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Efeito da terapia LED (A = 945 + 20 nm) de baixa intensidade sobre
tecido epitelial de ratos diabéticos em processo de reparo
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Costa, Antonio Carlos Guimaraes Prianti Junior

Resumo Introducio: O diabetes mellitus é uma condigdo sistémica que pode causar retardo da resposta tecidual
frente a uma lesdo. Diversos estudos tém apontado o laser como importante ferramenta terapéutica para
o auxilio do processo de reparo tecidual. Contudo, poucos estudos foram realizados com o emprego de
LED (Light Emitting Diode). Assim, o objetivo deste trabalho foi analisar o efeito da terapia com LED
(A =945 + 20nm) de baixa intensidade sobre tecido epitelial de ratos diabéticos em processo de reparo.
Métodos: Para tal, foi realizada a indugdo de diabetes experimental em 20 ratos machos (Wistar), com
administracdo de 40mg/kg, por via endovenosa, de mono-hidrato de aloxana diluido em solugao tampao.
Apos 14 dias, os animais foram submetidos a incisao tecidual na regido dorsal, seguida de sutura e divididos
em grupo-controle (GI e GIII, 3 e 7 dias pds-lesdo, respectivamente), e grupo-tratado com LED (GII e GIV,
3 e 7 dias pos-lesdo, respectivamente). Os animais do grupo tratado (n = 10) foram irradiados de forma
transcutanea, em duas sessoes (30 minutos e 48 horas pos-lesdo). Resultados: O numero de fibroblastos foi
significativamente maior no GIV em relagdo ao GIII. Conclusio: Considerando o aumento do nimero de
fibroblastos (analise quantitativa) e o adequado fechamento da lesdo (analise qualitativa), pode-se concluir
que houve um efeito positivo da terapia LED na regido do infravermelho préximo sobre o processo de reparo,
apos 7 dias de lesdo tecidual em animais diabéticos (GIV).
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Low level LED therapy (A = 945 £ 20 nm) effect on epithelial tissue of
diabetic rats during repairing process

Abstract Introduction: Diabetes mellitus is a systemic condition that can cause delayed tissue response to injury. Several
studies have demonstrated laser therapy as an important tool to aid the process of tissue repair. However, few
studies have been conducted with the use of LED (Light Emitting Diode). Objective: The objective of this
study was to analyze the low intensity LED (A = 945 + 20 nm) therapy effect on epithelial tissue of diabetic
rats in the healing process. Methods: The induction of experimental diabetes was performed in 20 male rats
(Wistar) with the intravenous administration of 40mg/kg of alloxan monohydrate diluted in buffer solution.
After 14 days the animals underwent tissue incision in the dorsal region, followed by suture, and divided into
control groups (Gl and GIII, 3 and 7 days post-injury, respectively) and groups treated with LED (GII and
GV, 3 and 7 days post-injury, respectively). The treated groups (n = 10) were irradiated transcutaneously, in
two sessions (30 minutes, 48 hours post-injury). Results: The number of fibroblasts was significantly higher
in GIV compared to GIII. Conclusion: Considering the increase of fibroblasts (quantitative analysis) and
appropriate closing of the lesion (qualitative analysis), we conclude that LED therapy in the near infrared
region causes a positive effect on healing process after 7 days in tissue injury in diabetic animals (GIV).

Keywords LED, Rissue repair, Diabetes mellitus.

*e-mail: renatanicolau@hotmail.com
Recebido: 25/06/2013 / Aceito: 23/09/2013



Rev. Bras. Eng. Bioméd., v. 29, n. 4, p. 404-413, dez. 2013
Braz. J. Biom. Eng., 29(4), 404-413, Dec. 2013

