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RESUMO

CORAZZA, A. V. (2005). Fotobiomodulacdo comparativa entre o laser e LED de
baixa intensidade na angiogénese de feridas cutdneas em ratos. Dissertacdo de
Mestrado — Escola de Engenharia de Sao Carlos/ Faculdade de Medicina de Ribeirao

Preto/ Instituto de Quimica de Sao Carlos, Universidade de Sao Carlos.

Os Diodos Emissores de Luz — Light Emitting Diodes — (LEDs) sdo uma fonte de luz
que estdo sendo introduzidas comercialmente, mas com discreta base cientifica nesta
modalidade fototerapéutica. O presente estudo comparou os efeitos angiogénicos da luz
Laser coerente e colimada a luz LED ausente de coeréncia e colimagdo em feridas
induzidas em ratos, com fluéncias diferentes. O modelo experimental consistia da
inducdo de uma ferida circular no quadriceps de 120 ratos, utilizando um “punch” com
15 mm de didmetro. Os animais foram divididos aleatoriamente em 5 grupos: Laser
(660 nm) e LED (635 nm), sendo cada um ajustado a 5 J/em® e 20 J/em®, além do
Controle. Apos 6 horas da inducao das feridas, os grupos tratados recebiam aplicagao
pontual de contato, e irradiados a cada 24 horas. A angiogénese foi analisada por meio
da histomorfometria (H.E), e a contragdo das feridas pelo Software de Planimetria,
sendo estudados os resultados no 3°, 7°, 14° e 21° dias pos-lesdo. Os achados da andlise
histolégica no 3° dia foram determinantes para induzir uma grande eficiéncia na
proliferacdo de vasos sanguineos dos grupos tratados em relagdo ao controle,
demonstrando uma taxa proxima da constante no 7° dia, e com discreto aumento no 14°
dia, porém com destaque para a tecnologia LED a 5 J/em® (p<0,05). No 21° dia, os
grupos fototratados com fluéncia de 5 J/cm? apresentavam valores estatisticos com
maior eficiéncia na angiogénese quando comparados com o grupo Laser a 20 J/cm?,
sugerindo que fluéncias elevadas podem induzir um processo do tipo saturagdo. Nao
ocorreu diferenca da neovascularizagdo no centro ¢ nas margens da ferida (p<0,05),
sugerindo que ocorria uma fotobiomodulagdo de toda a lesdo, favorecendo o
crescimento homogéneo dos vasos sanguineos. Tanto o Laser quanto o LED ndo
apresentaram resultados significativos na redugdo da area das feridas. As fototerapias a
Laser e LED de baixa intensidade sugeriram que a coeréncia e a colimagdo ndo eram
fatores decisivos para induzir alteragdes nas fungdes celulares, e sim a banda de
absorcdo do espectro eletromagnético. Ambas as fonte de luz vermelha ajustadas a
fluéncias de 5 J/cm? podem demonstrar resultados expressivos no estimulo angiogénico
em pele lesada.

Palavras-chave: angiogénese, contracao de feridas, cicatrizagdo, Diodos Emissores de
Luz (LEDs), Laserterapia de Baixa Intensidade (LLLT), histomorfometria.



ABSTRACT

CORAZZA, A. V. (2005). Comparative fotobiomodulation between the LED and low
intensity laser in the angiogenisis of skin wounds in rats. Dissertagdo de Mestrado —
Escola de Engenharia de Sao Carlos/ Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto/ Instituto

de Quimica de Sao Carlos, Universidade de Sao Carlos.

The Light Emitting Diodes (LEDs) are a source of light that have been commercially
introduced, but still with a lack in its scientific basis in this phototherapeutic modality.
The present study compared the angiogenics effects of the laser and LED illumination
in induced wounds in rat, with fluencies different. The experimental model consisted of
the induction of a circular wound on the quadriceps of 120 rats, using a “punch” with 15
mm diameter. Animals were divided randomyzed in 5 groups: Laser and LED each
device with a dosage of 5 J/cm? and 20 J/cm?, and Control. After 6 hours of the
induction of the wounds, the treated groups received contact of punctual application,
and irradiated every 24 hours. The angiogenesis was studied through the
histomorphometric (H.E) and the wounds contraction was photographed and analyzed
in the planimetrical software in the 3rd, 7th, 14" and 21 lesion induced days. The
discoveries of the histological analysis in the 3" day revealed larger efficiency in the
proliferation of the blood vessels in all irradiated groups in comparison to controls,
being a rate near of the constant in the 7" day, following to discreet improves in the
14" even so with prominence for the LED with 5 J/cm®. In the 21% day, the groups
phototreatment with fluence of 5 J/cm? showed similar statistically values in the larger
efficiency in the angiogenesis, when to compare to Laser with 20 J/cm?, suggesting high
fluencies can induced a saturation process. The average of the area reduction of the
wound didn't present similar statistician values of the treated groups in relation to the
control (p < 0,05). The phototherapeutic Laser and LEDs of low intensity they
suggested that the coherence and the collimation were not decisive factors to induce
alterations in the cellular functions, but the band of the spectrum electromagnetic. The
both red source of light agreements to fluencies of the 5 J/cm?, they can demonstrate
expressive results in the incentive ulcerated skin angiogenic.

Words-key: angiogenesis, wounds contraction, cicatrization; Lights Emitting Diodes

(LEDs), Low Energy-Level LaserTherapy (LLLT), histomorphometry.
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1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos Gerais.

Alteragdes na integridade da pele, conhecidas como ulceras agudas ou cronicas,
constituem um sério problema de satide publica no Brasil. Embora sejam escassos os
registros clinicos desses pacientes, sabe-se que ¢ grande o numero de doentes, além da
dificuldade de recuperagdo dessas patologias (PEREIRA, 2002). Nos Estados Unidos,
estima-se que aproximadamente 2 milhdes de pessoas sofram de algum tipo de ferida
cronica, onerando o tratamento em bilhdes de dolares anuais (CHEN, 1999). GUPTA et
al. (2004) desenvolveram um estudo epidemioldgico em duas comunidades na India
(uma urbana e a outra rural), e verificaram que a prevaléncia de feridas aguda e cronica
foi 10,55 e 4,48 por 1.000 habitantes respectivamente, ¢ que a maior incidéncia das
feridas ocorria nos membros inferiores.

Solugdes para melhorar a qualidade de vida dos pacientes que sdo acometidos
por deficiéncias no processo de reparagdo tecidual tém sido investigadas. Técnicas
farmacologicas (ZHAO et al., 2002; DOWSETT, 2004; SENNEVILLE, 2005),
fitoterapéuticas (PAIVA, 2002), mecanicas (LOK et al., 1999), terapias génicas (ISHII
et al., 2004) e exercicios fisioterapéuticos (TANAKA et al., 1996; BERARD et al.,
2002) sao utilizadas para o tratamento de ulceras cutaneas agudas e cronicas. Do mesmo
modo, existem recursos fisicos ndo-invasivos que auxiliam na contra¢do de feridas na
pele (McDIARMID et al., 1985; CHU et al., 1996; BAXTER et al., 1991; MILGRAM
et al., 2004).

Entre os recursos mais utilizados nas ultimas décadas, a Laserterapia de baixa
intensidade (LLLT) tem auxiliado a cicatrizagdo de feridas por meio dos seus efeitos
biomoduladores (BAXTER, 1994; ROMANOS, 1995; BISHT, 1999; TAM, 1999;
CAPON, 2001, SIMUNOVIC, 2000; WOODRUFF, 2004). No processo de reparagao
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tecidual, a terapia fotonica interage em cada uma das trés fases, proporcionando
respostas positivas em cada uma delas (YU, 1997). Na fase inflamatoria ocorre a
fotobiomodulagdo celular, ou seja, a0 mesmo tempo em que se reduz o nimero de
células inflamatorias (CARVALHO, 2001), estimula-se a sua funcionalidade para
produzir fatores de crescimento (WHELAN, 2001), iniciando assim a segunda fase,
denominada de proliferativa. Nesta segunda etapa, ocorre a neoformacdo de vasos
sanguineos pela fotoestimulagdo das células endoteliais (KIPSHIDZE, 2001), e
proliferacdo de fibroblastos e conseqiiente deposicdo de coldgeno (REEDY, 2001;
REEDY, 2003), colaborando para a maior formagdo do tecido de granulacdo e para a
efetiva contracdo da ferida. E na ultima fase do processo de reparacdo ocorre a
remodelacdo do tecido, que consiste na reorganizacdo dos vasos sanguineos e das fibras
de colageno (YU, 1997; REED; 2003). A angiogénese exerce elevada influéncia desde o
inicio do processo de cicatrizagdo das feridas, atuando na remocdo de detritos, e
restabelecendo o suprimento de oxigénio e nutrientes do novo tecido, favorecendo o
aumento da taxa metabolica e conseqiiente crescimento das células (AGAIBY, 2000;
WHELAN et al., 2001). Benéficos resultados tém sido obtidos com a interagdo da luz
terapéutica vermelha na neoformagdo de vasos sanguineos nos estudos “in vitro”
(AGAIBY, 2000; KIPSHIDZE, 2001; SCHINDL, 2003) e “in vivo” (AMIR et al.,
2000).

Além do comprimento de onda, a LLLT possui outras variaveis para modular a
atividade celular, como fluéncia, poténcia, tempo de tratamento, e irradidncia. Devido a
grande quantidade de parametros da fonte de luz laser, j& houve certo ceticismo na
aplicacdo da fototerapia (LAGAN et al., 2001; LUCAS et al., 2002). Atualmente, a
discussao esta sendo vinculada as variaveis da luz, como a coeréncia e a colimacgao. Isso
vem ocorrendo devido a introdug¢do de algumas pesquisas utilizando a luz LED como
substituta da luz Laser.

As fontes Laser e LED sdo semelhantes do ponto de vista da luz emitida, ou seja,
ambos produzem uma banda espectral relativamente estreita, embora o LED tenha
espectro um pouco mais largo. A diferenga basica dessas fontes esta no fato de que a luz
emergente do LED nao ¢ colimada nem coerente. Apesar desses contrastes, a Ledterapia
de baixa intensidade (LEDLLT) estd sendo justificada como alternativa a LLLT para
promover a cicatrizagdo de feridas (AI-WATBAN et al., 2003; WHELAN et al., 2003;
VINK et al., 2003), além de atuar de modo eficiente em outras condigdes fisiologicas e

patologicas (WONG-RILEY et al., 2001; WEISS et al., 2005). A procura de respostas
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positivas dos efeitos do LED pode também estar associada ao baixo custo desse
equipamento em relagdo ao Laser. Porém alguns estudos afirmam a ineficiéncia dessa
fonte de luz ausente de coeréncia (BIHARI et al., 1989; BERTOLONI et al., 1993;
PONTINEN et al., 1996).

Apesar da atual discussdo da luz, a dose de energia ¢ uma interrogacdo para
varios pesquisadores e clinicos. No que tange o limiar energético de biomodulacao, ha
varias controvérsias. Os Lasers e LEDs com diferentes doses de energia produzem
determinados efeitos sobre os vasos sanguineos da pele. Varios estudos seguem a
fototerapia fundada na curva Basica de Arndt-Shultz como ideais para estimular a
producdo de células endoteliais e conseqiiente angiogénese (AGAIBY et al., 2000;
KIPSHIDZE et al., 2001, SCHINDL, 2003), além da producdo de fibroblastos e
colageno (REDDY et al., 2001, PEREIRA et al., 2002; REDDY, 2003). Por outro lado,
alguns autores justificam a utilizagdo de fluéncias elevadas para fotomodular a

cicatrizagao de feridas (AL-WATBAN et al., 1997; AL-WATBAN et al., 1999).

