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Resumo

Objetivo: O presente estudo avaliou o efeito do laser arseneto de galio-aluminio (GaAsAl) 830nm
(30j/cm?) e da pomada Dersani® no processo cicatricial cutineo de ratos wistar, em relacio a pro-
liferacao fibroblastica e revascularizacdo. Material e métodos: Foram utilizados 18 ratos wistar
adultos jovens, machos, com peso médio de 324 g, provenientes do Biotério do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Vigosa. Foram feitas cinco feridas de 12 mm no dorso dos
animais utilizando bisturi. Os animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos, cada grupo
com seis animais: Grupo 1: Controle - os animais tiveram a ferida tratada com salina, Grupo 2:
Feridas tratados com laser GaAsAl (830nm) 30]/cm? e Grupo 3: Feridas tratadas com Dersani®. As
aplicacOes foram feitas diariamente durante 20 dias de experimento. O material para analise histo-
logica foi corado com hematoxilina-eosina (HE), fotografados e analisados por meio do programa
Image Pro-plus®, por contagem de pontos sob células de interesse. Resultados: Foi observado maior
namero de fibroblastos nos grupos tratados com o laser GaAsAl e com a pomada Dersani®, quando
comparados ao controle no quarto dia do experimento. No entanto, no oitavo dia o grupo tratado
com laser apresentou um nimero significativamente menor de fibroblastos, quando comparado ao
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controle e 20 Dersani®. Em relagdo a revascularizagio foi observada diferenca significativa entre
o laser e o Dersani® no oitavo dia de experimento, em que o Dersani® se mostrou mais efetivo na
formaciao de vasos sanguineos. Conclusdo: O grupo tratado com o laser GaAsAl no quarto dia
aumentou significativamente a quantidade de fibroblastos quando comparado ao controle.

Palavras-chave: Cicatrizacao. Revascularizagdo. Laser arseneto de galio-aluminio. Feridas cutaneas.

Abstract

Objective: The present work evaluates the effect of the gallium-aluminum arsenide (GaAsAl) (30j/cm?) laser and
ointment Dersani™, on the cutaneous cicatricial process the wistar rats, in respect of fibroblast proliferation and
revascularization. Materials and methods: The study made use of 18 wistar rats, young adults, males, with
medium weight of 324 g, from the animal house of Centro de Ciéncias Biologicas e da Saiide (Health and Biological
Sciences Center) of Universidade Federal de Vicosa, MG, Brazil. Five 12 mm wounds were made in the dorsal region
of the rats using scalpel blades. Animals were separated in 3 groups, each one with six animals. Group 1: Control -
Animals had the wound treated with saline; Group 2: Wound treated with GaAsAl (30]/cm?) laser; and Group 3:
wound treated with Dersani™. The applications were made daily during 20 days of experiment. The material for
histological analyses was stained with hematoxilin-eosin (HE), photographed and analyzed using the program Image
Pro-plus™ through enumeration of points under the cells of interest. Results: It was observed an increase in the
number of fibroblasts in the groups treated with GaAsAl 30]/cm? and with Dersani™ ointment when compared
to controls in the fourth day of experiment. However, in the eighth day the group treated with laser presented a
significant reduced number of fibroblasts when compared to control and Dersani™ groups. In relation to revascu-
larization, significant differences between laser and Dersani™ were observed in the eighth day of the experiment,
where to Dersani™ showed to be more effective in the formation of blood vessels. Conclusion: The group GaAsAl
laser on the fourth day, there was a significantly greater quantity of fibroblasts compared to control group.

Keywords: Cicatrization. Revascularization. GaAsAl laser. Cutaneous wounds.

Introdugao

A pele é o maior 6rgao do corpo humano, esta presente em toda superficie externa do corpo e exerce
importantes funcoes (1). A derme ¢ o tecido conjuntivo no qual se apoia a epiderme e que une a pele ao tecido
celular subcutaneo (2). Os fibroblastos sao as células mais comuns do tecido conjuntivo e secretam a matriz
extracelular, que ¢ rica em fibras colagenas, fibras elasticas, reticulares e substancia fundamental (1, 3). Quando
um tecido ¢ lesado, os fibroblastos proximos proliferam, migram para a ferida e produzem quantidades de
matriz rica em colageno, que ajuda a isolar e reparar o tecido lesado (3).

