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Resumo

Introducdo: Alguns dos fatores determinantes na resposta fotobiolégica da te-
rapia laser em baixa intensidade sdo o estado fisiolégico do tecido e as caracte-
risticas Opticas do feixe, como a polarizagdo de seu campo elétrico. Objetivos:
Investigaram-se o grau e a preservagao da polarizagdo linear em amostras de pele
de rato sadia e lesionada. Métodos: Criolesdes foram realizadas no dorso de ratos
e tratadas por quatro dias com 1J/cm? O campo elétrico do laser foi alinhado a 0°
e a 90° em relagdo a coluna vertebral dos animais. Resultados: A polarizagao foi
mantida nas camadas superficiais da pele, sendo mais preservada na pele quei-
mada. Durante o processo cicatricial, a lesdo cujo campo elétrico foi alinhado a 0°
em relacdo a coluna vertebral mostrou um grau de polarizagao semelhante aquele
da pele sadia. Conclusdes: O processo de reparacao da pele foi influenciado pela
polarizacao linear do feixe laser de He-Ne.

Descritores: Cicatrizagdo de feridas; Optica e fotonica; Terapia a laser de baixa
intensidade.

Abstract

Introduction: The physiological conditions of tissue and optical characteristics
of beam, like electric field polarization, are some of the determining factors in
the photobiological response of low intensity laser therapy. Objectives: The de-
gree and preservation of linear polarization in samples of healthy and injured rat
skin were investigated. Methods: Cryolesions were created in the lower back of
rats and treated for four days with 1J/cm?. The laser electric field was aligned in
0° and 90° to the backbone of the animals. Results: The polarization was main-
tained in the superficial layers of the skin, being better preserved in burned skin.
During the wound healing, the lesion whose electric field was aligned parallel to
the spine showed a degree of bias similar to that of healthy skin. Conclusions: The
repair process of skin was influenced by linear polarization of He-Ne laser beam.

Key words: Laser therapy, low-level; Optics and photonics; Wound healing.
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Introducéo

Experimentos sobre os efeitos médicos e
biolégicos obtidos com lasers em baixa intensi-
dade sdo relatados desde 1964'. A partir dessa
data, sabe-se que a irradiagdo de um tecido vivo
com lasers em baixa intensidade provoca, biol6-
gica e funcionalmente, um aumento na sintese
de proteinas da célula®?, além de mudangas na
distribuigdo de cargas elétricas na membrana
celular®. Os efeitos macroscépicos observados
sdo desde aceleracdo de cicatrizacdo a analge-
sia®67. E importante ressaltar, também, que os
resultados mostram a existéncia desses efeitos
numa ampla faixa de densidade de energia (0,05
- 5,0J/cm?) e para varios comprimentos de onda
(632,8nm; 694,3nm; 830nm; 10,6um), para luz po-
larizada e ndo polarizada. As experiéncias sdo
realizadas tanto com animais de experimenta-
¢do in vivo®° quanto com cultura de células in
vitro* %1112 Além disso, ha duvidas se os efeitos
atribuidos a irradiagdo Ilaser sdo especificos de
luz coerente”. A relagao exposigdo-resposta a ir-
radiagdo laser em baixa intensidade néo foi ain-
da elucidada, e os mecanismos basicos responsa-
veis pelos efeitos observados com esses tipos de
lasers no intervalo de dose terapéutica sdo, até o
momento, desconhecidos. Sabe-se, contudo, que
os niveis de energia conseguidos com terapia la-
ser de baixa intensidade, produzem mudancas
minimas e insignificantes na temperatura local.
O aquecimento induzido por essa terapia estd no
intervalo de 0,1 a 0,5 °C™ 15,