Introducao

O Diabetes mellitus (DM) consiste em uma desordem
metabdlica complexa cujos componentes causam
varios efeitos diretos e indiretos no reparo de lesdes
teciduais (Valero et al., 2007). O desenvolvimento
do DM pode ocorrer a partir de uma alteracao
pancreatica, que leve a menor secre¢do de insulina
(Silva et al., 2002). Ha basicamente dois tipos
de diabetes tipo 1 (insulinodependente) e tipo 2
(nao insulinodependente). O DM tipo 1 pode ser
induzido experimentalmente por meio de drogas
diabetogénicas como a estreptozotocina (Al-Watban
e Andres, 2006), o aloxana (Dall-Agnol et al.,
2009), entre outras (Chicarelli, 2000; Zimmet et al.,
2003). O DM tem sido associado clinicamente e
experimentalmente a um processo cicatricial mais
demorado. Estudos realizados apoiam as evidéncias
de disfuncdo dos leucdcitos polimorfonucleares,
macrofagos e fibroblastos, com uma fase inflamatéria
prolongada, decréscimo na biossintese de colageno e
glicosaminoglicanas, resultando no retardo da formagao
do tecido de granulacdo (Almeida et al., 2002). As
falhas mais importantes do reparo ocorrem em estagios
iniciais de cicatrizagdo, levando a diminui¢do dos
elementos celulares e alteragdes na sintese de colageno.
Diversos fatores locais e sistémicos interferem e
retardam a cicatrizagdo e, por isso, a reparacao tecidual
tem merecido ateng¢ao em varios estudos, em busca
de métodos terapéuticos que possam solucionar ou
minimizar as falhas no processo (Almeida ef al.,
2002; Carvalho et al., 2003; Meireles et al., 2009).

A terapia com laser de baixa intensidade
(TLBI) tem sido sugerida como opg¢ao terapéutica
efetiva para modulag@o da dor e favorecimento do
processo de reparagao cutanea (Carvalho ez al., 2010;
Dall-Agnol et al., 2009; Rabelo et al., 2006; Silva et al.,
2009). No entanto, as alteragdes histologicas e
bioquimicas induzidas pela TLBI e do mecanismo
pelo qual o laser facilita a cicatrizacdo de feridas
resistentes, como as feridas diabéticas e reparagao dos
tecidos, sdo pouco compreendidas (Carvalho et al.,
2010; Maiya et al., 2005).

Atualmente, tém sido realizados estudos
empregando o LED (Light Emitting Diode) de baixa
intensidade como fonte de emissdo de fotons, como
uma alternativa a TLBI no reparo de feridas, alivio
da dor e outras condigdes patologicas (Al-Watban e
Andres, 2006; Weiss et al., 2005). Pela sua durabilidade
e baixo custo, os aparelhos de LED tém se tornado
uma alternativa aos lasers na area da saude (Bispo,
2007). Os fotons emitidos por equipamentos de
LED possuem estreita banda de emissao (+ 20 nm),
poténcia de saida proxima a emitida por lasers de
baixa intensidade (20-100 mW).

Terapia LED no reparo tecidual de ratos diabéticos

Estudos recentes indicam que a terapia LED de
baixa intensidade exerce efeito ndo térmico sobre
a pele (Queiroz et al., 2008). Segundo autores, a
radiacdo eletromagnética emitida por um LED pode
ser absorvida pelo citocromo ¢ oxidase, presente nas
mitocOndrias das células eucariotas. Essa interacdo
luz-tecido pode levar ao aumento da atividade
metabolica celular, do numero de fibroblastos e da
sintese de colageno (Karu, 2003). Devido a recente
introdu¢do dessa modalidade terapéutica, poucos
estudos foram realizados envolvendo terapia LED
com organismos diabéticos (Dall-Agnol et al., 2009).
Considerando a dificuldade de resposta tecidual em
individuos diabéticos, estudos devem ser realizados
visando a observar efeitos promovidos pela terapia
LED. Portanto, o objetivo deste estudo foi analisar
o efeito da terapia LED (A = 945 + 20 nm) de baixa
intensidade sobre tecido epitelial de ratos diabéticos
em processo de reparo.

Métodos

O presente estudo foi submetido a apreciagao do Comité
de Ftica em Pesquisa - CEP da UNIVAP — Universidade
do Vale do Paraiba e obteve aprovacao, sob o
protocolo HO13/CEP/2009, seguindo os principios
éticos da experimentagdo animal de acordo com as
normas do Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal - COBEA.