O processo de cicatrizagdao envolve migragao de células inflamatorias, sintese de tecido de granulagao,
deposicao de colageno de proteoglicanos e a maturagao da cicatriz, estando associado a intensa remodelagao
(1). Considerando-se que o processo de cicatrizagao ¢ um fenéomeno local do qual participam elementos
comuns a varios setores do organismo, ¢ facil imaginar que fatores ambientais e fisiologicos exercam grande
impacto na evolugao da cicatrizacdo (4).

Os colagenos sao as principais proteinas da matriz extracelular, tendo papel fundamental na arquite-
tura tecidual, na resisténcia dos tecidos e em uma ampla variedade de interagoes célula-célula e célula-matriz
(5). A quantidade de colageno aumenta com o tempo e por volta de duas semanas suas fibras passam a
predominar na matriz extracelular. O colageno tipo I1I vai sendo substituido por colageno tipo I, que possui
fibras mais densas e confere a cicatriz maior resisténcia. As células fagocitarias diminuem em quantidade
e o tecido de granulagdo passa a ser constituido por um tecido conjuntivo progressivamente mais denso e
menos vascularizado (5).
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A elaboragao subsequente de vasos envolve a produgao de veias colaterais por meio de dois meca-
nismos diferentes: brotamento e divisao celular (6, 7). Os plexos vasculares resultantes saio remodelados para
diferenciar grandes e pequenos vasos. O endotélio ¢ entiao preenchido por células acessorias e células muscu-
lares lisas. A importancia da angiogénese esta baseada no fato de que este processo ¢ a chave numa série de
eventos fisiologicos precedentes a cura das feridas (7, 8).

Alguns autores estimam que aproximadamente 3% da populac¢ao brasileira é portadora de algum tipo
de lesdao na pele. Atualmente, sio muito utilizados emplastos e pomadas na tentativa de acelerar este processo
(9). A fisioterapia atua na recuperacao de tecidos organicos lesados, utilizando varios métodos e técnicas
que visam, de modo geral, a melhorar o bem-estar fisico e psiquico do individuo (10). Dentre essas técnicas
destaca-se o laser, que tem grande eficacia no processo cicatricial e cujo éxito se deve as respostas que induz
nos tecidos, como redug¢ao do edema e diminui¢ao do processo inflamatério (10).

Dentre os varios efeitos do laser na célula, destaca-se sua agao sobre a cadeia transportadora de elé-
trons. Para Passarela (11), os efeitos estimulatorios da laserterapia estd sob os fotorreceptores, que sao impot-
tantes componentes da cascata de eventos que ocorrem na cadeia respiratoria das mitocondrias, estimulando
a transferéncia de elétrons, gerando mais ATP e, assim, influenciando o metabolismo celular. A magnitude
do efeito biomodulador depende do estado fisiolégico em que as células sao encontradas no momento da
irradiagao, o que explica o motivo pelos quais os efeitos nao seguem uma padroniza¢ao (12, 13). A biomo-
dulacao laser pode influenciar as fungoes celulares, como estimulagao ou inibi¢ao de atividades bioquimicas,
fisiologicas e proliferativas (14-10).

O objetivo do presente estudo foi analisar os efeitos do laser Areseneto de Galio Aluminio (GaAsAl)
e a pomada Dersani® no processo cicatricial da pele de ratos wistar, por meio da quantificacio de fibroblastos
e revascularizacao.