Quando a luz incidente é ndo polarizada,
os osciladores atomicos do meio irradiado dis-
persam a luz seguindo dire¢des aleatdrias, no
entanto, quando é polarizada, ha dispersdo da
luz em dire¢oes bem definidas. A polarizagao
é a vibracdo do campo elétrico em uma diregao
preferencial, por exemplo, lasers de He-Ne sao
randomicamente polarizados, isto €, seu campo
elétrico vibra aleatoriamente. Ao utilizar um
polarizador acoplado ao laser, o campo elétrico
passa a vibrar na direcao estabelecida pelo po-
larizador. Trabalhos sugerem que a direcao de
polarizacdo da radiagdo laser de He-Ne pode

acelerar a resposta biolégica durante a cicatri-
zagdo de queimaduras na pele de ratos e camun-
dongos. Os resultados obtidos demonstram que
a diregao de polarizagao do campo elétrico, que
é alinhada paralelamente a uma direcao refe-
rencial no animal, afeta o processo cicatricial,
particularmente a formagao do tecido conjun-
tivo na derme, consistindo em um importante
fator para a aceleracdo da cicatrizagdo de lesdes
inflamatérias'®.

O propésito neste trabalho foi medir o
grau de polarizacdo linear em amostras de pele
sadias e queimadas, cicatrizadas por laser ou
ndo, e verificar se a polarizacdo do feixe laser
pode contribuir para a aceleragdo do processo
de cicatrizagao.

Materiais e métodos

Animais

Neste experimento, foram utilizados qua-
tro ratos machos adultos Wistar (Rattus norvegi-
cus albinus), com massa corpérea de aproxima-
damente 300 g, oriundos do Biotério do Instituto
de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN). Os
animais foram anestesiados com injegdo intrape-
ritoneal de hidroclorido de ketamina (0,32 mL/
kg) e xilazina (0,2 mL/kg) e devidamente trico-
tomizados na regido dorsal. Ainda anestesiados,
sofreram trés queimaduras com N, liquido na
parte inferior do dorso, sobre a coluna vertebral,
seguindo o método de padronizagdo estabeleci-
do anteriormente por Ribeiro”. Nao foram ado-
tadas medidas de sedagdo apds a lesdo, a ndo
ser imediatamente antes das irradiacdes, com o
mesmo protocolo citado acima.

Os animais foram mantidos em condi¢oes
de luz e temperatura controladas, com alimen-
tacdo e agua ad libitum. Todos os procedimen-
tos experimentais foram conduzidos em acor-
do com as normas do Colégio Brasileiro para
Experimentagdo Animal (COBEA). A pesquisa
foi submetida ao Comité de Etica na Utilizacdo de
Animais do Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares (CEUA/IPEN), sob o nimero de pro-



tocolo 47/2009, com o titulo “Lasers de baixa in-
tensidade no processo de cicatrizagao de lesdes”.

Criolesdo

Utilizou-se uma barra cilindrica de cobre,
refrigerada a —196°C com nitrogénio liquido,
mantida em contato com a pele do animal por
cinco segundos, duas vezes consecutivas, com
intervalo de tempo de cinco minutos entre as
aplica¢des. Esse procedimento foi repetido por
trés dias consecutivos (dias 1, 2 e 3 do experi-
mento), sendo a primeira irradiacdo laser feita
apenas no dia 3, ocasido da dltima aplicagdo da
barra refrigerada. A drea da lesdo, determinada
pela drea da base do recipiente em contato com
a pele do animal, foi circular com 28 mm? (dia-
metro ®= 6 mm) (Figura 1).

@ Controle
® Ly
e L,
@ Sadia

Figura 1: Areas analisadas no dorso dos
animais de experimentagdo. C: leséo controle;
L, lesGo irradiada com a polarizag&o do laser
alinhada em paralelo a coluna vertebral do
animal; L : lesGo irradiada com a polarizag&o
do laser alinhada perpendicularmente a
coluna vertebral do animal; S: drea sadia
(sem leséo)