1.2. Objetivos

1.2.1. Principal

e Analisar a eficiéncia fotobiomoduladora do LED em relagdo ao Laser.

1.2.2. Secundarios

e Verificar a contragdo das feridas dos ratos nas fases de reparagao tecidual (3°, 7°,
14° e 21° dias) com os tratamentos fotonicos coerente e incoerente;

e Avaliar comparativamente os efeitos angiogénicos nas fases de reparagdo
tecidual (3°, 7°, 14° e 21° dias) das fototerapias biomodulantes LED e Laser de
Baixa Intensidade nas feridas cutaneas induzidas mecanicamente em ratos;

e Analisar a fluéncia adequada (5 J/cm? ou 20 J/cm?) na contracdo da ferida e na
angiogénese da pele com o comprimento de onda vermelho nas fontes LED e

Laser de baixa intensidade.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. O Sistema Tegumentar

O revestimento externo do corpo constitui o chamado tegumento comum. Fazem
parte deste sistema a pele, seus anexos e a camada subcutanea ou hipoderme (Figura 1).
A pele se constitui em um dos maiores 6rgaos, sendo responsavel por aproximadamente
16% do peso corporal. ZORZETTO (1995) afirma que este 6rgado varia de modo notavel
em diferentes areas do corpo, tendo uma espessura de 0,5 mm nas palpebras e de 4 mm
nas regides palmo-plantares.

Com multiplas fungdes, este grande oOrgdo atua na funcdo de protecdo do
organismo contra agentes fisicos, quimicos e infecciosos (bactérias), além de prevenir a
eliminagdo excessiva de dgua por evaporagdo, ou o seu ganho. Funciona como sistema
refrigerador, uma vez que as glandulas sudoriparas secretam um fluido para resfriar o
corpo, enquanto os pélos e uma camada subjacente de gordura isolam contra o frio
(SILVERTHORN et al., 2003).

Os vasos sanguineos existentes, além de conduzirem os fatores nutricionais e
oxigénio para os tecidos, também influenciam a regulacdo térmica. Em repouso a pele
contém cerca de 20 vezes mais sangue do que seria necessario para a nutrigdo tecidual,
favorecendo a perda de calor para a superficie (LOW e REED, 2001). Em caso de frio,
ocorre uma vasoconstricdo mantendo o calor corporal e, em situacdes de calor, acontece
a vasodilatacdo. A existéncia de uma trama de receptores sensoriais no tecido cutaneo
possibilita a organizagdo dos estimulos de sensibilidade para o cortex cerebral (AIRES
etal., 1999).

A pele ¢ composta de trés camadas, denominadas de epiderme, derme e
hipoderme, sendo as duas primeiras as principais. Cada uma delas ¢ formada por tecidos
diferenciados e fungdes distintas. (SAMPAIO e RIVITTI, 2001; SMELTZER e BARE,
1998).
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A epiderme, camada mais externa da pele, ¢ composta de proteinas fibrosas
denominadas de queratina. Na diferenciacdo epidérmica, hé, também importante
participagdo da derme através de inter-relacdes entre fibroblastos e queratindcitos
(sintetizadores de queratina). A modulacdo da diferencia¢dao epidérmica ¢ influenciada
por meio de fator de crescimento epitelial (EGF), fator transformador de crescimento
(TGF-a), fator transformador de crescimento de queratindcitos (KGF), fator
transformador de crescimento beta (TGF-f), interleucinas (IL-1a , IL-6, IL-8), GM-
CSF, vitamina A, retinoides e chalonas (SAMPAIO e RIVITTI, 2001). A epiderme ¢
constituida por cinco subcamadas: o estrato coérneo, mais externo; o estrato licido; o
estrato granuloso; o estrato espinhoso; e a camada mais interna, o estrato germinativo,
ou camada de células basais, as quais ligam a epiderme a derme. As células basais estdo
unidas entre si e as células espinhosas suprajacentes, e estas entre si, mediante as
chamadas pontes intercelulares (desmossomas). Os desmossomas sdo proteinas
ancorantes localizadas entre as células e que ddo suporte ao epitélio. As células da
epiderme e as fibras da derme estdo ancoradas umas nas outras por intermédio de fibras
protéicas que atravessam a membrana basal.

A derme ¢ a segunda e mais espessa camada da pele. Sua funcao ¢ oferecer
resisténcia, suporte, sangue rico em nutrientes e oxigénio a pele. E composta por duas
camadas: a papilar e a reticular. A derme papilar repousa diretamente abaixo da
epiderme, sendo composta primariamente por células de fibroblasto capazes de produzir
uma forma de colageno, componente do tecido conjuntivo. A camada reticular dispde-se
sob a camada papilar e também produz coldgeno e fibras elasticas. O coldgeno e a
elastina proporcionam resisténcia a pele e sdo responsaveis pelo rechaco cutaneo. A
derme também se constitui de vasos sanguineos e linfaticos, nervos, glandulas
sudoriparas e sebaceas e raizes pilosas (Figura 1). Espessos feixes de colageno ligam a
derme ao tecido subcutdneo e as estruturas de suporte subjacentes, como fascia,
musculos e 0ssos.

A camada ou tela subcutanea ¢ composta de tecidos adiposo e conjuntivo, além
de grandes vasos sanguineos, nervos e vasos linfaticos. A espessura da epiderme, da
derme e da tela subcutanea varia entre diferentes pessoas e partes do corpo, exercendo,

assim, forte a¢do protetora para o corpo humano diante de agentes agressores.
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FIGURA 1. Sistema Tegumentar
FONTE: JOHNSON, J.G. (2003). Biology II: anatomy & physiology. Frederick: Frederick High

School. Cap.46, Section 4. Disponivel em:<http://www sirinet.net/~jgjohnso/integproject.html>. Acesso

em: 27 Feb. 2005.

2.2. A Reparacao Tecidual

O processo de reparo pode ser caracterizado por regeneragao, na qual existe um
reparo gradual do defeito pela proliferacao das células do mesmo tipo das destruidas, ou
pode ser por reposi¢do com células de outro tipo, geralmente tecido conjuntivo,
resultando na formacdo de cicatriz. O reparo, ou seja, a reagdo de cicatrizagdo, ¢ um
processo complexo, mas essencial, sem o qual seria improvavel a sobrevivéncia do
organismo. A cicatrizagdo envolve acoes integradas das células, matriz € mensageiro
quimico, e visa restaurar a integridade do tecido com a maior rapidez possivel e com
maior forga ténsil. A repara¢do ndo ¢ um simples processo linear no qual fatores de
crescimento disparam a proliferacdo celular, e sim uma integragdo de processos
dindmicos, que envolvem mediadores soluveis, elementos figurados do sangue,
producdo de matriz extracelular e células parenquimatosas.

A reparagdo tecidual, que ¢ comum a todos os tipos de tecidos do organismo,
pode ser dividida em trés fases caracterizadas por inflamacdo, proliferacdo e

remodelagem. A exata duragdo de cada fase ndo ¢ distinta, devido as fases se
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sobreporem e também pela variabilidade de um caso para outro. Entretanto existem

efeitos temporais prefixando a duragdo de cada fase (REED, 1996).
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FIGURA 2: Fases da cicatrizacdo de feridas
FONTE: COTRAN, R.S. et al (2000). Robbins — Patologia Estrutural e Funcional.

2.2.1. Fase de Inflamacao

A fase inflamatoria na cicatrizagdo da ferida é considerada um processo
preparatorio para a formagdo do novo tecido. E, em geral, decorrente de uma lesdo ou
doenga causada pela interrupcdo na fisiologia normal de um tecido. Essa fase estende-se
do 1°ao 10° dia (REED, 1996).

A perda de sangue tecidual ativa as plaquetas e a coagulagdo sanguinea, para
limitar o extravasamento de sangue no tecido. O coagulo sanguineo proporciona uma
matriz provisoria, que facilita a migracdo das células até a ferida. (KITCHEN, 1998). O
estagio inicial da inflamagao € caracterizado por mudangas vasculares, ap6s a ruptura de
vasos sanguineos. Ocorre vasoconstrigdo, com depdsito de um coagulo
fibrinoplaquetéario na tentativa de controlar a hemorragia. Essa reagdo dura de 5 a 10
minutos, e ¢ seguida de vasodilatacdo das vénulas. A microcirculagdo perde sua
capacidade de vasoconstricdo, uma vez que a norepinefrina ¢ destruida pelas enzimas
intracelulares. Além disso, sdo liberadas numerosas substincias vasoativas como a
histamina, serotonina e prostaglandina, facilitando a permeabilidade vascular, durante
dois a trés dias, promovendo os sinais cardeais de inflamag¢do como dor, calor, rubor,

edema e redugdo da fungao.
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As células inflamatorias t€ém um importante papel durante a cicatrizagdo de
feridas, contribuindo para a liberacdo de enzimas lisossdmicas e produtos de oxigénio,
bem como facilitando a limpeza de debris tecidual e bactérias (MEDRADO et al.,
2003). Os neutréfilos e monocitos sdo as primeiras células a chegar ao local da lesdo.
Essas células migram em resposta a uma ampla variedade de estimulos quimicos e
mecanicos, inclusive produtos oriundos do mecanismo de coagulagdo, a presenca de
bactérias, e fatores derivados das células. A principal a¢do dos neutrofilos ¢ a
fagocitose, além de serem expressiva fonte de espécies de oxigé€nio reativo (ROS)
(FUJIMAKI et al., 2003). Em niveis normais, ROS (radical superdxido, peroxido de
hidrogénio, radical hidroxila, oxigénio simples) ¢ de fundamental importancia para a
sintese protéica, dcidos nucléicos e uma ampla variedade de espécies moleculares, mas
em concentracdes excessivas promovem elevada acdo inflamatdéria. (KARU et al.,
1995). Os mondcitos migram do interior dos vasos sanguineos até o espaco tecidual e
diferenciam-se em macréfagos. A presenca de fibronectina insoluvel, tecido hipoxico,
agentes quimiotaxicos, lipopolissacarideos bacterianos e interferons sdo provaveis
fatores de atragdo desses leucocitos. Os macréfagos atuam auxiliando os neutréfilos na
fagocitose de microrganismos invasores, residuos de tecidos e de células que estejam
morrendo (incluindo neutréfilos). A atuagcdo dos macréfagos ocorre entre 2 e 5 dias apds
a lesdo. Os mastocitos participam em todas fases da cicatrizagdo e sdo células secretoras
especializadas que, em estado de repouso, contém grande quantidade de granulos que
estdo dispersos pelo citoplasma. A matriz do granulo é composta por um complexo
heparina-protéico, no qual grupos carboxilicos protéicos servem de receptores da
histamina. Outras substincias encontradas nos granulos de mastocitos incluem a
glucuronidase, acido-fosfatases, uma variedade de proteases, fatores quimiotaticos
eosinofilicos de anafilaxina (ECF-A) e fator quimiotatico neutrofilico (NCF) que podem
estar envolvidos na resposta do corpo em lesdes. A histamina, por exemplo, pode em
baixas doses estimular a formagdo de coldgeno e cicatrizagdo, enquanto a heparina
estimula a migragdo de células endoteliais. J4 ECF-A e NCF podem modular o processo
inflamatorio, agindo como quimio-atraentes para células envolvidas em fases
posteriores do processo de reparo. O processo de degranulacao de mastocitos, mediante
a liberagdo dessas substancias, podera estimular a reparagdo tecidual (EL SAYED e
DYSON, 1996). Os mastocitos, assim como os eosinofilos, sdo encontrados em maior
concentragdo no tecido conjuntivo da pele, pulmdes e trato gastrointestinal. Nesses

locais, eles interceptam os patdgenos que sdo inalados ou ingeridos, ou aqueles que
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entram através de rupturas da epiderme (SILVERTHORN et al., 2003). Células imuno-
inflamatérias (leucocitos) semelhantes a neutrofilos, macroéfagos, mastdcitos e
linfocitos-T sdo capazes de produzir citocinas e fatores de crescimento que controlam o

funcionamento de outras células e regulam o processo de angiogénese e fibroplasia.