Foram estudados 20 ratos (Rattus norvegicus
albinus) machos, da linhagem Wistar, pesando
250 £ 20 g. Os animais foram distribuidos e
acondicionados aleatoriamente em caixas especificas
para ratos com alimentacdo e agua “ad libitum”.

A indug@o do diabetes experimental foi realizada
via administragdo de 40 mg/kg, por via endovenosa
(veia caudal), de mono-hidrato de aloxana (SIGMA-
Aldrich Inc. St. Louis, MO, USA, lote 083K2511),
diluido em solugao tampao citrato (Dall-Agnol et al.,
2009).

Para a indu¢do do diabetes, ndo foi oferecido
alimento s6lido aos animais durante 2 horas antes do
procedimento. Os animais foram pesados anestesiados
com cloridrato de cetamina a 10%, na dose de 1 g/kg
(0,1 mL/100 g) de peso corpdreo, associado ao
cloridrato de xilazina a 2%, na dose de 0,02 g/kg
(0,1 mL/100 g) de peso corpéreo, via intramuscular
(Dall-Agnol et al., 2009). As drogas anestésicas foram
aplicadas, simultaneamente, com a utiliza¢do de seringa
de 1 mL de capacidade ¢ agulhas de 8 x 0,30 mm.
Quinze minutos ap6s a indugio da anestesia a solugdo
de aloxana foi administrada lentamente, por via
endovenosa, pela veia central da cauda.

Apos 7 dias os animais foram anestesiados
(Dall-Agnol et al., 2009) e receberam nova injecao da
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solugdo de aloxana. Aos 14 dias da primeira indugio, os
animais tiveram a glicemia monitorada, empregando-se
o teste de glicemia capilar (Accu-Chek - Active), com
jejum de 2 horas. Os animais que se encontravam com
glicemia superior a 200 mg/dL foram considerados
diabéticos (Al-Watban, 2009; Al-Watban e Andres,
2006; Al-Watban et al., 2007, 2009). Os animais
diabéticos foram anestesiados e tiveram a regiao
dorsal direita tricotomizada. Vinte e quatro horas
apo6s a depilacdo, os animais foram anestesiados
(conforme supracitado) e submetidos a incisdo da
pele, na regido dorsal, com comprimento de 3 cm
e profundidade aproximada de 1 mm. As bordas da
ferida foram imediatamente suturadas com fio trés
pontos simples, empregando fio de seda 4-0 (1/2,
1,7 cm, agulha triangular, Technew®). Os 20 animais
diabéticos foram divididos em quatro grupos (n = 5):
GI (grupo-controle, sacrificado aos 3 dias pds-lesio),
GII (grupo-irradiado, sacrificado aos 3 dias pds-lesio),
GIII (grupo-controle, sacrificado aos 7 dias pds-lesdo),
GIV (grupo-irradiado, sacrificado aos 7 dias pds-lesdo).

Os animais dos grupos-controle (GI e GIII)
receberam simulagdo de tratamento com o equipamento
de LED (A = 945 + 20 nm) desligado. Os animais
dos grupos tratados (GII e GIV) foram irradiados
de forma transcutanea com 6 J/cm?/ponto (30 mW,
157 segundos, area do feixe 0,5 cm?, quatro pontos de
irradiagdo/sessdo (total 24 J/cm?), em duas sessoes,
sendo a primeira 30 minutos apos a cirurgia e a
segunda apds 48 horas. Apds o 3° (animais do Gl e
GII) e 7° dia pos-lesdo (animais do GIII e GIV), foram
submetidos ao procedimento de eutanasia (2° grupo
controle e tratado, n = 10). A amostra de tecido foi
dividida em duas partes, sendo a primeira (2 cm)
encaminhada para analise histologica e a segunda
(1 cm) para microscopia eletronica de varredura
(MEV). Para analise histologica o tecido removido
foi fixado em formaldeido a 10%. Para a analise
por MEV, as amostras foram acondicionadas em
glutaraldeido a 2,5%.

