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Efertos da laserterapia de baixa poténcia na
resposta oxidativa epidérmica induzida pela
cicatrizacao de feridas

Effects of low-level laser therapy on epidermal oxidative response induced by
wound healing

Silveira PCL, Silva LA, Tuon T, Freitas TR, Streck EL, Pinho RA

Resumo

Introdugéo: O uso terapéutico do laser de baixa poténcia na fisioterapia tem aumentado significativamente. Objetivo: Avaliar os efeitos
da laserterapia de baixa poténcia nos parametros oxidativos na cicatrizacao de feridas em ratos. Métodos: Dezoito ratos Wistar foram
divididos randomicamente em 3 grupos (controle 5 dias, n=6; 5 dias/2 J/cm? n=6; 5 dias/4 J/cm?, n=6). Uma Unica ferida circular
medindo 8 X 8 mm foi cirurgicamente realizada no dorso do rato. Trinta minutos ap6s a Ultima irradiagéo, os ratos foram submetidos a
eutanasia, e o tecido irradiado foi removido cirurgicamente e armazenado a -70°C. Foi determinada a atividade das enzimas da cadeia
respiratéria: DCIP oxirredutase (complexo Il) e succinato desidrogenase soltvel (SDH), atividade do citocromo ¢ oxidase (complexo
IV), producéo de anion superoxido, atividade da superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). A lipoperoxidagéo foi avaliada pela
técnica de TBARS. Resultados: Os resultados mostram uma diminuicao na atividade do complexo Il nos grupos irradiados por 5 dias
com 2 e 4 J/cm?, enquanto a producéo de anion superdxido mostrou uma diminui¢do significativa no grupo irradiado por 5 dias com
4 J/cm?em relagcéo ao grupo controle. Além disso, um aumento significativo na atividade da catalase foi observado no grupo irradiado
por 5 dias com 2 J/cm?, como também uma diminuicao da peroxidacao lipidica nos dois grupos irradiados. Conclusdes: Os resultados
do presente estudo indicam que o laser estimula a atividade antioxidante e protege a célula contra danos oxidativos durante o
processo de cicatrizagdo de feridas cutaneas em ratos.
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Abstract

Background: Therapeutic use of low-level laser in physical therapy has increased significantly. Objective: To assess the effects of low-
level laser therapy on the oxidative parameters of wound healing in rats. Methods: Eighteen Wistar rats were randomly divided into
three groups (control, 5 days, n=6; 2 J/cm?, 5 days, n=6; 4 J/cm?, 5 days, n=6). A single circular wound measuring 8 x 8 mm was
surgically created on the rats’ backs. Thirty minutes after the last irradiation, the rats were euthanized and the irradiated tissue was
surgically removed and stored at -70°C. We determined the activity of the respiratory chain enzymes DCIP oxidoreductase (complex II)
and soluble succinate dehydrogenase (SDH); the activity of cytochrome ¢ oxidase (complex 1V); the production of superoxide anion;
and the activity of superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT). Lipid peroxidation was assessed by means of the TBARS assay.
Results: There was a decrease in the complex Il activity in the groups irradiated for 5 days with 2 and 4 J/cm?, while superoxide anion
production decreased significantly in the group irradiated for 5 days with 4 J/cm?when compared with the control group. There was also
a significant increase in CAT activity in the group irradiated for 5 days with 2 J/cm? as well as a decrease in lipid peroxidation activity in
the two irradiated groups. Conclusions: The results of the present study indicate that laser stimulates antioxidant activity and protects
cells against oxidative damage during the wound healing process in rats.
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Introducgao

A aplicagio da laserterapia de baixa poténcia como tecnologia
terapéuticanadreade fisioterapiatemapresentadoum crescimento
significativo. As propriedades curativas da radiacéo a laser, aliadas
aseguranca do tratamento, parecem ser os principais responsaveis
por esse crescimento, o que justifica o aumento do interesse dos
pesquisadores da drea biomédica para investigar os mecanismos
de agdo e os efeitos terapéuticos dos lasers de baixa poténcia’.

A laserterapia exerce um importante efeito sobre o processo
ulcerativo, resultando na redugédo do tempo de cicatrizagéo. Essa
resposta torna possivel um retorno mais rapido do individuo as
suas atividades de rotina”. Entretanto, alguns mecanismos envolvi-
dos nessa resposta ainda permanecem obscuros, principalmente
no que se refere aos efeitos do laser sobre a cadeia respiratéria
mitocondrial e sobre os biomarcadores de estresse oxidativo®.