(AGAIBY et al., 2000).

2.2.2. Fase Proliferativa

A fase proliferativa comumente ocorre do 3° ao 20° dia (REED, 1996). Nas
feridas h4 a possibilidade de visualizar o tecido de granulacdo, um tecido vermelho,
brilhante, com aspecto de carne viva e granulosa. Esse tecido consiste em macréfagos,
fibroblastos, coldgeno imaturo, vasos sanguineos e substancia matricial. Os macrofagos
permanecem ativos nesta fase, desenvolvendo a atividade de fagocitose e auxiliando na
liberagio de fatores de crescimento, juntamente com as plaquetas. A medida que o
tecido de granulacdo prolifera, os fibroblastos estimulam a producao de colageno, que
proporciona ao tecido sua forga de tensdo e, em ultima instancia, sua estrutura.

O fendmeno de fibroplasia ¢ caracterizado pela proliferagao de fibroblasto, que ¢
o principal responsavel pela deposicdo da nova matriz. O 4cido hialurénico é um
importante agente na proliferacdo dos fibroblastos, facilitando a sua motilidade. Os
glicosaminoglicanos s3o moléculas altamente negativas, devido a grande quantidade de
radicais sulfato (dermatansulfato, condroitin-sulfato, e heparansulfato), com exce¢ao do
acido hialuronico, que permite a atragdo de cations, principalmente sddio, estimulando a
acdo osmotica de uma grande quantidade de agua, formando um gel hidratado e
semifluidico que permite a circulagdo, nos tecidos conjuntivos, de nutrientes, hormonios
e outro mensageiros quimicos que também atuam na regulacdo da motilidade e
crescimento dos fibroblastos. Dessa forma, os fibroblastos iniciam a deposi¢do de
colageno para formar uma estrutura de vedagdo sobre a parte danificada e cria a matriz
extracelular de uma ferida. (KITCHEN, 1998; JUNQUEIRA ¢ CARNEIRO, 2000;
STARKEY, 2001).

Na matriz extracelular as proteinas estruturais mais importantes sao as fibras de
colageno, as quais sdo formadas por fibrilas. Essas fibrilas sdo compostas por uma
cadeia de tripla hélice de aminoacidos conhecidos como tropocolageno (REED, 1996).

DE ROBERTIS e HIB (2001) afirmam que existem aproximadamente 25 classes de
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tropocolageno. Em todas elas um ter¢o dos aminodcidos sdo glicinas, outro terco ¢
composto por prolinas e hidroxiprolinas e o ter¢o restante constitui outros tipos de
aminoacidos. Tais cadeias peptidicas se combinam de diversas maneiras, o que resulta
em 15 diferentes tipos de fibrilas de colageno, sendo os principais do tipo I, I, III, IV,
VII, IX e XI. A proliferagdo ¢ marcada pela presenca de colageno do tipo III, que
produz parte da membrana basal ao promover lesdo cutanea, e o colageno do tipo V,
que ¢ depositado em torno das células, formando uma sustentagdo estrutural. Na fase de
proliferacdo inicia-se o processo de contracdo da ferida, que ¢ desenvolvido
principalmente pelos fibroblastos ricos em actina, sendo conhecidos como
miofibroblastos. Esses fibroblastos acumulados nas margens das feridas executam umas
atividades contrateis, puxando as bordas das feridas para o centro. Sendo assim, ocorre
uma “forca de tracdo” sobre as fibras da matriz extracelular (REED, 1996)

Segundo STARKEY (2001), a velocidade e a qualidade da cicatrizagdo sdo
reguladas pela quantidade de trifosfato de adenosina (ATP) produzido. O ATP ¢ a fonte
primaria de energia da célula e ¢ fundamental para fornecer a energia metabdlica
necessaria para restaurar as propriedades da membrana celular, sendo realizado por
meio da entrada e saida de sodio e potassio da célula, para construir e sintetizar novas

proteinas.

2.2.2.1. Angiogénese

O processo de reparagdo se inicia na periferia, onde os macrofagos e os
polimorfonucleares podem suportar um ambiente pobre em oxigénio, onde produzem
novos leitos capilares e colaboram para a formagdo do tecido de granulagdo. A
formagdo de novos vasos sanguineos ocorre por meio de uma série de eventos em
cascata que dependem, em primeiro lugar, da ativac¢do das células endoteliais (Figura 2).
As células endoteliais de preexisténcia proxima aos vasos sanguineos possuem
receptores especificos. O processo de ativagdo dessas células decorre da adesdo dos
fatores de crescimento angiogénicos a estes receptores. Varios fatores de crescimento
relacionados, incluindo fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e fator de
crescimento fibroblastico (FGF), promovem o estimulo de neoformagdo de vasos
sanguineos. BECIT e AKIN (2001) verificaram em seus estudos que o VEGF é um dos

mais importantes fatores de crescimento angiogénicos. A angiogénese também ¢
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controlada por um equilibrio de citocinas angiogénicas (TGF-B, TNF-a; IL-8) e
antiangiogénicas (angiostatina e endostatina). Segundo AIRES et al. (1999), a resposta
das células endoteliais aos fatores angiogé€nicos ¢ mediada através de sistemas de
mensageiros intracelulares secundarios, como o célcio, proteinas quinases, adenilciclase
(proteina de membrana), e monofosfato ciclico de adenosina (cAMP). As células
endoteliais estimuladas promovem sinais aos nucleos para uma nova produgdo
molecular, inclusive de enzimas proteoliticas (ativadores plasminogénicos, colagenase,
gelatinase e estromelisina). Essas enzimas vao dissolver a membrana basal em
minusculos orificios de todos os vasos sanguineos adjacentes a lesdo. As células
alinham-se, formando umas configuragdes bipolares, seguidas de divisdo mitotica
(proliferacao) que ocorre apds 24 a 48 horas. As células endoteliais migram dos
orificios dos vasos preexistentes em direcdo aos tecidos doentes, uma vez que ¢ de
fundamental importadncia que o tecido receba nutrientes e oxigénio. Moléculas
especializadas chamadas de moléculas de adesdo, ou integrinas, estimulam a
germinagdo de novos vasos sanguineos.

Outras enzimas (metaloproteinase de matriz, ou MMP) sdo produzidas para
dissolver o tecido necroético ao redor da germinacdo dos vasos e para organizar a sua
disposi¢ao. JORGENSEN (2003), apds a inser¢ao no tecido subcutaneo de tubos de
poli-tetrafluoroetileno, encontrou uma correlagdo significativa e inversa entre MMP-9 e
os niveis de acumulagdo de coldgeno 10 dias ap6s o implante do tubo na ferida. A
germinacdo das células endoteliais proporciona a formagdo de um tubo no vaso
preexistente nas margens da ferida. Esse tubo, em contato com o leito da lesdo,
desenvolve uma alca, retornando ao vaso preexistente, permitindo nova circulagdo
sanguinea no tecido em reparacdo. Finalmente, os tubos de vasos sanguineos
neoformados sdo envolvidos por fibroblastos, que posteriormente se desenvolvem em
células musculares lisas. Essas células de musculos lisos especializados, denominadas
pericitos, estabilizam o desenvolvimento da angiogénese. Os pericitos circundam os
capilares formando uma espécie de camada externa entre endotélio e o fluido
intersticial. A estabilizagdo da neoformagdo de vasos sanguineos ¢ de suma importincia
para evitar o surgimento de um nimero excessivo de vasos.

Manifestacdo angiogénica excessiva pode indicar um desequilibrio dos fatores
angiogénicos e antiangiogénicos, comum nas neoplasias. A perfusdo do sangue nos
tecidos ocasiona elevagdo do nivel da oxigenagdo e, ao mesmo tempo, os fibroblastos

depositam novas fibras de colageno para proporcionar uma estrutura de suporte (LOW e
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REED, 2001). JONSSON et al. (1991) sugerem que a média de perfusdo e a tensdo de
oxigénio sdo fatores determinantes para a deposicao do coldgeno. Segundo descreveu
CARVALHO (2002), a molécula helicoidal de procolageno somente se formara e sera
liberada para o espaco extracelular na presenca de oxigénio suficiente. HESS (2002)

afirma que a epitelizagdo sé € possivel na presenga de tecido vascular viavel.
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FIGURA 3. Cascata de eventos angiogénicos

FONTE: The Angiogenesis Foundation (2000)
htttp://www.angio.org/understanding/content understanding.html. Acessado em 28/11/2004.

2.2.3. Fase de Remodelagem

ROMANOS et al (1995), evidenciaram que durante a fase proliferativa o
colageno do tipo III estd em maior quantidade em relagdo ao colageno do tipo I,
entretanto na fase de remodelacdo as quantidades de coldgeno ficam equilibradas.
KITCHEN e YOUNG (1998), afirmam que a tendéncia ¢ a reposicdo parcial do

colageno do tipo III pelo tipo I (colageno fibrilar maturo). Véarios autores confirmam
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que nesta ultima etapa, as fibras colagenas tornam-se mais espessas € orientadas em
paralelismo, resultando em maior resisténcia ténsil do tecido (REED, 1996; SAMPAIO
E RIVITI, 2001). Os fatores implicitos no processo de remodelagem do tecido ndo sdo
totalmente esclarecidos, mas sabe-se que o tipo de tensdo aplicada sobre as feridas
afetara a sua remodelagem. Sendo assim, este fendmeno envolve um efeito
piezoelétrico, que ¢ uma mudanga elétrica induzida ao longo das fibras colagenas, que
ird promover orientacdes paralelas sobre as linhas de estresse do tecido (REED, 1996).
A resisténcia da ferida a ruptura aumenta com a deposi¢do de colageno, atingindo
aproximadamente 20% da resisténcia normal por volta do 21° dia. A resisténcia final

atingida se situard na regido de 70 a 80% do valor normal.

2.3. O Laser Terapéutico de Baixa Intensidade

A luz terapéutica corresponde a uma pequena por¢ao do espectro de radiacao
eletromagnético total, e compreende os comprimentos de onda do visivel ao
infravermelho préoximo (300 nm a 1.100 nm) (ANDERS, 1993). A energia contida
nesses espectros ¢ transmitida por unidades denominadas fotons. Um foton contém um
quantum. Isso € expresso pela equagdo E = hc/A, enunciada por Max Planck em 1900,
em que h ¢ a constante de Planck (1,585 x 10% cal/seg), ¢ ¢ a velocidade da luz (3 x 10"
cm/seg), € A ¢ o comprimento de onda de radiacao. Dessa equacao, deduz-se que os
fotons com comprimento de onda mais curto tém maior energia (De ROBERTS e HIB,
1998). Por volta de 1917, Einstein tinha formulado a Teoria de Emissdao Estimulada,
sendo apoiado nos conceitos da teoria quantica de Planck. O advento e o estimulo para
desenvolver pesquisas sobre uma tecnologia fotoestimuladora do metabolismo celular
provavelmente ganharam dimensdes iniciais com o estudo do biologista russo
Alexander Gurwitsh, que publicou em 1923 sua descoberta fundamental intitulada “O
fenomeno da indugdo bioldgica”. O autor descreveu a indu¢ao de um processo biologico
de uma espécie para outra, observando que células vivas emitiam uma radiagao
eletromagnética atérmica, que ¢ muito proxima a irradiagdo Ultravioleta em termo de
comprimento de onda. Assim, uma luz emitida por um sistema biologico
(bioluminescéncia) e de baixa intensidade pode induzir um processo bioldgico
semelhante a mitose. Ele nomeou de irradiagdo mitogenética (SIMUNOVIC, 2000). A

partir de entdo, varias investigagdes sobre a possibilidade de irradiagdo luminosa
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mitogenética artificial foram estimuladoras para justificar a teoria proposta por Einstein
em 1917, e para desenvolver estudos na administracao da laserterapia.