Processamento para microscopia eletronica
de varredura (MEV) e andlises qualitativa e
quantitativa

Foram obtidas imagens de todas as amostras, dos
diferentes grupos (GI a GIV), por meio de MEV.
Para tal, cada amostra foi retirada do recipiente em
que estava fixada (glutaraldeido 2,5%) e reduzida
a um fragmento com dimensdes aproximadas de
0,7 cm? de area x 1 mm de espessura. As amostras
foram secas, metalizadas com ouro e resfriadas
a uma temperatura de —30 °C sob vacuo. A partir
das imagens de MEV, a area de reparo tecidual foi
analisada qualitativa e quantitativamente. A andlise
qualitativa buscou observar o nivel de reparo na
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area de lesdo, considerando-se a extensdo da regido
de lesdo, presenca ou ndo de anexos cutaneos e
possiveis anormalidades no processo cicatricial. A
andlise quantitativa das imagens foi realizada com o
auxilio do programa ImageJ 1,43s. As medidas foram
realizadas nas imagens determinando a profundidade
e area (mm?) da lesdo. Os dados foram submetidos
a analise estatistica, considerando-se um nivel de
significancia de 5% (p < 0,05).

Processamento para microscopia éptica
(MO) e anadlise qualitativa e quantitativa

A porgao distal da lesdo (1 cm) de cada amostra
foi fixada em formol a 10%. De cada amostra
foram obtidos 8 cortes semi-seriados (5 wm), com
o0 auxilio de um micrétomo modelo Spencer 820. As
laminas foram coradas com Hematoxilina-Eosina. As
laminas histologicas foram analisadas por MO apo6s a
digitalizacdo de imagens. As fotomicrografias foram
obtidas em aumento de 100 vezes e armazenadas no
formato JPEG (Joint Photographic Experts Group).
A analise qualitativa buscou a observagao da area de
reparo tecidual, identificando presenca de espagos
intersticiais (sugestivo de edema), concentragao de
células inflamatorias, presenca de recobrimento epitelial
com presencga de estrato corneo, anexos cutaneos etc.
Para a analise quantitativa das células, foi utilizado
o programa ImagelJ 1,43s. Empregando-se o Plugin
cell counter, foi realizada a contagem de fibroblastos
e células inflamatorias. A analise da area da lesdo
foi efetuada em aumento de 10x, empregando-se o
recurso de desenho livre.

Andlise estatistica

Para a analise estatistica, foi empregado o programa
GraphPad InStat V. 2.05. O nivel de significancia
adotado foi de 5% (p < 0.05). A anélise de variancia,
complementada com o pos-teste de Bonferroni. Os
testes estatisticos foram aplicados para comparar a
area e a profundidade da lesdo, o ntimero de células
inflamatorias e o nimero de fibroblastos, entre
os grupos-controle e LED, em ambos os tempos
experimentais. Para a analise da area de colageno,
foi empregado o teste t de Student pareado para a
comparagdo entre o GIII e o GIV.

Resultados

Microscopia eletronica de varredura
(MEYV) - andlise qualitativa

As imagens de MEV, aos 3 dias pos-lesao, GI e GII
(Figuras 1A e B), permitiram observar a presenca
de area de lesdo, além de conformac@o da deposi¢ao
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de matriz de colageno (maior ou menor densidade e
presenca de espagos intersticiais). A presenga de area de
lesdo ¢ evidenciada na Figura 1, pela descontinuidade
do tecido (area tracejada) abrangendo epiderme (Ep)
¢ derme (Dr) em ambos os grupos. O GI apresenta
distanciamento dos bordos ligeiramente maior que
do GIL

Aos 7 dias pos-lesao, ndo ha completo selamento
tecidual nos animais do GIII (Figura 2A), contudo ¢
possivel observar a auséncia de descontinuidade do
tecido no grupo tratado GIV (Figura 2B). Em maior
aumento, pode-se evidenciar a presenca de tecido
cicatricial de elevada densidade no GIV, quando
comparado ao GIII (Figuras 3A e B).