Irradiagéo

A fonte de luz foi um laser de He-Ne com
10 mW de poténcia 6tica continua, modelo 1300
UNIPHASE, EUA, A= 632,8 nm e diametro do

feixe de 2 mm, acoplado a um sistema 6ptico
composto por um polarizador do tipo Glan-
Thompson (modelo 10GT04AR.14 NEWPORT,
EUA), de razédo de extin¢do < 1x10°%, com trans-
missdo de aproximadamente 36%. Foi utilizado
um disco graduado como suporte do polariza-
dor, de modo que ele pudesse ser rotado em 90°.
Utilizou-se também uma lente convergente de
f=7 cm e um filtro de densidade neutra aproxi-
madamente igual a 0,04 para A= 632,8 nm. Por
altimo, utilizou-se uma objetiva (modelo SMC
6166358 PENTAX, Japdo) composta de duas len-
tes, de f= 5 cm e razdo 2:1, de modo a obter-
se um feixe de 6 mm. A poténcia de saida util,
ap6s o sistema de formatacdo de feixe, foi P~
1,8 mW, registrada por meio de um detector
de poténcia (modelo LM-1 COHERENT, EUA),
devidamente calibrado. A poténcia foi aferida
antes de cada experimento (Figura 2).

Polarizador

Feixe expandido
com 6mm de
didmetro

Figura 2: Arranjo experimental para
irradiacdo das lesdes

Baseando-se no trabalho de Ribeiro®, se-
guiu-se 0 mesmo procedimento para a irradia-
¢do das lesdes. Optou-se por uma série de qua-
tro irradiac¢des, aplicadas nos dias 3, 7, 10 e 14,
apoOs a primeira queimadura com a barra cilin-
drica, utilizando-se uma densidade de energia
de 1J/cm?, correspondendo a uma exposigao de
trés minutos.

Nos quatro animais utilizados foram cria-
das trés lesdes: a lesdo #1, controle (sem irradia-
¢do —L1); a lesdo #2 em que se incidiu o laser cuja
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polarizacao foi alinhada paralelamente & coluna
vertebral do animal (L2) e a lesdo #3 também foi
irradiada, porém com a polarizacdo alinhada a
direcao perpendicular relativa (L3).

As eutandsias ocorreram logo apds as ir-
radiacOes, sendo um animal sacrificado no dia
3, ap6s a primeira irradia¢do; um, no dia 7, ap6s
a segunda; um, no dia 10, apds a terceira e o dl-
timo animal no dia 14, ap6s a quarta irradiagao.
Uma camara de diéxido de carbono foi utiliza-
da para esses procedimentos. Botdes de &= 6
mm, correspondendo a pele lesada (irradiada
ou controle) e sadia (sem nenhum tipo de lesao)
foram retirados e fixados em suporte de metal
apropriado. Os suportes contendo as amostras
foram congelados em isopentano, um criopro-
tetor, e armazenados em N, liquido.

Obtencédo das amostras

Para obtengdo dos cortes paralelos a su-
perficie da pele sadia e da lesada em diferen-
tes espessuras, foi utilizado um micrétomo
de congelacdo (modelo HM 500 OM MICRON
LABORGERATE GmbH, Alemanha). Como a es-
pessura da epiderme do rato sadia é aproxima-
damente 45pm, fatias da pele na espessura de
10pm, 20um, 30um, 40um e 50um foram obtidas
a 21 °C e fixadas em lamina histolégica a tem-
peratura ambiente. As amostras foram conser-
vadas a =5 °C e, duas horas antes do momento
de realizacdo das medigdes, passaram a tempe-
ratura ambiente.

Medicdo da polarizagdo

Para estudo do grau de polarizacao line-
ar nas amostras de pele, utilizou-se a mesma
montagem experimental descrita anterior-
mente, porém na horizontal, acrescida de um
analisador depois das amostras. O analisador
consistiu em um polarizador Glan-Thompson
(10GT04AR.14 NEWPORT, EUA) acoplado a um
gonidmetro. As medigdes da intensidade do
feixe de luz foram realizadas por um detector
modelo LM-1 (COHERENT, EUA) ap6s o anali-

sador. As medidas foram obtidas a temperatura
ambiente.

Com base no trabalho de Sankaran e cola-
boradores', determinou-se o grau de polariza-
¢do linear para a propagacao de luz coerente em
meios turbidos, em que para um grau de polari-
zagdo P=1, a luz é completamente polarizada, ao
passo que P= 0 corresponde a luz completamen-
te nao-polarizada.