Segundo Karu’, a exposigéo ao laser estimula uma atividade
eletroquimica mitocondrial extra e um concomitante aumento na
sintese de ATP. Eells et al.> sugerem que o citocromo c oxidase é o
principal fotorreceptor da luz do laser. Adicionalmente, o laser de
baixa poténcia exerce efeito em cascata sobre a sinalizagéo celu-
lar, 0 que promove uma proliferacéo celular e citoprotecao®.

Alguns autores ainda postulam que a laserterapia influencia
parametros de estresse oxidativo como a alteracdo da atividade
das enzimas antioxidantes e a producdo de Espécies Reativas de
Oxigénio (ERO)™. A absorcédo da luz do laser acelera a transfe-
réncia de elétrons (cadeia respiratéria) e induz uma produgéo
inicial de ERO, especificamente aumentando a produgédo de
anion superdxido’. A produgdo em excesso dessas espécies
pode acarretar danos nos constituintes celulares, como lipideos,
proteinas e acidos nucleicos'. A membrana celular parece ser o
primeiro alvo dos efeitos gerados. Os danos no mecanismo ce-
lular como resultado da irradiacéo do laser e sua influéncia nos
parametros oxidativos nédo estdo bem compreendidos, havendo
muitos resultados controversos'. Entretanto, é possivel que,
dependendo da dose, do tempo de exposicdo e da intensidade,
a laserterapia possa alterar os mecanismos de defesa contra a
produgéo excessiva de ERO’.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da laserte-
rapia de baixa poténcia na atividade da cadeia respiratéria mito-
condrial e sobre os pardmetros de estresse oxidativo em resposta
a cicatrizacdo de feridas em ratos.

Materiais e métodos

Animais

Foram utilizados 18 ratos Wistar machos adultos
(250-300g), provenientes do Biotério da Universidade do

Extremo Sul Catarinense (UNESC), Santa Catarina. Os ra-
tos foram mantidos em ambiente climatizado (22°C) com
ciclo claro-escuro de 12 horas e livre acesso a dgua e ali-
mentagédo-padrio. Os procedimentos foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa da UNESC, conforme parecer
n°167/2005.

Ulceracdo e tratamento com laser
de baixa poténcia

Apés a anestesia com Cetamina (80 mg/Kg, i.p), a regido
dorsal dos animais foi tricotomizada, seguindo-se a assepsia
com alcool (70%). Na regiao mediana dorsal, entre a linha infra-
escapular e a cauda, uma drea circular da pele de aproximada-
mente 8 mm de didmetro foi removida com o punch®.

Os animais foram divididos randomicamente em 3 grupos
(n:6): lesdo sem tratamento (controle); lesdo com tratamento
(2 J/cm?); lesdo com tratamento (4 J/cm?). As feridas foram
tratadas imediatamente apds a lesdo e por 5 dias consecu-
tivos com laser de baixa poténcia. Todos os animais foram
anestesiados antes de cada aplicagdo, inclusive o grupo con-
trole (Cetamina - 80 mg/Kg, i.p).

O laser de baixa poténcia usado neste estudo foi o
Arseneto de Gélio (AsGa), forma de onda pulsada, feixe néo
visivel, comprimento de onda de 904 nm, poténcia de pico
de 15 mW, frequéncia de 2000 Hz, tempo de pulso de 180 ns
e drea de secgdo transversal do feixe de 0,07 cm? (Laserpulse
- Ibramed). O tempo de aplicagdo foi de 40 (2 J/cm?) e
80 (4 J/cm?) segundos. Foi realizada aplicagdo pontual sem
contato (distAncia aproximada de 1 mm), com a caneta mantida
perpendicular alesdo em 5 pontos ao redor da ferida, com espago
entre os pontos de 1 cm™. Apés 30 minutos da tltima irradiacéo,
todos os animais foram submetidos a eutandsia (guilhotina). O
tecido ao redor da ferida foi removido, processado, aliquotado e
armazenado a -70°C para posteriores andlises bioquimicas.

Anélises bioquimicas

Alividade das enzimas da cadeia respiratoria

Preparacéo do tecido: o tecido ao redor da ferida foi ho-
mogeneizado (1:10 w/v) em tampéo SETH, pH 7.4 (250 mM sa-
carose, 2 mM EDTA, 10 mM Trizma base, 50 IU/mL heparina).
O homogeneizado foi centrifugado a 800 X g por 10 minutos e o
sobrenadante armazenado a -70°C para determinagéo da ativi-
dade enzimatica. O periodo méximo entre a homogeneizagdo
e a andlise enzimdtica foi de 5 dias.