Andlise quantitativa por microscopia
eletronica de varredura (MEYV)

Nao foram observadas diferengas significativas na area
de lesdo entre o GI e GIII (3 e 7 dias pos-cirurgia). O
GII apresentou area de lesdo significativamente maior

Terapia LED no reparo tecidual de ratos diabéticos

(p =0,0492) que do GI. O mesmo nao foi observado
entre GIIT e GIV (p > 0,05). A area de lesao do GIV
foi significativamente menor (28,12%, p = 0,0317)
que o GII (Figura 4).

Foi observada diferenca significativa (p = 0,0114)
na profundidade da lesdo entre o GI e GIII. Nao houve
diferenga significativa entre o GI e o GII (p = 0,0838).
Nao foi observada diferenga significativa entre o GIII
e o GIV (p = 0,2476). A profundidade da lesdo no
GIII foi significativamente menor (50,54%, p = 0,004)
que o GII. No GIV, a profundidade da lesao foi
significativamente menor (56,5%, p = 0,0159) que
no GII (Figura 5).

Anadlise histolégica qualitativa

Na analise histologica qualitativa (Figura 6), pode-
se observar, no GI e GII, resposta inflamatoria e
descontinuidade do tecido cutaneo, devido a lesdo
seguida de cicatrizag@o por primeira inten¢do. Nos
animais do GI, pode-se observar resposta inflamatoria

Figura 1. MEV de amostras de 3 dias pos-lesido de animal do GI (A) e GII (B). Em evidéncia, observa-se area cicatricial abrangendo epiderme

e derme (area tracejada). Ep- Epiderme. Dr- Derme. Escala: 1 mm.

Figure 1. SEM 3 days post-injury of GI (4) and GII (B) samples. In evidence, it is shown a healing area covering epidermis and dermis

(hatched area). Ep-Epidermis. Dr-Dermis. Scale: 1 mm.

Figura 2. MEV de amostras de 7 dias pos-lesdo de animal do GIII (A) e GIV (B). Em evidéncia, observa-se area cicatricial abrangendo
epiderme e derme (area tracejada). Ep- Epiderme. Dr- Derme. Escala: 1 mm.

Figure 2. SEM 7 days post-injury of GIII (A) and GIV (B) samples. In evidence, it is shown a healing area covering epidermis and dermis
(hatched area). Ep-Epidermis. Dr-Dermis. Scale: 1 mm.
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Figura 3. MEV de amostras de 7 dias pos-lesdo de animal do GllI (A) e GIV (B). Em evidéncia, observa-se parte da area de reparo (tracejado),

com presenga de fibras colagenas (). Escala: 100 wm.

Figure 3. SEM 7 days post-injury of GIII (A) and GIV (B) samples. In evidence, part of the healing area (dashed), with the presence of

collagen fibers (*). Scale: 100 um.
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Figura 4. Area da lesdo de animais dos grupos controle 3 (GI) e
7 (GIII) dias pds-lesdo e de animais dos grupos irradiado 3 (GII) e
7 dias pos-lesdo (GIV). Dados expressos em média * erro padrao.
*p <0,05.

Figure 4. Lesion area of the control groups 3 (GI) and 7 (GIII)
days post-injury and irradiated groups 3 (GlIl) and 7 (GIV) days
post-injury. Data expressed as mean + standard error. * p < 0.05.

moderada em comparag@o ao GII, no qual foi observada
intensa resposta inflamatdria, ou seja, espacamento
intersticial, células inflamatorias e congestao de vasos.
Naio sdo observadas diferencas qualitativas quanto ao
processo de reparo entre o GIII e GIV (anexos cutaneos,
presenca de estrato corneo, area de cicatriz etc.). Esses
dados sugerem maior intensidade de resposta no grupo
irradiado no inicio do processo reparo tecidual. No
entanto, essa maior atividade celular nao foi observada
em 7 dias pos-lesdo, comparando-se o GIII e GIV.
No GIV, observa-se area menos evidente de cicatriz.