Em 1953, uma interessante emissdo estimulada reapareceu com o advento da
amplificacdo das microondas. Radiacdes de microondas, ou ondas centimétricas, sdao
ondas eletromagnéticas que possuem propriedades Opticas; as quais sdo refratadas,
difratadas, e refletidas, e podem ser focadas por lentes apropriadas. Com o
desenvolvimento dos MASERS, que ¢ um acronimo para Microwave Amplifiers by the
Stimulated Emission of Radiation (amplificagdo de microondas por emissao estimulada
de radiagdo), surgiram especulagdes a respeito da possibilidade de estender estes
principios na amplificagdo e geracdo na regido da radiacdo visivel (SNYDER-
MACKLER e SEITZ, 1990). Seguindo as teorias formuladas anteriormente, Theodore
Maimam em 1960 converteu este conhecimento em realidade e criou o primeiro laser a
rubi operando em 694,3 nm, justificando o acronimo LASER, como Light
Amplification Stimulation Emission Radiation (Amplificagdo da Luz por Emissao
Estimulada da Radiagdo). A partir de entdo, varias fontes de luz Lasers foram
desenvolvidas sendo aplicadas desde “apontadores” de laser e cddigo de barra até
dispositivos militares, como visores para determina¢do de distancia e sistemas de
defini¢ao de alvos. (BAXTER, 1994).

Os Lasers da alta poténcia (1 a 100W) foram rapidamente introduzidos na
medicina, inicialmente em cirurgias oftalmologicas. Até o presente momento, as
aplicagdes médicas tém por base as propriedades fotodérmicas e fotoablativas do laser
com o tecido, sendo utilizados para cortar, soldar, e mesmo destruir tecidos (AMIR,
2000). Alguns estudos confirmam que, apds realizar cirurgias com Lasers, em
substituicdo ao bisturi metalico, existia uma maior sintese de colageno e maior forca de
tensdo dos tecidos (ROSSMANN et al., 2000; TAYLOR et al., 1997; ROMANOS et
al., 1995; FINSTERBUSH et al., 1985).

Em 1960, Javan, Bennett, ¢ Herriott desenvolveram o laser de Hélio-Neo6nio
(He-Ne) (SNYDER-MACKLER e SEITZ, 1990), e Johnson, o de Neodimio-itrio-
Aluminio-Granada (Nd-YAG). Em 1961, Patel e colaboradores apresentaram o laser de
dioxiodo de carbono, que emitia radiacdo na faixa infravermelha do espectro
eletromagnético, e o laser de argdnio com seu duplo espectro de emissdao (GENOVESE,
2000).

O laser terapéutico de baixa intensidade, com poténcia menor ou igual a 500mW

(BRAVERMAN, 1989), ganhou aplicabilidade clinica apds os estudos experimentais
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realizados pelo grupo de pesquisa do professor Endre Mester em Budapeste, no final da
década de 60 e inicio dos anos 70. Ele trabalhou com a cicatrizacao de feridas e
verificava a efetividade dos resultados mediante andlises histoldgicas, imunologicas e
testes funcionais. Os resultados demonstraram melhora da sintese de colageno, indugao
da neovascularizagdo e melhora da sintese de enzimas em toda a area irradiada
(BAXTER, 1994; SIMUNOVIC, 2000).

No final da década de 70, surgiu uma nova tecnologia laser a base de diodo,
operando no espectro infravermelho proximo (A = 904 nm), denominado de diodos
Lasers semicondutores, sendo constituido de Arsenieto de Gélio (As-Ga). Esses lasers
diodos geralmente atuam na forma continua ou pulsada, enquanto que o He-Ne opera
somente em modo continuo.

Trabalhos pioneiros realizados no Leste Europeu e Russia sugeriram que o
tratamento a laser infravermelho (IR) era relativamente mais eficiente para a indugdo de
cicatrizagao de feridas cutianeas (BRAVERMAN, 1989). REDDY (2003) comparou o
laser visivel He-Ne (A = 632,8 nm) e o As-Ga infravermelho continuo (A = 904 nm) na
cicatrizacdo de feridas diabéticas, e verificou que as diferengas nos efeitos
estimulatérios entre lasers He-Ne e As-Ga dependiam da resposta fotoquimica das
células em cada comprimento de onda e propriedades de coeréncia da radiagdo
eletromagnética. Por outro lado, os lasers atuando na faixa espectral vermelha
apresentam resultados eficientes no tratamento de feridas, principalmente no estimulo
de atividades angiogénicas (SCHINDL, 2003; KIPSHIDZE et al., 2001; AMIR et al.,
2000), contribuindo assim para a maior atividade na cicatrizagdo de tulceras na pele

devido a um maior fluxo sanguineo local.

2.4. Principios do Sistema Operacional Laser

Quando um fo6ton ou particula energética de luz ¢ direcionado em um atomo, ele
pode ser absorvido, refletido ou transmitido. Se a particula € refletida ou transmitida,
ndo ha mudanca na energia luminosa. Entretanto, se o foton ¢ absorvido, a energia
elétrica no orbital ¢ aumentada. Um ou mais elétrons passam para uma mudanca na
posi¢do, partindo de uma Orbita interna para uma Orbita periférica. (SNYDER-
MACKLER e SEITZ, 1990). No momento em que um elétron se acha no estado de

energia mais alto, diz-se que o atomo estd excitado e esse estado permanece por um



28

periodo muito curto, caracteristicamente cerca de 10°® S, € ao retornar a sua Orbita
original, elimina seu excesso de energia na forma de um féton de luz, exatamente com
as mesmas caracteristicas do foton incidente. Essa emissao estimulada de radiacdo, em
pouco tempo, ganha proporgdes relevantes na ativagdo atdmica, produzindo uma
constante emissao de laser. (LOW, 2001; BAXTER, 1998).

Para produzir o feixe luminoso, as fontes de luz lasers dependem de alguns
componentes essenciais. Um deles ¢ uma fonte de energia que permita o
“bombeamento” do meio ativo para o estimulo inicial da excitacdo atdmica,
possibilitando a seqiiéncia na produ¢do da emissdo estimulada de radiagdo. (PASCU,
2000). Esta energia pode ser entregue de varios modos: energia elétrica (como no caso
de lasers de diodo ou de gases), energia luminosa produzida por ldampadas flash (no caso
de lasers da familia YAG) ou por outro laser (como os lasers com meio ativo liquidos
que normalmente s3o bombeados por lasers de argonio). O meio ativo é constituido por
materiais (sélido, gasoso, liquido, semi-solidos, semicondutores e excimeros) que
podem produzir a radiagdo laser (GENOVESE, 2000). Entre os materiais, pode-se
destacar dois meios utilizados nas irradia¢gdes de LLLT, sendo a mistura gasosa de hélio
e neonio (He-Ne), ou o meio ativo mais utilizado na atualidade que € o semicondutor
diodo de arsenieto de galio (As-Ga), arsenieto de galio e aluminio (GaAlAs), ou
arsenieto de galio, indio e fosforo (AlGalnP) que tipicamente produzem radia¢do na
faixa situada entre 630 ¢ 950 nm (BAXTER, 1994). Outro componente fundamental
para a producao da radiagdo ¢ a cavidade ou cAmara ressonante optica (Figura 3), que ¢é
constituida por um tubo reto contendo um meio ativo. Em cada extremidade do tubo,
existem espelhos, sendo um deles totalmente refletivo e o outro uma saida de luz semi-
refletiva. Quando os elétrons sdo estimulados por uma fonte de energia externa numa
rapida taxa, fotons resultantes sdo alinhados em uma cadmara refletora. Quando eles
alcancam o espelho semitransparente, os fotons sdo refletidos de volta ao espelho
refletor. O constante retorno e a forte reflexdo entre os espelhos promovem uma
amplificacdo da luz. Com a continuidade do processo, mais e mais fotons sdo
estimulados até que a cAmara nao pode conter o nivel energético e libera a emissdo da

luz laser.
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FIGURA 4. — Cavidade éptica ou Cavidade ressonantica.

2.5. Propriedades e Comportamento da Radiacao Laser

A emissdo de luz laser possui as caracteristicas gerais de toda luz: pode ser
refletida, refratada e absorvida ao interagir com a matéria. As propriedades que tornam
a luz laser diferente das fontes de luz incandescente e fluorescente sdo a
monocromaticidade, coeréncia e a colimagao.

O fendmeno de promover foétons, com cores iguais e todos com o mesmo
comprimento de onda, caracteriza a monocromaticidade da luz laser. A
monocromaticidade ¢ a propriedade da radiacao laser que descreve a distribuicao
espectral correlacionada com a intensidade desta. (PASCU, 2000). Outras fontes
geradoras de luz sdo compostas por uma grande variedade de comprimentos de onda, o
que resulta na visualiza¢ao da cor branca (BAXTER, 1994). O laser ¢ uma das poucas
fontes de luz que produzem um comprimento de onda especifico (SNYDER-
MACKLER E SIETZ, 1990).

A luz Laser possui a propriedade de unidirecionalidade, ou seja, o feixe de luz
ou fotons produzidos pelo equipamento laser sdo todos paralelos, com discreta
divergéncia angular, demonstrando que o feixe de fotons ¢ colimado. BAXTER (1998)
e GENOVESE (2000) afirmam que a luz colimada permite concentrar o feixe de luz em
um ponto focal, mantendo a poténcia Optica ao longo de distancias consideraveis e uma
maior concentragdo de energia ou brilho.

A coeréncia da luz denota uma das propriedades especificas da radiacao laser,

que estd intimamente relacionada com os mecanismos de emissdo estimulada. Segundo
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CHARMAN (1990), os lasers sao um exemplo tipico de excitacao coerente acumulativa
de energia eletronica oscilante bombardeada, que ¢ liberada na emissao das ondas
coerentes. A coeréncia ¢ descrita por meio da capacidade de determinagdo da
interferéncia das cristas das ondas eletromagnéticas quando interagem com uma
segunda emissdo laser no mesmo comprimento de onda. A emissdo estimulada gera
fotons coerentes cujas energias se somam € viajam na mesma direcdo no espaco,
denominando-se de coeréncia espacial. E quando as depressoes e picos das ondas de luz
emitida se encaixam perfeitamente no tempo, denomina-se coeréncia temporal (Figura
4). Segundo GENOVESE (2000), as cristas ¢ as cavidades estdo em fases, em que a

coeréncia tem sua influéncia na amplitude e na poténcia.
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FIGURA.5 — A luz coerente

FONTE: SNYDER-MACKLER, L e SEITZ, L. (1990) Thermal Agents in Rehabilitaiton. Philadelphia.
Ed. Davis Company

2.6. O LED Terapéutico de Baixa Intensidade

Desde o advento do diodo nos anos 70, a emissdao de luz ganhou dimensdes na
aplicabilidade em vérios setores. O termo “LED” é um acronimo de Light Emitter
Diode (Diodo Emissor de Luz), que, como o proprio nome diz, ¢ um diodo, baseado em
jungdes p-n (p — positivo; n — negativo), que, quando energizado, emite luz. O processo
de emissdao de luz pela aplicacio de uma fonte elétrica de energia ¢ chamado

“eletroluminescéncia”. Geralmente, os LEDs sdo utilizados em substitui¢do as lampadas
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de sinalizacao ou lampadas piloto nos painéis de aparelhos e instrumentos variados. Os
LEDs tém grandes vantagens sobre as lampadas incandescentes convencionais. Eles nao
possuem filamento que queimam facilmente, proporcionando um tempo de vida util de
100.000 ou mais horas, sdo atérmicos e possuem menor consumo energético. O LED ¢
quase um laser, diferenciando-se na formagao da luz, pois, quando o diodo de um laser
esta contido dentro de uma cavidade ressonantica, promove fotons que sdo amplificados
pela emissdo estimulada da luz e proporciona feixes de luz coerente e colimado. Por
outro lado, no LEDT (LED Terapéutico) ndo existe esta cavidade optica, desprovendo a
luz de coeréncia e colimacdo, mas produz uma banda de espectro eletromagnético
proxima do laser.