O grau de polarizacdo linear pode ser
obtido da expressdo (1). Devido a simetria azi-
mutal para as condi¢des em consideragdo, o
parametro de Stokes S, é zero. Portanto, para
calculo do grau de polarizagao linear, a lamina
foi posicionada entre os dois polarizadores. Os
parametros S, e S, foram obtidos das medigdes
del ., que corresponde a intensidade méxima,
obtida com os polarizadores em paralelo, eI,
correspondente a intensidade minima, obtida
com os polarizadores ortogonais, respectiva-
mente. O grau de polarizacdo linear é entdo
dado por:

—|I - Imi
PL_‘ max - Imin

Imax + Imin

(1)
Resultados

Na Figura 3, é possivel observar o grau
de polarizagdo linear para pele sadia e pele le-
sada (L1) obtido no terceiro dia pds-criagdo da
queimadura, em razdo da espessura da amostra.
Nesse periodo, as lesdes irradiadas L2 e L3 nao
apresentaram diferencas significantes em rela-
¢do ao grau de polarizagdo linear, quando com-
paradas a amostra controle L1.

Observa-se, na Figura 3, que a polarizagdo
na pele queimada é mais preservada, quando
comparada a sadia. Também é possivel notar
que, na espessura de 30 pym, o grau de polari-
zagdo linear diminui, voltando a aumentar na
espessura de 40 um. Analisando as amostras ao
microscopio de luz, observou-se que na espes-
sura de 30 um, encontra-se a interface epiderme-
derme, o que justifica a perda de polarizacao.



A Figura 4 retrata o grau de polarizacao
linear em razdo da espessura das amostras de
pele (L1, L2 e L3), no dia 7, apds a criagao das
lesdes. De acordo com os resultados, nesse pe-
riodo, ou seja, ainda na fase inflamatéria do
processo de cicatriza¢do, o grau de polarizagao
linear nado apresenta diferenga significante entre
as lesoes.

Observa-se nas Figuras 5 e 6, que a lesao
L2 possui um grau de polarizacao linear mais
baixo, quando comparada as lesdes L1 e L3, nas
espessuras de 40 um e 50 pm.
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Figura 3: Grau de polarizagdo linear para
pele sadia e lesada, obtida no terceiro dia
apods a criagdo da queimadura
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Figura 4: Grau de polarizac¢do linear para
as amostras L1, L2 e L3, no sétimo dia, apds
a criacgédo da ferida

Discussdo

Neste trabalho, foi investigado o grau de
polarizacao linear em amostras de pele de rato
sadia e queimada durante o processo cicatricial
de queimaduras. Os resultados obtidos indica-
ram que a polarizagdo linear é mantida nas ca-
madas superficiais da pele, sendo mais preser-
vada na pele lesada, quando comparada a sadia.
Conforme a lesdo cicatrizou, o grau de polariza-
¢ao linear se aproximou daquele observado na

pele sadia.
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Figura 5: Grau de polarizagdo linear para
as amostras L], L2 e L3, no décimo dia, apés
a criagdo da ferida
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Figura 6: Grau de polarizagdo linear para
as amostras L1, L2 e L3 no 14° dia apés a
criagcdo da ferida

593

Soppoo1[dD
SDIDUID



594

E bem conhecido que a polarizagdo per-
manece inalterada por meio de uma fina ca-
mada de células; entretanto, ao irradiar-se
um meio altamente espalhador, como o tecido
vivo, ela é perdida depois de uma determi-
nada profundidade’. A penetragdo Optica na
pele é afetada pelo forte espalhamento produ-
zido principalmente pelas fibras coldgenas®.
Todavia, um estudo experimental mostrou que
a polarizagdo linear pode ser preservada por
2,2 caminhos de transporte no comprimento
de onda de 632,8 nm?*. Portanto, a luz pode se
propagar por uma distancia de 1,5 mm na pele
humana sem a completa perda da polarizagao
linear. Convém ressaltar que esses estudos fo-
ram realizados em pele sadia, cuja estrutura é
bem caracterizada.