Atividade do complexo II + succinato desidrogenase
(SDH): as atividades enzimaticas foram medidas pelo método
descrito por Fischer et al.'®, em que a diminui¢éo da absorban-
cia do 2,6-DCIP em 600 nm foi usada para o célculo da atividade
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do complexo II. Para o célculo da SDH, foi utilizado o0 mesmo
sistema na presenca de metassulfato de fenazina.

Atividade do complexo IV: a atividade do complexo IV foi
determinada de acordo com Rustin et al.'® e calculada pela di-
minuicdo da absorbancia causada pela oxidagéo do citocromo
c reduzido, medido em 550 nm.

Anion superéxido: determinada pela taxa de oxidagdo da
adrenalina lido em espectrofotémetro a 480 nm, conforme des-
crito por McCord e Fridovich".

Atividade da super6xido dismutase (SOD) e catalase
(CAT): a atividade enzimdtica da SOD foi determinada pela
inibi¢do da auto-oxidacéo da adrenalina medida espectrofoto-
metricamente (480 nm)'®. A atividade da CAT foi determinada
pela queda na absorbancia (240 nm) correspondente ao con-
sumo de peréxido de hidrogénio®.

Lipoperoxidacédo: como indice de peroxidacéao de lipideos,
foi verificada a formacgdo de substancias reativas ao aqueci-
mento do 4cido tiobarbitdrico (TBARS) medido espectrofoto-
metricamente (532 nm).2°

Determinacdo da proteina: a quantidade de proteina
nos ensaios bioquimicos foi mensurada usando a técnica de
Lowry et al.*!

Anélise estatistica

Os dados foram expressos em média e erro-padrdo médio e
analisados estatisticamente pela andlise de varidncia (ANOVA)
one-way, seguido pelo teste post hoc Tukey. O nivel de signifi-
cancia estabelecido para o teste estatistico foi de p<0,05. Foi
utilizado o SPSS, (Statistical Package for the Social Sciences)
versdo 12.0, como pacote estatistico.

Resultados :::.

Atividade das enzimas mitocondriais

De acordo com a Figura 1B, houve uma diminui¢éo signifi-
cativa na atividade do complexo II nos grupos irradiados com
2 J/em*(0,39£0,25) e 4 J/cm? (0,5940,27) em relagéo ao grupo
sem tratamento (1,5140,92), porém néo foi observada diferenca
significativa na atividade da SDH e no complexo IV.

Producao de dnion superoxido

Conforme Figura 2, somente o grupo irradiado com 4 J/cm?
(25,04+2,23) apresentou uma diminuicéo significativa na produ-
¢éo de anion superdxido em relagdo ao grupo sem tratamento
apés o tratamento com laser (51,33+3,95).
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Figura 1. Efeitos da laserterapia de baixa poténcia na atividade da SDH
(A) e nos complexos da cadeia respiratoria mitocondrial Il (B) e IV (C).
Os valores sdo apresentados em Média+EPM, e os resultados foram
Expressos em nmol/min/mg proteina.

Atividade da superoxido dismutase e catalase

Os resultados mostram que ndo houve alteragdo signifi-
cativa na atividade da SOD nos grupos irradiados 5 dias com
2 e 4]J/cm? em relagdo ao grupo controle (Figura 3A). Porém,
a atividade da CAT teve um aumento significativo no grupo
irradiado com 2 J/cm? (6,85+0,45) em relagdo ao grupo sem
tratamento (4,31+0,71) (Figura 3B).
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Figura 2. Efeitos da laserterapia de baixa poténcia na producdo de
anion superdxido. Os valores sdo apresentados em Média+EPM, e 0s
resultados foram expressos em nmol/min/mg proteina.
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Figura 3. Efeitos da laserterapia de baixa poténcia na atividade da
superoxido dismutase (A) e catalase (B). Os valores sdo apresentados
em Meédia+EPM, e os resultados foram expressos em U/mg proteina.

Lipoperoxidagao

Os resultados de TBARS observados na Figura 4 mostram
uma diminui¢do significativa da peroxidacdo lipidica nos
grupos irradiados 5 dias com 2 J/cm?(0,62+0,10) e 4 J/cm?
(0,42+0,09) em relagéo ao grupo sem tratamento (1,19+0,23) .