Materiais e métodos

Foram utilizados 18 ratos wistar (Ratfus norvegicus), machos, com peso médio de 324 g, dez semanas
de vida, sadios, provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal
de Vigosa. Esses animais foram mantidos em condi¢es naturais de luz, temperatura e umidade, em gaiolas
individuais e diariamente higienizadas. Os animais foram separados aleatoriamente em trés grupos, com seis
animais cada. O grupo 1 constituiu-se de animais submetidos ao tratamento com o laser GaAsAl, com com-
primento de onda de 830 nm, fluéncia de radiacdao 30]/cm?, utilizando a técnica varredura, durante 20 dias
continuos umavez ao dia. Os animais do grupo 2 receberam tratamento com a pomada Dersani® (acido caprilico,
acido caprico, acido laurico, lecitina de soja, vitamina A, vitamina E, acido caproéico e 6leo de girassol-acido
linoleico) sendo aplicado 0,1 g da pomada uma vez ao dia, durante 20 dias. O grupo 3, controle consistiu de
animais cujas feridas nao receberam qualquer tipo de tratamento, sendo limpas com solucio salina uma vez
20 dia, durante 20 dias continuos.

Os animais foram anestesiados com ketamina e xilazina, foi realizada a tricotomia da regido dorso-
lateral de cada animal e a area a ser retirada foi previamente marcada com cristal violeta. No primeiro dia do
experimento, foram feitas cinco feridas cirargicas no dorso de cada animal, com diametro de 12 mm cada,
utilizando tesoura e bisturi. A distancia entre as feridas era de 10 mm. A profundidade da ferida foi contro-
lada pela remogao do tecido epitelial até a exposicao da fascia muscular dorsal. Todo este procedimento foi
aprovado pelo comité de ética da Faculdade de Fisioterapia de Minas Gerais (Faminas). Foram coletados
fragmentos a cada quatro dias, de feridas diferentes, para que pudesse ser analisada a evolu¢ao do processo
cicatricial. Esses fragmentos continham a borda e o centro da ferida. O tempo total do experimento foi de 20
dias continuos. Os animais do grupo 1 comegaram a receber irradiagdo com o laser até 6 horas apos se fazer
as lesdes, e durante 20 dias ininterruptos repetiu-se o procedimento.

As analises histologicas foram realizadas no laboratério de Biologia Estrutural da Universidade
Federal de Vigosa. O material foi fixado em solugao de formaldeido a 10%, processado e incluido em
parafina. Foram obtidos cortes de 4 um em micrétomo rotativo (Reichert-Jung Multicut®, Germany)
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os quais foram corados com hematoxilina e eosina, conforme rotina de laboratoério. A visualiza¢ao das
laminas e a captagdo das imagens deu-se por meio do Microscopio 6ptico BX-60 (Olympus®) acoplado
a uma camara fotografica digital modelo QColor 3 (Olympus®). De cada lamina foram obtidas, de
forma aleatoria, 15 imagens com resolu¢do de 2048 X 1536 pixels, com objetivas de 20x. As analises
das imagens deram-se a partir da contagem de fibroblastos e de vasos por meio de uma grade com 216
intersecgdes criadas no aplicativo Image Pro-plus 4.5 (Media Cybernetes®). Os dados foram submetidos
a analise de variancia para medidas repetidas (ANOVA), além do teste de Tukey e Dunnett. Para ava-
liar diferencas estatisticas entre os grupos utilizou-se o programa estatistico SAEG®, com significancia

de 95%.

Resultados

A partir das fotomicrografias de secgdes histologicas, observou-se que a média do apice de proli-
feragdo de fibroblastos em relagdo ao tempo foi alcangada, nos animais tratados com a terapia laser, aproxi-
madamente no quinto dia de tratamento. Os animais tratados com Dersani® tiveram o pico de proliferacio
celular por volta do sexto dia e o grupo controle apresentou maior proliferacio dessas células no oitavo dia
de experimento (Tabela 1).

Tabela 1 - Equacdes de regressio ajustadas de fibroblastos em funcio dos dias de avaliagdes para os respectivos grupos
e coeficiente de determinacao (R?)

Grupo Parametro de regressio Dia (D) y R?

Controle = — 726568 + 1296.04ND — 225.087D 8 1138.5 0.9485
Laser = — 2415.62 + 3894.88VD — 1342.89D + 141.27 4\D? 5 1158.5 0.7144
Dersani® y=—2737.94 + 4217.21\VD — 1344.84D + 128.91\D? 6 1417.5 0.9972

A revascularizagao sanguinea também apresentou um pico primeiramente no grupo tratado com o
laset, por volta de 3,5 dias de experimento. O grupo tratado com Dersani® apresentou um pico de vasos por
volta do quarto dia de tratamento e o grupo controle apresentou um pico para vasos sanguineos por volta de

4,5 dias de experimento (Tabela 2).