Sob condigdes fisioldgicas alteradas,
como uma queimadura, a pele perde suas ca-
racteristicas estruturais. De fato, um estudo de
Kolarova?* e colaboradores sobre a penetracao
da luz laser na pele in vitro mostrou que, ana-
lisando a profundidade de penetracdo nas ca-
madas individuais da pele em diferentes loca-
lizagGes sobre sua superficie, as propriedades
Opticas de espécimes in vitro sdo distintas para
pele normal e tecido de granulacao de tlceras
de pele. A medida da profundidade de pene-
tragdo da luz laser no tecido de granulacdo foi
2,5 vezes maior que a de penetracdo em pele
normal de espessura similar e, segundo Ttner
e Hode", o tratamento de feridas abertas pode
ser efetivo com luz polarizada, pois, nesse
caso, ndo ha epitélio para contribuir com o es-
palhamento da luz, reduzindo ou destruindo
a polarizacgao.

Os resultados aqui apresentados também
estdo de acordo com Jacques e colaboradores®,
que estudaram a transi¢do de luz linearmente
polarizada em luz aleatoriamente polarizada
durante a propagagdo em tecidos. Concluiram
que a randomizagdo da polarizagdo linear é
mais rapida em tecidos birrefringentes. As fi-
bras coldgenas na derme, por exemplo, sdo ale-
atoriamente direcionadas, embora elas estejam
orientadas, no plano longitudinal da pele. Por

isso, a luz linearmente polarizada incidente
sobre a pele sera despolarizada pelo colageno.
Entretanto, a epiderme e a derme superficial
(papilar) permitem a penetracao da luz pola-
rizada com modesta despolarizagdo. Assim,
esses autores comprovaram que a polarizagdo
na pele, em um modelo porcino, persiste por
265 pm além da epiderme, cuja espessura va-
ria entre 60 e 100um.

Também, Ripley e colaboradores* obser-
varam que as propriedades opticas de fibroide
sdo mais baixas que as do miométrio e sugeri-
ram que isso pode ser devido as diferencas de
anatomia e vascularidade.

Quanto a aceleracdo do processo cicatri-
cial, é possivel observar nas Figuras 5 e 6 que a
lesdo L2 possui grau de polarizacdo linear mais
baixo, similar ao da pele sadia, o qual foi ante-
riormente observado na Figura 3. Isso sugere
que, a partir do décimo dia apés a criagao das
lesdes, a pele irradiada com o campo elétrico do
laser alinhado em 0° com a coluna vertebral do
animal estdo num estdgio de cicatrizacdo mais
avancgado.

De fato, Silva e colaboradores? verifica-
ram que o vetor campo elétrico da radiagdo la-
ser polarizada afeta a organizagdo do colageno
na derme, pois as lesdes irradiadas, usando a
polarizacao paralela alinhada a direcdo caudal-
occipital, mostraram maior birrefringéncia, in-
dicando que os feixes de colageno nessas lesdes
sdo mais organizados e em estdgio mais avan-
cado de cicatrizacdo do que as lesdes irradiadas
usando a direcdo perpendicular relativa.

Assim, propde-se que as condigdes fisiol6-
gicas da pele e as propriedades 6pticas do feixe
laser sejam consideradas na escolha dos parame-
tros adequados da radiacao a fim de que se ob-
tenha uma dosimetria 6tima para a terapia com
lasers em baixa intensidade.

Conclusodes

Os resultados obtidos neste trabalho in-
dicam que, nas condi¢des utilizadas, a luz po-



larizada pode ser preservada nas primeiras ca-
madas da pele. Além disso, verificou-se que o
grau de polarizacao linear foi mais preservado
nas amostras queimadas, quando comparado as
amostras de pele sadia. Durante o processo de
cicatrizagdo, o grau de polarizacdo linear para
as amostras de pele num estagio de reparacdo
mais avancado foi similar aquele da pele sadia,
principalmente quando alinhada paralelamente

ao longo eixo da coluna vertebral do animal.
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