Anadlise histomorfométrica

A partir das imagens obtidas (Figura 6) na microscopia
optica, foram realizadas a contagem de células
inflamatorias, fibroblastos e medida da area de
colageno.
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Figura 5. Profundidade da leséo de animais dos grupos controle 3
(GI) e 7 (GIII) dias pos-lesdo e de animais dos grupos irradiado 3
(GII) e 7 dias pos-lesdo (GIV). Dados expressos em média * erro
padrdo. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001.

Figure 5. Lesion depth of control groups 3 (GI) and 7 (GIII) days
post-injury and irradiated groups 3 (GII) and 7 (GIV) days post-injury.
Data expressed as mean + standard error. *p < 0.05, **p < 0.01,
*kp<0.001.

Nao foram observadas diferengas significativas
na contagem de células inflamatérias entre os grupos
3 e 7 dias pos-lesdo (GI, GII, GIII e GIV) (Figura 7).

Naio foi observada diferenga significativa no
numero de fibroblastos entre o GI e o GII (Figura 8).
Na analise histoldgica quantitativa, pode-se observar
um nimero de fibroblastos significativamente maior
no GIV (p =0,0179) em relagdo ao GIII.

Nao foi possivel a anélise da area de coldgeno entre
o Gl e GII, devido a presenca de artefatos do processo
histologico, que induziam a erros metodologicos na
analise semiautomatica de area. Nao houve diferenca
significativa da area de colageno entre o GIII e o
GIV (Figura 9).

Discussao

A presenga do DM pode levar a um comprometimento
da cicatrizagdo das feridas operatorias. Acredita-se
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Figura 6. Fotomicrografias por microscopia Optica da zona de lesdo. Presenga de anexo cutdneo (¥) na regido de incisdo (- - -). Observa-se
a area de lesdo em processo de reparo em exemplos do grupo controle 3 (GI) e 7 (GIII) dias pos-lesdo e do grupo irradiado 3 (GII) e 7 dias
pos-lesdo (GIV). Regido com alta concentragio de células inflamatorias (seta). H&E x100.

Figure 6. Optical microscope photomicrographs of the lesion zone. Presence of cutaneous annex (*) in the incision area (---). The area of
injury repairing process is observed in examples in the control group 3 (GI) and 7 (GIII) days post-injury and the irradiated group 3 (GII)
and 7 (GIV) days post-injury. Region with a high concentration of inflammatory cells (arrow). H & E x100.

que a redugdo ou retardo no desenvolvimento da
resisténcia da sutura seja uma causa potencial das
complicagdes cirtrgicas (Al-Watban e Andres, 2006;
Diamantino et al., 2011). O reparo tecidual em
individuos diabéticos apresenta fatores limitantes
como deficiéncia da microcirculag@o periférica,
com consequente reducdo do aporte energético e
nutricional (Al-Watban, 2009; Al-Watban e Andres,
2006; Carvalho et al., 2006; Dall-Agnol et al.,
2009). A eficacia da fototerapia na aceleragao da
reparacdo de feridas cutaneas ¢ amplamente conhecida
(Walker et al., 2000). A radiag@o eletromagnética,

coerente ¢ ndo-coerente, aumenta, significativamente,
a neovascularizacdo em tecido lesionado, acelerando
o processo de reparo e diminuindo a area de necrose,
indicando um aumento do fluxo sanguineo em locais de
lesao (Kubota, 2002; Prado et al., 2006; Schindl et al.,
2002; Yu et al., 2006).

A maioria dos trabalhos relacionados a terapia LED
tém estudado o reparo de lesdes cutaneas por segunda
intengdo (Dall-Agnol et al., 2009). Considerando-se
que a fototerapia na regido do infravermelho préximo
¢ indicada para a otimizag@o do reparo tecidual 6sseo
(Diamantino et al., 2011), e que em organismos
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diabéticos a deiscéncia de suturas pode comprometer
esse reparo, a analise do tecido epitelial ¢ salutar.
Assim, o presente estudo visou a avaliar o processo
de reparo em incisdo cirtrgica, para verificar possiveis
influéncias da terapia com LED sobre o processo de
reparo cutaneo por primeira intencao.

