriz é diretamente proporcional a quantida-
de de colageno depositada® ?*>. Comparando-se

o grupo placebo com o tratado (laser), no terceiro
dia pos-cirurgia, os resultados mostram que a
média de forga necessaria para romper a cicatriz
no grupo placebo alcanca indices maiores que
no tratado. No inicio do processo de reparagao
tecidual, o tecido cicatricial ainda é muito deli-
cado e sua resisténcia é pequena e a resisténcia
ténsil da cicatriz (tracdo) depende quase que ex-
clusivamente da capacidade de sustentacao das
suas bordas®. Na andlise histolégica, observou-
se maior espagamento no intersticio, sugerindo
presenca de exsudato mais evidente no grupo
tratado. Entretanto, o nimero de células infla-
matoérias foi menos evidente nesse grupo. Essa
maior concentragao de liquido no intersticio e o
nimero de vasos sanguineos podem ter acarre-
tado menor resisténcia a ruptura para o grupo
laser. No entanto, essa reduzida resisténcia a
tensdo ndo comprometeu a deformagdo maxi-
ma do tecido. Apds sete dias da lesdo, o efeito
de redugdo do processo inflamatério, associa-
do ao estimulo celular (nimero de fibroblastos)
e de sintese de coldgeno acarretaram aumento
da forca de ruptura no grupo tratado em rela-
¢do ao placebo. Segundo Nunes Jr.? a forca de
ruptura esta relacionada com a resisténcia me-
canica e com o contetido de fibras coldgenas, en-
quanto a deformagdo méaxima estd relacionada
com a elasticidade e, nesse caso, com o conteu-
do de fibras eldsticas. De acordo com Hawkins
e Abrahamse®, os grupos tratados apresentam
declinio brusco de células inflamatérias para
ceder espacgo aos fibroblastos, o que determina
o recuo da fase inflamatéria almejado na cica-
trizagdo de feridas incisionais®. Evidencia-se
no sétimo dia maior ndmero de fibroblastos no
grupo tratado; com presencga de fibras colagenas
mais coesos e organizados, corroborando acha-
dos de Yasukawa et al.’?. Esses dados confirmam
estudo de Nascimento et al.*® em feridas inci-
sionais, no qual observou a acgao do laser HeNe
(632,8 nm) sobre a aceleragdo da sintese de cola-
geno e diferenciacdo dos fibroblastos.

Estudos de Corazza et al. verificaram que
a TLBI, com dose de 5 J/cm? estimula a angio-
génese. A neoangiogénese é uma das caracte-



risticas histolégicas mais importantes do tecido
de granulagdo no processo de cicatrizagao cuta-
nea'. No trabalho aqui apresentado, observou-
se um nimero de vasos superiores no grupo la-
ser em relacdo ao grupo placebo no terceiro dia

pos-cirurgia.

Conclusado

O tratamento com laser InGaAlP, no com-
primento de onda 670nm e densidade de energia
6J/cm?, interferiu na cicatrizacao de peles de ratos
incisionadas e suturadas, produzindo aumento
na forga de ruptura e diminuigdo da deformagao
maéxima na andlise tensiométrica, provavelmen-
te pela sintese de colageno mais pronunciada. A
avaliagdo histologica evidenciou modulagao do
processo inflamatério pela TBLI, promovendo,

assim, aceleracdo do reparo cicatricial.
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