Figura 4. Efeitos da laserterapia de baixa poténcia nos niveis de
lipoperoxidacdo. Os valores sdo apresentados em Média=EPM, e o0s
resultados foram expressos em nmol MDA/mg proteina.

Discussao : ...

O processo de cicatrizagdo tem um papel essencial na
resposta protetora da lesdo epidérmica por meio da reparacao
tecidual®. Esse processo ativa mediadores inflamatdrios, como
citocinas e ERO, que provocam efeitos nocivos sobre o tecido®.
Nos ultimos anos, estudos tém relatado evidéncias do impor-
tante papel das ERO nos disttrbios microvasculares, danos te-
ciduais e processos inflamatdrios que precedem a cicatrizacdo
tecidual®**.

Neste estudo, foram avaliados os efeitos da laserterapia de
baixa poténcia (904 nm) com intensidade de irradiagéo dife-
renciada sobre a atividade da cadeia respiratdéria mitocondrial
e alguns marcadores de estresse oxidativo.

Em relacdo a atividade da cadeia respiratéria, Figura 1, os
resultados mostram uma diminuicéo significativa na atividade
do complexo II nos grupos irradiados com 2 J/cm? e 4 J/cm?,
respectivamente (Figura 1B).

E possivel que o efeito inibitério do complexo 11 esteja direta-
mente relacionado com o excesso de irradiacéo, o que pode pro-
duzir uma oxidagdo completa e consequentemente uma redugéo
dos complexos®. Essa inibi¢do ndo estd diretamente associada
com a transferéncia de elétrons, mas, sim, com um rearranjo es-
trutural parcial ou total, o que leva a um efeito bioinibitério®.

Estudos anteriores indicam que a irradiagdo com densi-
dade de energia acima de 4 J/cm?* possui uma elevada fluén-
cia de energia com caracteristicas inibitérias®. No entanto,
observou-se que essa caracteristica inibitéria também ocorreu
com densidade de energia de 2 J/cm?* e 4 J/cm? na atividade do
complexo II. E possivel que essa resposta diferenciada decorra
do tipo de laser e do comprimento de onda utilizado nos estu-
dos, responséveis pela alta fluéncia de energia.

Conforme Kreisler et al.*, a estimulacdo dos fotorrecepto-
res pelo laser na cadeia respiratéria mitocondrial e a mudanga
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nos niveis de ATP néo estdo bem estabelecidos, sendo alvo de
varias discussdes. Geralmente é aceito que ambos os efeitos
estimulatérios e inibitdrios do laser nas células sejam dose e
comprimento de onda dependente.

A irradiacédo de baixa poténcia exerce fun¢des biomodula-
térias na atividade celular®. A absorcdo molecular inicial da
luz do laser ainda é desconhecida e, dependendo do compri-
mento de onda, os efeitos sdo alterados devido aos diferentes
croméforos que podem ser disponiveis como fotorreceptores.
E provével que o processo de fotomodulagio seja apenas um
aspecto de muitos fendmenos da fotossinalizagao®.

As Figuras 1A e 1C mostram que a atividade do complexo
IV e SDH néo sofreram alteragdes apds o tratamento com laser.
Os motivos para isso ainda sdo desconhecidos e merecem mais
investigacoes. No entanto, estudos anteriores mostram que a ir-
radiagdo com 2.4 e 3 J/cm? aumenta a atividade do complexo Il e
IV apés 10 dias de irradiacdo®. Acredita-se que esse fato ocorra
devido ao maior tempo de exposi¢do, assim ativando cromdéforos
da cadeia respiratéria, principalmente o citocromo c oxidase.

Os resultados deste estudo mostram também uma reducéo
significativa da produgéo de 4nion superdxido (Figura 2) apds
5 dias de lesdo no grupo irradiado com 4 J/cm?

A resposta inflamatéria induzida pela lesdo epidérmica
provoca a migracdo de neutréfilos e macréfagos, que reali-
zam um rapido consumo de oxigénio. Esse mecanismo ativa
a NADPH-oxidase, catalisando a transferéncia de elétrons da
NADPH para o oxigénio, formando superéxido™. A laserterapia
diminui essa migracdo de neutrdfilos e macréfagos e estimula
a atividade fagocitaria de leucdcitos, reduzindo a duracéo da
fase inflamatdria e consequentemente diminuindo a producéo
de 4nion superoxido™.

Acredita-se que a redugdo observada neste estudo também
possa estar associada a um mecanismo de reabsor¢do mito-
condrial, sugerindo que o dnion superdéxido pode ser uma fonte
de elétrons para a fosforilagdo oxidativa do ADP”.