A terapia LED, como coadjuvante no processo
de reparo 0sseo, ¢ realizada de modo transcutaneo,
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Figura 7. Contagem de células inflamatorias de animais dos grupos
controle 3 (GI) e 7 (GIII) dias pos-lesdo e de animais dos grupos
irradiado 3 (GII) e 7 dias pos-lesdo (GIV). Dados expressos em
média * erro padrdo. p > 0,05.

Figure 7. Inflammatory cells count of the control groups 3 (GI) and
7 (GIlI) days post-injury and irradiated groups 3 (GIl) and 7 (GIV)
days post-injury. Data expressed as mean + standard error. p > 0.05.
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Figura 8. Contagem do niimero de fibroblastos de animais dos
grupos controle 3 (GI) e 7 (GIII) dias pds-lesdo e de animais dos
grupos irradiado 3 (GII) e 7 dias pos-lesao (GIV). Dados expressos
em média + erro padrdo. *p < 0,05.

Figure 8. Number of fibroblasts count in the control groups 3 (G1) and
7 (GIII) days post-injury and irradiated groups 3 (GII) and 7 (GIV)
days post-injury. Data expressed as mean + standard error. * p < 0.05.
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Figura 9. Area de colageno de animais do grupo controle 7 dias pos-
lesao (GIII) e de animais do grupo irradiado 7 dias pos-lesao (GIV).
Dados expressos em média + erro padrao. p > 0,05.

Figure 9. Collagen area in the control group 7 days post-injury (GIII)
and the group of animals irradiated 7 days post-injury (GIV). Data
expressed as mean + standard error. p > 0.05.
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0 que torna necessario o contato da radiagdo
eletromagnética com a pele. Estudos sobre a
cicatrizacdo cutanea foram realizados com LED na
regido do vermelho (A = 640 £ 20 nm) (Carvalho ez al.,
2010; Dall-Agnol et al., 2000); No entanto, ndo foram
observados estudos empregando LED na regido do
infravermelho proximo (A = 945 £ 20 nm).

Foi possivel observar um menor distanciamento
entre os bordos da lesdo e uma maior densidade
da érea de tecido conjuntivo na derme nos animais
do GII, quando comparados aos animais do GI.
Observou-se que a area de lesao do GIV apresentou-se
significativamente menor em relagdo as fases inicias
do processo de reparo (GII). Ainda que a area de
lesdo no GII, no inicio do processo, tenha sido mais
evidente, essa diferenca ndo causou retardo no processo
de reparo. A area de lesdao no grupo irradiado pode
estar relacionada com maior celularidade (nimero
de fibroblastos), observada na analise quantitativa.
Segundo Kubota (2002), Prado et al. (2006),
Schindl et al. (2002) ¢ Yu et al. (2006), a fototerapia
pode aumentar significativamente a neovascularizagao
e o fluxo sanguineo em locais de leséo.

Verificou-se que o GIV apresentou um total
selamento e maior densidade do tecido conjuntivo
quando comparado ao GIII (presenca de
descontinuidade e espagamento entre os bordos
da lesdo), sugerindo beneficios da fototerapia no
processo de reparo. De forma contraria, provavelmente
pode ter intensificado a atividade celular na fase
inflamatoria, culminando e aumentando a sintese
de colageno, sugerida pela alta densidade do tecido.
Estudos realizados por Casalechi et al. (2009) e
Dall-Agnol et al. (2009) verificaram respostas teciduais
semelhantes em 3 e 7 dias pos-lesdo, respectivamente.

Os resultados obtidos no presente estudo
corroboram os dados apresentados por Carvalho et al.
(2010), nos quais o reparo tecidual (incisao cutanea) foi
otimizado em animais normoglicémicos, pds-terapia
LED. Segundo revisdo sistematica, realizada por
Ferreira e Nicolau (2011), a condigdo de diabetes sobre
o reparo tecidual tem sido reportada em varios estudos
com animais. Essa condigo sistémica modifica padroes
fisiopatologicos do processo de cicatrizagdo (Al-Watban
¢ Andres, 2006; Chicarelli, 2000; Silva et al., 2002).