Tabela 2 - EquacOes de regressao ajustadas de revascularizacao em fungdo dos dias de avaliacOes para os respectivos
grupos e coeficiente de determinacao (R?)

Grupo Parametro de regressio Dia (D) y R?

Controle = —366.87 + 695.487VD — 240.878D + 24.587 6D? 45 259 0.6842
Laser y=—779.023 + 1324.01ND — 509.509D + 57.6145D? 35 292 0.6239
Dersani® = — 874.891 + 1434.09VD — 539.601D + 60.2754D? 4 317 0.9664
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Ao se fazer a contagem de fibroblastos comparando os diferentes grupos foi observado que no
1°, 12°,16° e 20° dias nao houve diferenca estatistica entre os grupos. No entanto no quarto dia os grupos
tratados com laser e Dersani® apresentaram uma quantidade significativamente maior no nimero de fibro-
blastos, quando comparados ao controle. No oitavo dia do experimento o grupo tratado com laser apresentou
uma producao significativamente menor de células, quando comparado ao controle e ao grupo tratado com
Dersani® (Tabela 3).

Tabela 3 - Valores médios do nimero de fibroblastos para os respectivos grupos e dias

Dia Controle Laser Dersani®
1° 336.67 A 239.83 A 263.17 A
4° 9525 B 1322.33* A 1346.5% A
8° 1244.83 A 726 B 1364 A
12° 947.67 A 998.83 A 1058 A
16° 853.17 A 796.83 A 893.83 A

20° 599.17 A 7155 A 746.5 A

Nota: Médias com asterisco (*) na linha para cada dia diferem do controle ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Dunnett.

Médias seguidas de uma mesma letra na linha para cada dia nao diferem entre si ao nivel de 5% de probabi-
lidade pelo teste de Tukey.

Na contagem de vasos sanguineos no 1°,4°,12°,16° e 20° dias nio foi observada diferenca estatistica
significativa entre os grupos. Porém, no oitavo dia de tratamento os animais tratados com laser apresentaram
os menores valores para vasos sanguineos, quando comparados ao Dersani®, mas o grupo do laser nio se
diferenciou estatisticamente do controle (Tabela 4).

Tabela 4 - Valores médios de revascularizacio sanguinea para os respectivos grupos e dias

Dia Controle Laser Dersani®
1° 103.5 A 79.17 A 76.33 A
4° 2995 A 361.33 A 334.67 A
8° 165 AB 74.83 B 198.83 A
12° 188 A 14417 A 136.33 A
16° 173.33 A 84.83 A 94.83 A

20° 103.5 A 79.83 A 131 A

Nota: Médias com astetisco (*¥) na linha para cada dia diferem do controle ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Dunnett.
Médias seguida de uma mesma letra na linha para cada dia nao diferem entre si ao nivel de 5% de probabi-

lidade pelo teste de Tukey.
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Discussio

Cerca de 10% dos pacientes hospitalizados e 20% dos pacientes acamados tratados em casa sofrem
algum tipo de ulceragdes na pele (17), daf a necessidade de se buscar técnicas e meios que promovam cicattiza-
¢ao rapida e livre de infecgoes. No presente estudo o grupo tratado com o laser GaAsAl apresentou um pico
fibroblastico precocemente, quando comparado aos demais grupo. Este fato é importante porque associada
a rapida proliferacao fibroblastica esta a sintese de matriz, que é responsavel pela consisténcia e resisténcia da
cicatriz. Varios estudos tém mostrado os efeitos da laserterapia de baixa de poténcia na aceleragao do processo
cicatricial, principalmente por promover a proliferagao fibroblatica (18-20).