E importante ainda destacar que o grupo irradiado com 2
J/cm? néo apresenta diferenca significativa em relagdo ao con-
trole. Assim, sugere-se que possivelmente exista uma relacédo
dose e tempo-dependente da laserterapia sobre a produgéao de
anion superdxido.

A enzima SOD representa a primeira linha de defesa enzi-
matica contra a produgéo intracelular de radicais livres, catali-
sando a dismutagdo do &nion superdxido. O produto resultante
da reacgéo catalisada pela SOD é o perdxido de hidrogénio
(H,0,), que é catalisado pela catalase e outras peroxidases'".

Tem sido postulado que o uso do laser de baixa poténcia in-
duz um aumento na atividade da SOD em diferentes modelos,
contribuindo para diminui¢do dos danos ao tecido e poten-
cializacdo da cicatriza¢do®*”. Conforme Figura 3A, ndo houve
diferenca significativa na atividade da SOD, porém houve um

importante aumento na atividade da CAT no grupo irradiado
com 2 J/cm? (Figura 3B).

Em relagio a atividade da CAT, os resultados estdo de acordo
com os de Fulton e Shitabata®, em que a atividade aumentou em
peles de ratos apds irradiagdo com laser de baixa poténcia.

Clinicamente, essa mudanca na atividade da CAT, no tecido
epitelial, apds exposicdo ao laser, pode ser produzida por gera-
¢do de radicais livres, causada por mudangas rotacionais em
macromoléculas pela fotoestimulacdo. Essa estimulacdo pode
ser importante porque enzimas antioxidantes sdo controladas
por dose ou duragéo da exposi¢do®.

A irradiagdo com laser de baixa poténcia vem demons-
trando eficiéncia na reducéo dos danos oxidativos em diferen-
tes modelos e situacoes®.

Os achados, conforme Figura 4, mostram uma diminuicdo
significativa da lipoperoxidagdo nos grupos tratados com 2 J/
cm?e 4 J/cm? Esses resultados sugerem que a laserterapia de
baixa poténcia estimula os mecanismos de defesa contra os
danos oxidativos em lipideos de membrana. Embora a SOD
néo tenha tido sua atividade aumentada, e a CAT tenha ele-
vada sua atividade somente no grupo irradiado com 2 J/cm?, é
possivel que outros antioxidantes enzimaticos e ndo enzimati-
cos estejam envolvidos atuando na protecéo contra a oxidagdo
lipidica. Adicionalmente, a fotoestimulagdo pode aumentar a
resisténcia do tecido contra a lipoperoxidagdo. Essas variaveis
podem justificar os resultados encontrados.

Fillipin et al.* encontraram valores de TBARS diminuidos
significativamente em tenddes de ratos irradiados e tratados
com laser de baixa poténcia 14 e 21 dias, mostrando que a irra-
diagéo teve um efeito protetor, e as células desenvolveram um
papel antioxidante positivo na inativacéo de excessos de ERO.

Utilizando a irradiagéo em tecido sanguineo, Stadler et al."
mostraram que os niveis de lipoperoxidagdo foram elevados
apos irradiacdo de baixa poténcia, sugerindo um aumento na
producéo de ERO e de hidroperdxidos. Este estudo sustenta a
hipétese de que a hemoglobina, nas células vermelhas do san-
gue, pode servir como uma substancia fotorreativa e assim cau-
sar a formacdo de ERO em niveis elevados quando irradiados.

E possivel que a diferenga nos resultados de lipoperoxida-
¢do em diferentes tecidos apds a irradiacdo de baixa poténcia
esteja diretamente associada com o tempo de exposicdo, in-
tensidade da irradia¢do e método utilizado para determinacéo
da lipoperoxidagéo.

Conclusoes

A irradiagdo com laser de baixa poténcia diminui a ativi-
dade do complexo II da cadeia respiratéria mitocondrial, pos-
sivelmente relacionado ao tipo de laser e ao comprimento de
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onda utilizado. Concluiu-se também que, devido a diminuigédo
na produgéo de anion superodxido, o laser de baixa poténcia
poderia atuar na protegdo a célula contra danos oxidativos em
lipidios de membrana. Possivelmente exista uma relagéo dose
e tempo-dependente da laserterapia sobre a atividade enzima-
tica antioxidante. Assim, estudos adicionais sdo necessarios

para elucidar esses mecanismos.
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