Desde a introducao da fotoestimulagdo na medicina, a efetividade de uma
variedade de fonte luz tem sido avaliada. Na ultima década, alguns pesquisadores
demonstram a aplicabilidade do LED terapéutico em estudos experimentais ¢ clinicos,
ainda que poucos, demonstrando a eficiéncia fotobiomoduladora celular semelhante ao
LLLT (VINK, 2003; YOUNG et al., 1989). Diante das evidéncias demonstradas pela
NASA na aplicagdo do LED, a Food and Drug Administration (FDA) aprovou testes
clinicos da aplicacdo de LEDs na cicatrizagdo de feridas em humanos, devido ao

insignificante risco de lesdes na pele (WHELAN, 2001).

2.7. Principios do Sistema Operacional LED

Diodos sdo tipos simples de dispositivo semicondutor. Semicondutor ¢ um
material com uma habilidade variada para administrar corrente elétrica. Muitos
semicondutores sao feitos de um condutor pobre que teve impurezas (atomos de outros
materiais) adicionadas. O processo de adicionar impurezas € chamado de dopagem.

O LED ¢ um dispositivo opticoeletronico, que ¢ formado por uma jung¢ao p-n (p
¢ empobrecida em elétrons, e n € enriquecida com elétrons) que, ao ser diretamente
polarizada, faz com que os elétrons cruzem a barreira de potencial e se recombinem
com as lacunas. Ao se recombinarem, ocorre a emissdo de energia na forma de luz.
Quando atravessados por corrente elétrica, os LEDs dopados, geralmente com fosfeto
de arsenieto de galio ou fosfeto de gélio, emitem luz visivel vermelha ou amarela, de

acordo com a concentragdo de fosforo (Figura 5). Quando dopado com arsenieto de
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galio, o LED emite radiagdes infravermelhas. Utilizando-se fosfeto de galio dopado
com nitrogénio, a luz emitida pode ser verde ou amarela.

O fendmeno de excitagao atdomica do diodo para a produgdo da luz segue a teoria
proposta por Einstein em 1917, mas a promocgao fisica da luz de um LED difere da luz
Laser devido a inexisténcia de uma cavidade optica (KARU, 2003). Devido ao fato de a
luz ser ausente de colimacao, havera a necessidade de um meio de colimacao da luz,

sendo a luz convenientemente direcionada por ponteiras de acrilico.
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FIGURA. 6: Diodo Emissor de Luz
FONTE: HOW STUFF WORKS (2002). http://www.electronics.howstuffworks.com/led2.htm. Acesso
em: 12/12/2004.

2.8. Propriedades e Comportamento da Radiacao LED

A luz emitida pelo LED ¢ ausente de coeréncia e colimagao (BAGNATO, 2002).
A coeréncia da luz deve ser distinguida por dois aspectos: seu efeito fisico e a interacao
desta luz com as moléculas ou tecidos. Sob condic¢des fisiologicas a absorcao da luz de
baixa intensidade pelo sistema bioldgico ¢ de natureza puramente ndo coerente, devido
a taxa de excitacdo da decomposi¢do da coeréncia em niveis de elevada magnitude em
relagdo a taxa de fotoexcitagdo. O tempo de decomposicdo da coeréncia de
fotoexcitagdo determina a interacdo com moléculas adjacentes, sobre condigdes
menores do que 10™'* segundos. O tempo médio de excitagio depende da intensidade da

luz, sendo que, em 1 mW/cm?, o tempo é em torno de 1 segundo. Isso determina que a
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coeréncia ¢ retida ao longo dos primeiros extratos da pele, antes que produza a absor¢ao
da luz pelas moléculas fotorreceptoras especializadas (melanina, porfirina, citocromo ¢
oxidase e hemoglobina) (KARU, 2003). Por outro lado, alguns estudos afirmam que a
coeréncia ¢ de fundamental importancia para a promocdo dos efeitos terapéuticos
proporcionados pela luz (PONTINEN et al., 1996; BIHARI et al., 1989).

O espectro de agdo eletromagnético da luz emitida pelo LED ¢ mais amplo em
relacdo ao do Laser. O Laser ¢ caracterizado por uma maior concentracdo da fluéncia em
uma pequena faixa espectral (660 nm £+ 5nm). Ja4 no LED, a densidade de energia esta
distribuida em uma banda eletromagnética maior (635 + 35 nm), podendo interagir com
um maior grupo de fotorreceptores especificos. Apesar dessa propriedade diferenciar as
luzes terapéuticas, ha similar concentracdo de energia na area de acdo de ambas, porém
com distribuicdo diferenciada (Figura 6). Sendo assim, a densidade de energia total difere
nas luzes incoerentes e coerentes, visto que existe uma menor energia por faixa espectral
para o LED em relacdo ao Laser. Mesmo diante dessas diferengas na distribuicao da
energia, pode-se analisar que ha uma ampla janela bioldgica de absorcdo da luz nos
tecidos biologicos diante da aplicacdo dessas luzes terapéuticas, permitindo a acdo
biomoduladora nos respectivos receptores de luz. Na figura 7, verifica-se que as células
sanguineas possuem uma ampla absor¢ao da luz, determinando picos em algumas faixas
de comprimentos de onda, garantindo uma satisfatoria extensdo da fotomodulagdo na

janela biologica.
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Figura 7. Distribui¢do da energia do Laser e LED por banda espectral.
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Figura 8. Absor¢do da luz nas células sangiiineas.
Fonte: DaCosta, R. S, et al (2003). Molecular fluorescence excitation-emission matrices relevant to tissue

spectroscopy. Photochemistry and Photobiology, 78(4): 384-392.

2.9. Mecanismos de Ac¢ao Fotobiofisico Universal

Do ponto de vista eletromagnético, os sistemas de vida, como as moléculas,
macromoléculas ou células vivas, sdo geralmente administrados pela interacdo
eletromagnética das particulas chamadas fétons. Um expressivo exemplo de regulagdo
da fun¢ao de varios comprimentos de ondas pode ser evidenciado na botanica, em que
fotons de 660 nm sdo capazes de estimular, ou os fotons de 730 nm de interromper o
crescimento das plantas. Células fagocitarias humanas sdo naturalmente emissoras de
luz, sendo as moléculas de oxigénio simples fontes desta luz emitida em 480, 570, 633,
760, 1060 ¢ 1270 nm (KLIMA, 2000). Tecnologias luminosas de baixa intensidade e
monocromaticas exercem elevada agdo biomoduladora sobre as células irradiadas. As
interagdes da luz com o tecido vivo dependem da penetragdo, absorcao e espalhamento
da luz no tecido.

Segundo PONTINEN (2000), LOW e REED (2001), a profundidade de
penetracao ¢ relacionada ao comprimento de onda da radiagdo, sendo de 0,5 a 2 mm
para a luz vermelha (635 - 670 nm) e de 2 a 4 mm para a luz infravermelha (820 - 904
nm). MELO e colaboradores (2001), por meio de seus estudos, verificaram que a

aplicacdo a laser com 630 nm de comprimento de onda demonstrava uma elevada
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penetracao da luz no tecido adiposo da parede abdominal de ratos Wistar (17mm) e
discreta penetracao nos musculos da parede abdominal (4,33 mm). No mesmo estudo,
quando utilizado um comprimento de onda de 670 nm na parede abdominal de rato
vivo, foi notada uma penetragio de 6,36 mm (Figura 6). PONTINEN (2000) e
BASFORD (1995) afirmam que a biomodulagio pode ser conquistada a seis
profundidades de penetragio a partir de uma fluéncia de 4 J/em® ao nivel da pele,
permitindo-se obter uma profundidade de 1,2 cm para a radiacdo com penetragdo de 2
mm. Nas grandes articulagdes e musculos, uma fluéncia inicial de 100 a 300 J/em?, no
tecido superficial é atenuada a 20 J/cm” em seis profundidade de penetra¢io e com uma

fluéncia efetiva pode ser mantida a uma profundidade de 5 a 10 cm.
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FIGURA 9: Profundidade de penetragdao dos comprimentos de onda na pele.
FONTE: SIMUNOVIC, Z; TROBONJACA, T. (2000) Lasers in Medicine and Dentistry — Basic Scienc
and up-to-date Clinical Aplication of Low Energy — Level Laser Therapy.

Quando a fototerapia ¢ focada sobre a epiderme, a quantidade de energia
absorvida € proporcional a qualidade do tecido. Em tecido com elevado indice de
melanina, a energia luminosa ¢ altamente absorvida (SNYDER-MACKLER e SEITZ,
1990). Nestas circunstancias, as janelas de poténcia optica (mW) e o limiar de
densidade energética (J/cm?) influenciario a profundidade de penetragdo devido a
absorc¢do da luz por estes tecidos hiperpigmentados (SOMMER et al., 2001). TRELLES
e MAYAYO (1992) demonstraram a eficacia progressiva da degranulacdo de
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mastdcitos com o aumento da poténcia, sendo os ratos tratados com poténcias de 4 mW
e 50 mW e fluéncias semelhantes.

Uma reacdo fotobioldgica envolve a absorcdo de um especifico comprimento de
onda de luz por moléculas especializadas fotorreceptoras. Diante da luz absorvida com
determinado comprimento de onda, essas moléculas assumem um estado excitado
eletronicamente nos processos moleculares primarios que desencadeiam efeitos
biolégicos em determinadas circunstancias (KARU, 1999). STADLER (2000) sugere
que a hemoglobina pode tomar parte na absorcdo da energia luminosa durante
fotoirradiagdo nos comprimentos de onda entre 600 a 700 nm. A fotoexcitagdo de certos
cromoforos na molécula citocromo ¢ oxidase (semelhante a Cus € Cug ou hemes a e az)
participa de uma estrutura-chave na regulagdo das vias metabdlicas, sendo a cadeia de
redox um exemplo tipico de estrutura-chave. A influéncia no estado de redox desses
centros promove uma taxa acentuada de fluxo de elétrons na molécula (hipotese da
alteragdo das propriedades de redox). Outra hipotese formula que quantas de espectro de
luz vermelho fotoabsorvidos por porfirinas e flavoproteinas sdo responsdveis pela
geragio de oxigénios simples (‘O,) e, portanto, estimulam a sintese de RNA e DNA.
Sob condigdes fisiologicas, a atividade do citocromo ¢ oxidase ¢ também regulada pelo
oxido nitrico (NO), uma vez que essa regulacdo ocorre via de inibi¢ao da respiracao
mitocondrial. A hipotese do NO sugere que a ativagdo fotonica do fluxo de elétrons na
molécula de citocromo c oxidase pode reverter a inibigdo parcial do centro catalitico por
meio do NO, aumentando deste modo o O, (KARU, 2003). KARU (1993) sugere a
hipétese do anion superdxido, visto que, através da irradiacdo de laser diodo, ocorre
uma ativacao do fluxo de elétron na cadeia respiratoria de células irradiadas, podendo
contribuir para a produ¢do de 4anion superdxido. Todas as hipoteses citadas
anteriormente estdo relacionadas com as reagdes primarias apos a absor¢do de luz na
mitocondria. A fotoexcitagdo induz mudancas no citocromo c¢ oxidase e nos
componentes flavinicos da cadeia (NADH-dihidrogenase). Esse evento pode
proporcionar outras mudangas de redox e modulagdo de reacdes bioquimicas na cadeia
de amplificagdo e transducdo do sinal fotonico ou cascata de sinalizagdo celular,
definindo o mecanismo de reagdes secundarias em nivel celular (KARU, 1999). KARU
(2003) relata que, diante do estado de redox intracelular, ocorre um estimulo da
modulagdo celular via fatores transcritivos como o fator nuclear kappa B (NF-Kb) e

proteina ativador (AP)-1, além de fosfolipase A,.
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LOW e REED (2001) afirmam que todas as células possuem citocromos
(absor¢ao de luz em varios espectros de agdo), permitindo que a luz vermelha estimule
todas elas. Como conseqiiencia, DANHOF (2000) comenta que o laser trabalha
diretamente na permeabilidade da membrana celular, facilitando a mobilidade i6nica
(célcio, sodio e potassio) e aumentando indiretamente a produgdo de ATP, uma vez que
a energia liberada pela hidrolise de ATP promovera o correto funcionamento da bomba
de sodio e potassio. Sendo assim, pacientes com tecidos imunodeficientes, os quais se
encontram com o potencial de membrana reduzidos, poderdo ser beneficiados com a
fototerapia de baixa intensidade devido a rapida despolariza¢ao que é promovida sobre a
influéncia desses estimulos, melhorando o metabolismo celular.