Em relagao a revascularizagao neste estudo, o laser também apresentou maior quantidade de vasos
sanguineos em menor tempo, em torno dos trés dias, quando levados em consideragao os outros grupos. Este
¢ um ponto extremamente relevante, ja que uma rapida vascularizacio do tecido melhora a oxigenacao deste,
acelera a chegada de nutrientes e, assim, acelera a proliferaciao celular e a sintese de colageno e outros cons-
tituintes da matriz (21, 22). Estes achados condizem com aqueles encontrados por Medrado (23) e Pugliese
(24), que demonstraram intensos efeitos do laser sob tecidos biologicos, principalmente no processo cicatri-
cial, acelerando a reparagao tecidual por meio da diminui¢ao do edema, melhoria na formagao de tecido de
granulacdo e promovendo a revasculariza¢ao, sendo que estes beneficios sao mais acentuados na fase inicial
do processo cicatricial.

Os resultados da terapia laser no tecido cicatricial dependem dos parametros utilizados, como
densidade de energia, comprimento de onda, entre outros (25). De acordo com Cruanes (26) e Anneroth et
al. (27), a dose recomendada para promover aumento no niamero de fibroblastos e na quantidade de fibras
colagenas deve situar-se entre 1 e 32]/cm? No presente estudo o grupo tratado com laser GaAsAl e Dersani®
apresentaram valores maiores de fibroblastos quando comparados ao controle no quarto dia de experimento;
no entanto, o mesmo nao foi observado nos demais dias, o que demonstra que além da densidade de energia
e comprimento de onda, o fator tempo também ¢é importante na promogao da proliferacio celular, sendo a
acao do laser mais eficaz no inicio do processo de formagao do tecido de granulagao. Segundo Rochkind e
Quaknine (28), apds a analise de diferentes comprimentos de onda e densidades de energia verificou-se que
o melhor comprimento de onda para promover a proliferacao celular ¢ o de 630 nm e que a melhor dose ¢
a de 15]/cm?, um fator que pode justificar os achados quanto a proliferacio celular quando utilizado laser
no oitvao dia de experimento. Para Pogrel et al. (29), analisando o efeito do laser na proliferacao celular
e migracao em culturas de fibroblastos, o laser ndo promoveu nenhum efeito nas culturas de fibroblastos
ou queratinocitos.

Quando levada em consideragao a vascularizagao sanguinea, o grupo tratado com laser apresentou
menor vascularizacio, quando comparado ao Dersani® no oitavo dia de experimento, sendo que em todos
os outros dias nao houve diferenca estatistica significativa entre os grupos. Para Carvalho et al. (30), a
dose recomendada de radia¢ao laser para promover a formagao de novos vasos seria de 4] /cm?, compa-
rando feridas de animais diabéticos e nao diabéticos. Alguns dados mostram que, para que haja formagao
de novos vasos, é necessaria a utilizagao de fluéncias de radiacio mais baixas. Segundo Tatarunas et al.
(31), a dose mais utilizada na laserterapia para promover aumento vascular, entre outros fatores, deve se
situar entre 1 ¢ 5 J/cm?. Isso pode justificar a falta de diferenca estatistica significativa que foi encontrada
neste trabalho quando se comparam as feridas que receberam irradiaciao do laser e as que foram apenas
limpas com salina.

Conclusio

O presente estudo analisou os efeitos do laser GaAsAl na cicatrizagao de feridas com base nos
parametros de proliferagdo fibroblastica e revascularizagao. Os resultados mostraram que o fator tempo foi
determinante na quantificagao da proliferagao celular, ja que os melhores resultados para proliferacao fibro-
blastica no grupo tratado com laser foram encontrados no inicio do tratamento. Quanto a vascularizagao,
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fica claro que provavelmente existem comprimentos de onda e densidades de energia mais adequados para
promover a revascularizagao, ja que a densidade utilizada neste trabalho nao apresentou diferencas do grupo
controle. Desta forma, sao necessarios estudos adicionais em relagao a terapia laser, para investigar quais os
melhores aparelhos e as dosagens mais indicadas para atuar em todas as fases do processo cicatricial e, desta
forma, tornar o tratamento de feridas cutaneas um processo mais rapido e eficaz, melhorando a qualidade
de vida dos pacientes.
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