A redugdo da microcirculagdo periférica, dos
niveis de pressdo de O,, da proliferagdo celular e
da resposta imune sdo condi¢des observadas em
organismos diabéticos. Ratos com DM induzida por
aloxana produzem menos tecido de granulagdo do
que ratos normoglicémicos. As cicatrizes em tais
animais apresentam fraca resisténcia mecénica, e
essas alteracOes tém sido atribuidas a alteragdes
bioquimicas da ferida, causada pela deficiéncia de
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insulina (Stadler ez al., 2001). Klebanov et al. (2005)
estudaram os efeitos da luz coerente (laser) e ndo
coerente (LED) sobre as feridas cutaneas de ratos e
demonstraram que ambas estimularam a transi¢do da
fase inflamatoria para a proliferativa.

A irradiagdo com laser na regido vermelha do
espectro eletromagnético diminui a quantidade
de células inflamatorias, também exerce efeito
estimulador sobre TGF-o (Tumor Growth Factor
alpha), e PDGF (Platelet-derived growth factor),
sendo que o estimulo a esses fatores de crescimento
relaciona-se diretamente ao processo de reparo
(Albertini et al., 2007; Correa et al., 2007; Piva et al.,
2011). Klebanov et al. (2005) estudaram o efeito
da luz coerente (laser) e ndo coerente (LED) sobre
a atividade funcional do exsudato leucocitario, em
feridas cutaneas de ratos. Os autores demonstraram
que tanto o laser como o LED estimularam a transi¢ao
da fase inflamatoria para a proliferativa sem diferencas
significativas entre elas, concluindo que a coeréncia
ndo ¢ um fator limitante para que ocorra efeito
bioloégico mediado por luz. Dall-Agnol et al. (2009)
estudaram o efeito da terapia LED (A = 640 + 20 nm)
sobre o processo de reparo de ferida em animais
diabéticos e ndo-diabéticos. Observaram que as células
inflamatorias apresentaram-se significativamente
diminuidas nos animais tratados com LED no vermelho,
em comparag¢do com animais controle para ambos os
grupos. No presente estudo, os grupos irradiados com
LED na regido do infravermelho (A = 945 + 20 nm)
ndo apresentaram diferencas estatisticas, no numero
de células inflamatorias, em relagdo aos grupos
controles. Esses dados descartam efeitos deletérios
pos-irradiacdo LED. A realizacdo de estudos futuros
que abranjam a analise de mediadores quimicos e
fatores de crescimento pode conduzir a elucidagao
dos eventos moleculares relacionados aos resultados
obtidos.

Segundo Dall-Agnol et al. (2009), ndo foi
observada diferenca significativa no niimero total
de fibroblastos em seu estudo, apesar de ter sido
observado um discreto aumento dessas células na
derme superficial e na profunda nos grupos tratados.
Em contrapartida, o estudo de Carvalho ez al. (2010),
comparando LED e laser como opg¢ao de terapia para
o reparo tecidual, mostraram que ha um aumento no
nimero de fibroblastos quando comparado a grupos
controle aos 7 dias pos-lesdo para a terapia LED.
De acordo com estudos de Karu (2003), a interacao
LED-tecido pode levar ao aumento da atividade
metabolica celular, do nimero de fibroblastos e da
sintese de colageno, o que esta de acordo com os
resultados obtidos por Carvalho et al. (2010) e por
nosso grupo no presente estudo.

Terapia LED no reparo tecidual de ratos diabéticos

Assim, considerando o aumento do namero
de fibroblastos (analise quantitativa) e o adequado
fechamento da lesdo (analise qualitativa), pode-se
concluir que houve um efeito positivo da terapia LED
na regido do infravermelho proximo sobre o processo
de reparo, ap6s 7 dias de lesdo tecidual, em animais
diabéticos. E ainda, os resultados obtidos no presente
estudo podem contribuir para o estabelecimento de
protocolos, visando a prevencao de deiscéncia de
sutura ¢ infecgdes em fases iniciais de reparo em
individuos diabéticos.
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