O espalhamento da luz depende da qualidade do tecido e do angulo de incidéncia
do dispositivo emissor de irradiacdo de baixa intensidade. Peles oleosas e com pouca
melanina (superficie lisa e polida) poderdo atuar como superficies refletoras de luz
(DANHOF, 2000). Quando h4d um aumento do angulo de incidéncia do laser sobre o
tecido, existe um aumento da reflexdo e conseqiientemente uma maior refragdo da luz
transmitida no tecido. KREISLLER et al. (2002) verificaram, por meio de aplicacdo de
laser diodo de alta intensidade posicionado em angulos de 10° e 90° na superficie do
tecido, um menor dano ao tecidos adjacentes com a fibra posicionada a 10°. Entretanto
o autor sugere que, para desenvolver potencial regenerativo, o emissor laser deve ser

posicionado a 90° para promover maior absor¢ao da energia.

2.10. Laser e LED na Reparacao Tecidual

Desde o advento do laser terapéutico em 1960, a aplicagdo clinica no tratamento
de feridas estd ganhando dimensdes cada vez maiores. Os pesquisadores estdo sempre
preocupados em quantificar as estruturas presentes nos tecidos que colaboram para a
evolucdo da reparagcdo da lesdo por meio de andlises histologicas. Atualmente com a
biologia molecular e a genética, os estudiosos procuram verificar os sinais celulares que
estimulam ou inibem a sintese de fatores de crescimento e sintese protéica. Além das
analises teciduais e celulares, os cientistas idealizam constantemente a popularizagdo do
tratamento fotdnico, visto que estudos estdo sendo realizados para verificar a
aplicabilidade clinica do LED terapéutico de baixa intensidade nas diversas condi¢des

patologicas.
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Como todo processo de reparagao ¢ precedido de uma fase inflamatoria, e esta €
de fundamental importancia para o sucesso da evolugdo de uma ferida, ha uma
constante busca para obter o conhecimento da influéncia da fototerapia nesta fase de
cicatrizacdo. HONMURA (1992) utilizou modelos inflamatorios com carragenina (um
tipo de polissacarideo extraido do molusco Trish) no dorso e na pata dos ratos Wistar
comparando os efeitos do tratamento da droga indometacina e laser diodo de Ga-Al-As
com poténcia de 10mW (31 J/sec/cm?) durante sete dias consecutivos. Realizou analise
da permeabilidade vascular da proteina do plasma e verificou que a irradiacdo laser
inibe a permeabilidade vascular no estagio agudo e a formagdo de granuloma no estagio
cronico e que a droga indometacina era superior ao laser.

Um fator importante para a rapida recupera¢do de uma ferida ¢ por intermédio
do estimulo do sistema linfatico. O efeito antiedematoso ou o aumento de drenagem da
superficie irradiada é somente evidente se ocorrer estase venoso-linfatica. Esse efeito é
notério em edema de sindrome varicosa, linfedema e outras situacdes clinicas (LONGO,
2000). OZKAN (2004) utilizou um laser diodo infravermelho (904 nm) pulsado em pos-
operatorio de tenddes digital flexores de humanos, apresentando um significativo efeito
positivo na redu¢do do edema, através da mensuragao do volume de agua.

PESSOA (2004) administrou laser diodo pulsado (904 nm) com poténcia de 2,75
mW e energia de 0,33 mJ em 7 pontos nas margens da ferida e um ponto central,
totalizando uma fluéncia de 33 J/cm®. Além do tratamento com laser, foi utilizado o
corticoesterdide dexametasona (2 mg/Kg). A ferida, promovida com um “punch” de
8mm de diametro, foi avaliada histologicamente no 3°, 7° e 14° dias. Os resultados
demonstraram que as feridas tratadas com corticoesterdides tinham um atraso na
cicatrizacdo, enquanto o laser acelerava o processo de cicatrizacdo das feridas. Os
animais tratados com laser combinado com esterdides apresentavam um menor
infiltrado inflamatorio, demonstrando uma conseqiiente elevagdo na formacao de
colageno e vasos sanguineos. Resultados similares foram conquistados por MEDRADO
(2003) com laser diodo (670nm), ajustado em 9 mW, e doses de 4 e 8 J/cm®. Neste
experimento foi realizada analise imuno-histoquimica para miofibroblastos, verificando
uma grande proliferacdo destas células com 4 J/cm?.

A acdo da quimiluminescéncia sobre as células inflamatorias fagocitarias
(neutrodfilos, eosinodfilos, mondcitos e macréfagos), quando sob acdo de bactérias,
tumores ou corpos estranhos, ¢ estimulada a produzir ROS como defesa antitumoral e

antibacteriana. KARU (1993) desenvolveu estudo “in vitro” com esplenocitos e
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verificou os efeitos estimulantes da radiagao laser no aumento porcentual de neutréfilos
e plasmocitos no bago, sendo estes efeitos bem conhecidos sobre condigdes patologicas
e de envelhecimento. FUIIMAKI et al. (2003), por meio de cultura de neutréfilos,
verificaram que o laser diodo infravermelho possuia efeitos biomoduladores, uma vez
que a terapia permitia atenuar a producdo de radicais livres produzidos pelos
neutréfilos. STADLER (2000) demonstrou o aumento da produgdo de superdxido
dismutase, controlando a liberacdo excessiva de ROS, em linfocitos retirados do sangue
e tratados com o laser argdnio bombeado com corante a um comprimento de onda de
660 nm, e ajustado a uma fluéncia de 5 J/em®. Sendo assim, o metabolismo oxidativo
das células foi regulado pela formagao de radicais livres mediante a interagao do laser
de 660 nm e a hemoglobina, servindo como um cromoforo, permitindo que o organismo
intacto eliminasse os metabdlicos oxidativos lesivos. Segundo KARU (1995), o
oxigénio reativo em condi¢des fisiologicas ¢ necessario como fonte de elétrons para a
fosforilagao oxidativa de ADP.

NUSSBAUM et al. (2002) utilizaram culturas de bactérias de Pseudomonas
aeroginosas, Escherichia coli e Stafilococus aureus, que foram irradiadas com
comprimento de onda de 630, 660, 810 ¢ 905 nm (0,015 W/cm?2) e exposi¢do radiante
de 1 a 50 J/cm®. O comprimento de onda de 630 nm com fluéncia de 1 J/cm?® estava
comumente associado com a inibi¢ao de Pseudomonas aeroginosa e Escherichia coli.

A exposicao radiante da luz de baixa intensidade em varios comprimentos de
onda, quando aplicada a macrofagos, estimula a liberacdo de fatores de crescimento
(YOUNG, 1989). EL SAYED e DYSON (1990) utilizaram varios comprimentos de
ondas em uma Unica fonte de energia, e aplicados de forma individualizada. O conjunto
de multiplos comprimentos de onda era composto por 21 diodos (1 laser de 820 nm e os
demais formados por LEDs de 660, 870, 880, 940 ¢ 950 nm). Uma ferida de 1 cm?’ era
realizada em ratos Wistar com um bisturi e, depois de tratado, o animal era sacrificado.
O material era entdo encaminhado para solu¢do de degranulacdo de mastocitos e
analisado em microscopia de luz. Os resultados demonstraram que os mastocitos
estimulados apresentam elevada degranulacdo, principalmente quando tratados com o
conjunto multiplo de diodos monocromaticos.

Células imunoinflamatdrias semelhantes a macrofagos e linfocitos-T sdo capazes
de produzir citocinas e fatores de crescimento que controlam a funcionalidade de outras
células e regulam o processo de angiogénese e fibroplasia. AGAIBY e colaboradores

(2000) trataram culturas de células endoteliais da aorta por meio do laser pulsado (5.000
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Hz) com comprimento de onda de 820 nm e intensidade de 50 mW. As densidades de
energia variavam de 1,2, 3,6, 6,0 a 84 J/em®. A méaxima atividade proliferativa de
células endoteliais, como indicado pelos valores de absor¢do, era produzida por
sobrenadantes de linfocitos-T expostos @ LLLT em uma densidade de energia de 1.2 e
3.4 J/em?®. Com fluéncias de 6,0 ¢ 8,4 J/cm?, as leituras de absor¢do eram baixas em
relacao ao controle, havendo uma fungao inibitoéria.

WHELAN et al. (2003), utilizando um procedimento cirdrgico no subcutidneo do
dorso de ratos diabéticos geneticamente induzidos, administraram duas esponjas (3 x 3x
5 mm) e determinaram o 2°, 4°, 7° e 14° dias como data de sacrificio para coleta das
amostras ¢ analise do DNA no “microarray”. Os efeitos da expressao génica apos o
tratamento a LED (670 nm) com 4 J/cm® demonstraram forte agdo na cicatrizagio de
feridas e possivelmente na modulacdo da dor. A transcricdo de laminina e nidogem ¢
elevada durante a fase inicial migratorio-proliferativa da angiogénese, mas diminui
significativamente nas fases posteriores, quando predomina a maturagcdo dos vasos € a
formag¢do do tubo. Fatores de crescimento fibroblastico 7 e 12 mostraram-se regulados
pelo LED no segundo dia de tratamento. O gene Galactina-7, que ¢ considerado uma
marca de todo subtipo de queratindcitos, era regulado em 2 dias e continuava elevando-
se apos o 14° dia de intervengdo do LED. Os genes reguladores do calcio, Calpactinas,
eram também modulados pelo tratamento em relagdo ao controle.

WHELAN et al. (2001) analisaram bioquimicamente feridas nos dias 0, 4, 7 e
14. Os niveis de fatores de crescimento fibroblastico basico (FGF-2) e fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF) foram determinados utilizando-se o ELISA,
apos a intervencdo do LED (880 nm) com fluéncia de 4 J/em®. Os niveis de FGF-2
apresentavam indices significativos em todos os dias de analise, principalmente no 4°
dia. Entretanto, os niveis de VEGF foram semelhantes ao controle. Esse experimento
demonstrou resultados eficientes no aumento da taxa de crescimento da cicatrizagao das
feridas, quando comparada aos controles.

YAAKOBI et al. (2001) realizaram uma oclusdo na artéria corondria de 18 ratos
simulando uma lesdo por reperfusdo isquémica no coragdo. Ap6s o procedimento
ciriirgico, iniciou-se o tratamento com laser diodo de Ga-As (804 nm e poténcia de
38mW e emissor de 1.5 x 3.5 mm) com fibra Optica administrada diretamente no
coragdo através do musculo intercostal anterior. O tratamento com laser aumentou o
nimero de vasos sanguineos ¢ o numero de células endoteliais. O presente estudo

indicou que o laser de baixa intensidade tem efeitos benéficos quando a isquemia no
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miocardio ¢ transitéria e seguida por reperfusao da lesdo. O autor sugere que a elevacao
direta ou indireta da atividade de catalase e/ou de outras enzimas que agem como
antioxidantes (superoxido dismutase) por meio do laser pode contribuir para uma
reducdo no conteudo superoxido nas lesdes reperfundidas ou no coragdo isquémico.
KIM (2000) investigou a exposi¢do de varias doses de laser He-Ne (A = 632,8 nm, 10
mW), verificando a ocorréncia de prejuizos nas membranas celulares por intermédio do
aumento de peroxidacao lipidica em conjunto com a geragcdo de radicais livres. Os
resultados demonstraram que a atividade dos principais antioxidantes na pele dos ratos,
como a superodxida dismutase e catalase, era dose-dependente, apresentando aumento
diante da energia de 1 J e redugdo com 5e 7 J.

SCHINDL (2003), por meio da cultura de células endoteliais da veia umbilical
humana e irradiada com laser diodo (670nm) mediante doses de 2, 4, ¢ 8 J/cmz,
verificou que ocorria uma elevada proliferagdo de células endoteliais tratadas com 8
J/em® em relagdo aos controles. O autor sugeriu que esse crescimento estava associado
com a indugdo de fatores de crescimento angiogénicos a exposi¢do laser e a modulagao
fotodindmica da quantidade de espécies de oxigénio reativo.

KIPSHIDZE (2001) desenvolveu cultura de células e irradiou laser He-Ne com
poténcia de 5 mW. Entretanto somente 3,5 mW atuava através da fibra optica de 600
microns sobre as placas de cultura. Havia exposi¢des radiantes de 0s (0,10 J/cm?), 3 min
(0,31 J/cmz); 5 min (0,52 J/cmz); 10 min; 15 min; 20 min; 30 min; 40 min ¢ 60 min (6,3
J/em?®). A secrecio de fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) por células de
musculo liso e fibroblastos era quantificada pela técnica de enzima imunoanalitica. A
proliferacdio de células endoteliais era mensurada pela técnica de avaliacdo
Alamar.Blue. VEGF e fator de crescimento transformador beta (TGF--3) expressos por
células cardiacas foram estudados por reacdo de cadeia de transcricdo polimerase
reversa em tempo real (RT-PCR). Os pesquisadores demonstraram com esse estudo que
a irradiacdo do laser de baixa intensidade aumentava a produgdo de VEGF e TGF-3
estimulando a proliferacdo de células endoteliais.

A atividade das células endoteliais ¢ regulada também pela quantidade de célcio
intracelular, exercendo influéncia na produgdo de substincias vasoativas, proliferagao
celular e expressao génica (ISSHIKI er al. 1998). COOMBE et al. (2001) e
ROCHKIND et al. (2004) demonstram, mediante a irradiacdo com laser de baixa

intensidade, a ocorréncia da elevagao de calcio intracelular.
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VINCK et al., (2003) estudaram a influéncia do LED policromético e do laser
diodo infravermelho (830 nm) em culturas de fibroblastos, verificando um aumento
dessas células em ambos os tratamentos. AMIR et al. (2000) irradiaram laser He-Ne em
modelos de feridas isquémicos de ratos Wistar, evidenciando uma elevada angiogénese,
acompanhada de prolifera¢ao de fibroblastos.

CORAZZA et al. (2005), em um estudo piloto comparativo entre laser diodo de
baixa intensidade, atuando na escala eletromagnética de 660 nm (40 mW) e 780 nm (50
mW), e LED com 630 nm (90mW) e 880 nm (50 mW) e todos ajustados a uma fluéncia
de 5 J/cm?, utilizaram 40 ratos machos da raca Wistar, em que foi induzida
mecanicamente uma ferida no terco médio do quadriceps do animal com um punch de
15 mm de didmetro. Apds seis horas de inducdo, o animal era tratado e o sacrificio
ocorria no 3°, 7°, 14° e 21° dia. Os resultados indicaram uma fotomodulagdo da fase
inflamatoria de todos os grupos, diminuindo o nimero de células inflamatorias em
relacao ao controle. Ocorria também aumento do namero de fibroblastos do 3° ao 7° dia
e conseqilientemente uma maior deposicao de colageno, uma vez que o comprimento de
onda infravermelho era mais efetivo para a fibroplasia. Foi evidenciada elevagdo da taxa
de crescimento angiogénico com a utilizagdo do espectro eletromagnético vermelho
com as tecnologias LED e laser diodo desde o 3° dia. Esses resultados sugeriram a
utilizacdo da fotobiomodulagdo LED para tratamento de ulceragdes cutaneas, com
resultados comparaveis aos obtidos com a Laserterapia de Baixa Intensidade. Os
comprimentos de onda atuavam de modo seletivo em cada estrutura nas fases de
reparacao tecidual, proporcionando uma regulacdo celular propicia para a adequada
organizagdo do tecido fibroso.

BISHT et al. (1999) realizaram uma incisao bilateral (2 cm) no dorso dos ratos
e, imediatamente ap6s o procedimento cirurgico, fecharam com 3 pontos de sutura em 5
mm. Trataram com laser He-Ne (5 mW), analisando histologicamente o infiltrado
leucocitico, neovascularizagdo, proliferacdo fibroblastica, epitelizacdo e formacdo de
colageno. Além dessa andlise, foi realizado um ensaio mecanico para determinar a forca
de tensdo do tecido. Os resultados sugeriram que o laser promovia uma epitelizagao
antecipada, devido a um aumento da reacdo fibroblastica, infiltragdo leucocitaria e
angiogénese. A habilidade de a ferida resistir a ruptura contra uma forca de tensdo era
significativamente aumentada nos animais tratados.

O aumento da for¢a de tensdo e tenacidade dos tecidos devido a maturagdo e

maior organizacao das fibras de colageno ¢ afirmado em varios trabalhos utilizando o
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espectro eletromagnético vermelho e infravermelho, na dependéncia das respostas
fotoquimicas das células (KANA er al, 1981; SURINCHAK et al, 1983;
BRAVERMAN et al., 1989; SIMUNOVIC et al., 2000; REDDY et al., 2001; REDDY
et al.,2003)

AL-WATBAN (2003) realizou ferida oval (1,5 cm?) no gliteo maximo de ratos
diabéticos e nao-diabéticos, com um metal aquecido a 600°C. Irradiou as feridas por
meio de um LED policromético com 25 diodos, com comprimento de onda verde (510 —
543 nm), amarelo (594 — 599 nm), laranja (626 — 639 nm), vermelho (640 — 670 nm) e
infravermelho (842 — 872 nm). A poténcia do equipamento era de 272 mW e fluéncias
de 5, 10, 20, e 30 J/cmz, e o tratamento ocorria trés vezes por semana. Os animais eram
fotografados no momento da indugdo e no 7°, 14°, e 21° dias de pos-inducdo da lesdo.
Os resultados permitiram verificar que o tratamento a LED policromatico utilizando
doses energéticas de 5, 10, 20 e 30 J/em? influenciavam a cicatrizagdo em 6,85%,
4.,93%, -4,18% e —5,42% nos ratos nao-diabéticos; e 73,87%, 76,77%, 60,92% ¢ 48,77%
nos ratos diabéticos, relativos aos seus controles, respectivamente. Esse estudo
demonstrou que a fototerapia LED exercia excepcional efetividade nos ratos diabéticos
tratados com todas as fluéncias. MEDRADO et al. (2003) criaram uma ferida de 8 mm
de didmetro no dorso dos ratos Wistar, e trataram com um laser diodo (GaAlAs) no
espectro de agdo de 670 nm. A poténcia era de 9 mW e fluéncia de 4 e 8 J/em®. Havia
diferenca estatistica nas areas das Ulceras cutanea tratadas e ndo tratadas ja nas
primeiras 24 horas e, ap6s 72 horas, ocorria grande diferenca, sendo evidente a
superioridade do tratamento com 4 J/em? em relacdo a 8 J/cm®. As diferengas estavam
presentes até o 7° dia. No 14° dia todos os animais apresentavam as feridas cicatrizadas.
Resultados semelhantes foram obtidos por KANA et al. (1981), que irradiaram laser de
He-Ne e argdnio sobre feridas de 15 mm de didmetro sobre o dorso dos animais.

AL-WATBAN e ZHANG (1997), e RIBEIRO et al. (2002) irradiaram com
laseres de baixa intensidade e, apo6s andlise biométrica das feridas, verificaram
resultados satisfatorios com o tratamento. LAGAN (2002) tratou pacientes com ulceras
venosas através de uma fonte com 31 diodos (GaAlAs; 532 mW; pulso de 5 KHz), com
espectro de acdo variando de 660 a 950 nm, e fluéncia de 12 J/em®. J4 LAGAN et al.
(2000) utilizaram um laser diodo continuo de 830 nm, poténcia de 30 mW e fluéncia
ajustada em 9 J/cm”. Nos dois trabalhos foi utilizada planimetria polar das fotografias,

evidenciando resultados efetivos no tratamento.
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BRAVERMAN et al. (1989) compararam um laser He-Ne (632,8 nm e poténcia
de 10 mW) a um laser diodo de GaAlAs (904 nm e poténcia de 50 mW), mediante
analise fotografica, além de realizar ensaios mecédnicos e analise histologica. Os
resultados macroscopicos demonstraram uma insignificante diferenca entre os grupos.
Resultados semelhantes foram obtidos por SURINCHAK et al. (1983) no tratamento de
feridas de coelhos com laser He-Ne (50 mW), e por WALKER et al. (2000), irradiando
com laser diodo (660 nm e poténcia de 15 mW) sobre feridas desenvolvidas no dorso de
ratos.

WEISS e ORON (1992) realizaram uma incisdo parcial no musculo
gastrocnémio de ratos Charles River, que foram tratados com laser He-Ne (6 mW). A
analise histologica de células mononucleadas, miotubulos e miofibras jovens mostrou
que as c¢lulas mononucleadas diminuiam em fracdo de volume nos animais tratados em
relacdo ao controle. Os fendmenos interessantes do estudo foram a rapida taxa de
regeneragao das miofibras e o volume de miotibulos nas margens em relagdo ao centro
da lesao.

Esses resultados justificam a eleicdo da terapia fotonica de baixa intensidade no
auxilio da reparacdo de tecidos isquémicos ou lesados por trauma mecanico, exercendo

grande apoio juntamente com as demais técnicas dispostas para esse tipo de tratamento.



45

3. MATERIAIS e METODOS

3.1. Animais de Experimentacio

Foram utilizados 120 ratos (Rattus Norvegicus, Albinus) machos saudéaveis da
linhagem Wistar, com 79 dias de idade, e massa corporea variando de 350 a 400
gramas, provenientes do Biotério da Unicamp (Cemib). Os animais foram alojados em
caixas de polipropileno a uma temperatura de 22°C, com fotoperiodos de 12 horas, em
ambientes com exaustores e filtros na entrada e saida do ar. Foram alimentados com
racdo solida e dgua a vontade. A gaiola possuia dimensodes (46 cm x 32 cm x 16 cm) que
permitia acomodar quatro animais de modo satisfatorio. O procedimento experimental
foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentagio Animal da Faculdade de

Medicina de Ribeirdo Preto — USP (Anexo).

3.2. LED Utilizado

Este equipamento possui trés comprimentos de onda, no espectro
eletromagnético azul, vermelho e infravermelho (Figura 9A). Devido ao fator fisico de
auséncia da colimacdo da luz LED, foi utilizada uma ponteira de acrilico na
extremidade da caneta para direcionar o feixe luminoso. Mesmo com a ponteira, a fonte
de luz LED apresentava divergéncia do feixe luminoso, o qual promovia relativo
espalhamento da luz (Figura 9B).

Neste experimento foi utilizado somente o comprimento de onda vermelho (630
nm).

Um sistema emissor a base de LEDs foi montado especificamente para este
trabalho, com as seguintes caracteristicas:

- Alimentacao =110 V ~/ 50 — 60 Hz;
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- Comprimentos de onda da luz =430 nm; 630 nm; 880 nm;

- Poténcia optica (saida da ponteira) = 50 mW (430 nm); 90 mW (635 nm); 50
mW (880 nm);

- Area do feixe de saida = 0,085 cm? (Figura 9C);

- Irradidncia (utilizando a ponteira de acrilico) = 588 mW/cm® (430 nm); 1058

mW/cm? (635 nm); 588 mW/cm? (880 nm);

- Temporizador ajustavel na caneta = 20, 40 e 60 segundos.

FIGURA 10: A) LED Terapéutico; B) Feixe luminoso do LED; C) Diametro do feixe luminoso LED

3.3. Laser Utilizado

A outra fonte de luz utilizada neste estudo foi o Twin Laser, da marca MM-
Optics® (Figura 10A). Esse equipamento possui dois comprimentos de onda, no
espectro eletromagnético vermelho e infravermelho. A fonte de luz Laser ¢ convergente
em relacdo ao LED (Figura 10B).

Foi utilizado somente o comprimento de onda vermelho.

No inicio e no final do procedimento experimental, as poténcias de emissao das
fontes de luz LED e Laser foram aferidas no Grupo de Optica do Instituto de Fisica da
USP — Sao Carlos, por meio de um equipamento Laser Power / Energy Monitor
calibrado pelo NIST (National Institute of Standards and Technology) para a

confirmagdo das doses de energias investigadas.
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A tecnologia Twin Laser, da marca MM—-Optics® adotada para este estudo,
opera com 0s seguintes parametros:

- Alimentag¢ao = 127 - 220 V ~/ 50 — 60 Hz;

- Comprimentos de onda da luz = 660 nm e 780 nm;

- Poténcia optica util (saida da ponteira) =40 mW (660 nm); 70 mW (780 nm);

- Area do feixe de saida = 0,04 cm® (Figura 10C);

- Irradiancia Maxima = 1000 mW/cm? (660 nm); 1750 mW/cm? (780 nm);

- Temporizador ajustavel.

FIGURA 11: A) Laser Terapéutico; B) Feixe de luz do Laser; C) Diametro do feixe de luz do Laser

3.4. Fototerapia

Os 120 animais foram divididos aleatoriamente em cinco grupos experimentais,
diferenciados de acordo com o experimento realizado, sendo alocados 24 ratos por
grupo. O estudo foi subdividido em 4 dias distintos (3, 7, 14 e 21 dias), visto que essas
etapas foram adequadas para analisar a contracdo e a angiogénese nas fases de
cicatrizagao (Figura 12). Esses mesmos periodos ja foram adotados por outros autores
(CARVALHO et al. 2001; WHELAN et al. 2001; WALKER et al. 2000; BISHT et al.
1999; BRAVERMAN er al. 1989). Cada subgrupo possuia oito animais, e, conforme

preconizavam YU et al. (1997), o tratamento foi iniciado somente 6 horas apos a
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inducao da ferida. A cada 24 horas os animais foram irradiados. Os animais tratados
receberam uma unica dose diaria, em uma area média de 1,80 cmz, sempre no periodo
noturno.

Devido ao elevado niimero de animais do experimento e ao grande tempo de
aplicacao exigido nessa fototerapia, o trabalho foi dividido em trés etapas de 40 animais
cada, com 15 dias de intervalo entre cada etapa.

A seguir, estdo descritos 0s cinco grupos experimentais:

GRUPO LED - 5 J/em* (LED5): Os animais tratados por fototerapia LED foram

desenvolvidos por 122 segundos, com fluéncia de 5 J/em?.

GRUPO LASER - 5 J/lem* (LASER5): A Laserterapia de Baixa Intensidade,

com fluéncia de 5 J/em?, foi aplicada durante 221 segundos.

GRUPO LED - 20 J/cm? (LED20): O LED Terapéutico de Baixa Intensidade foi

irradiado durante 393 segundos na 4rea lesada, com uma fluéncia de 20 J/cm®.

GRUPO LASER - 20 J/em* (LASER20): O laser, devido a baixa poténcia em

relacdo ao LED, demonstrava um maior tempo de aplicacdo. O tempo foi de 885
segundos, com uma dose de 20 J/cm’.

GRUPO CONTROLE (CONTROLE): (n = 24): Nestes animais foi desenvolvido

a inducdo da ferida, entretanto eles foram mantidos nas gaiolas para estabelecer uma

comparagao macroscopica e histologica com os animais tratados.

LED LASER LED LASER CONTROLE| 24 ratos/
5 J/em? 5 J/em? 20 J/cm? 20 J/cm? Grupo
I I I I
122s 221s 393 s 885s
[ [ [ [
3-7-14-21d 3-7-14-21d 3-7-14-21d 3-7-14-21d 3-7-14-21d
6 animais/dia 6 animais/dia 6 animais/dia 6 animais/dia 6 animais/dia

Tratamento dividido em 3 Etapas
com 40 animais, separada por 15
dias — 2 ratos /dia

FIGURA 12: Organograma da Fototerapia
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A densidade de energia foi ajustada adequadamente para exercer fator
comparativo. Seguindo os modelos de aplicagdo pontual de contatos sugeridos por
MEDRADO et al. (2003) e YU et al. (1997), foram desenvolvidas nesta pesquisa
aplicacdes semelhantes para administrar uniformemente as densidades de energia na
area almejada de tratamento. As fluéncias foram revisadas e discutidas em varias
pesquisas (REEDY et al., 2003, MEDRADO et al., 2003., RIBEIRO et al., 2002.,
REEDY et al, 2000., KANA et al, 1981). Sendo assim, para analisar
comparativamente a efetividade do tratamento com as fontes de luz e as doses de
energia, foram irradiado fluéncia de 5 J/cm® segundo sugeriu VACCA et al. (1993) ¢
YU et al. (1997) e uma fluéncia superior de 20 J/cm® segundo propds AL-WATBAN et
al. (1999); e AL-WATBAN et al. (1997). O comprimento de onda vermelho foi eleito
devido aos resultados sugeridos por AMIR et al. (2000) e CORAZZA et al. (2005). O
tempo de aplicagdo foi dividido em sete pontos distintos na area lesionada, sendo seis
pontos nas margens e¢ um central (Figura 13). O método de aplicagao da caneta a 90° de
incidéncia sobre a pele foi adotado para evitar dispersdo da energia enviada para o
tecido, segundo propdem LOW e REED (2001). Os sistemas emissores do Laser quanto
do LED foram envoltos por um filme de PVC para evitar a contaminacdo dos animais.
Os ratos foram posicionados abaixo da mao, evitando a sua movimentagao durante todo

o tempo de tratamento (Figura 14).

FIGURA 13. Ilustragdo da area irradiada com os tratamentos fotonicos
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FIGURA 14. Tratamento fotonico dos animais

3.5. Inducao das Feridas Cutianeas

Em uma primeira etapa, foram verificadas as massas corporais dos ratos, que
variavam de 350 a 400 gramas. Depois de identificada a massa corporal, os animais
foram anestesiados com inje¢do intramuscular do anestésico veterinario de cloridrato de
ketamina (Vetanarcol® - 50ml / 2.500 mg - Laboratorio Konig), na dosagem de 47,5
mg/kg, associado ao sedativo, analgésico e relaxante muscular de cloridrato de xilazina
(Coopazine® - 10 ml / 200 mg), na dosagem de 12 mg/kg. MASSONE (1994) sugere
aplicar anestesia na propor¢ao de 0,2 ml de ketamina para cada 100 g de massa corporal
do rato, e para o sedativo/analgésico e relaxante muscular xilazina indica uma dose de
0,1 ml da droga para cada 100 g de massa corporal do animal. Para inoculacao das
drogas, foi utilizada uma seringa de 1 ml, graduada em 100 unidades, e dividida de 10
em 10 unidades.

Com os animais previamente anestesiados, realizava-se a tricotomia manual da
coxa do animal. Foram realizadas feridas circulares com um “punch” de 15 mm de
diametro, aprofundando 5 mm no ter¢o médio do musculo quadriceps esquerdo (Figura
11). A padronizacio da é4rea foi determinada a partir de dados dos estudos de
CORAZZA et al. (2005); AL-WATBAN e ANDRES (2003); MEDRADO et al. (2003);
CARVALHO et al. (2001); KANA et al. (1981).
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FIGURA 15: Indu¢@o mecanica da ferida

3.6. Sacrificio dos Animais

O sacrificio dos animais foi realizado no 3°, 7°, 14° e 21° dias, por meio da
inoculacdo excessiva do anestésico ketamina. Para garantir uma amostra satisfatoria do
tecido epitelial da pele, foi removida a coxa esquerda nas proximidades da ferida do
animal. Em seguida, o tecido foi lavado com soluc¢do salina a 0,9%, e fixado em solu¢do

tamponada de formol a 10% para fixacdo do material.

3.7. Analise Macroscopica

Apobs o sacrificio, antes da remoc¢do da coxa esquerda, os animais foram
fotografados a uma distancia padrao de 25 cm da objetiva da camara fotografica digital
Sony Coopix FD470. Uma régua graduada era posicionada junto a lesdo para padronizar
a contragdo da ferida, auxiliando o software de planimetria no calculo da area da ferida.
O software de planimetria, denominado de “Programa Area”, foi desenvolvido pelo
Laboratoério de Instrumentagdo em Microeletronica da Escola de Engenharia de Sao
Carlos — USP. As fotos digitais foram anexadas ao computador Celerom AMD-Duron
(1.800 MHz) e processadas no software em questdo. As feridas foram fotografadas no
inicio da incisdo ¢ no momento do sacrificio. A contragdo da ferida foi avaliada

porcentualmente pela formula proposta por AL-WATBAN (2003) e YU (1997):

Contragdo Relativa da Ferida (%) = (Area Lesada Inicial — Area Contraida) x 100

Area Lesada Inicial
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3.8. Histomorfometria

Apo6s uma fixagdo minima de 24 horas, as amostras dos tecidos foram cortadas
nas proximidades da area lesada e acondicionados em cassete. Um equipamento
histotécnico Leica TP 1020® foi utilizado para a preparagio das amostras. Esse aparelho
possui varias estagdes que realizam a passagem automatica das amostras em um tempo
pré-programado na maquina. Inicialmente, as pecgas dos fragmentos permaneciam por 5
minutos em 4gua, seguidas de uma troca de recipiente com agua por 60 minutos. Na
seqiiéncia, as amostras foram desidratadas em alcool 70 por 90 minutos, seguidos de
mais trés recipientes diferentes de alcool absoluto, durante 90 minutos cada um. Apos
os banhos de desidratacao, os tecidos permaneciam em alcool/xilol durante 90 minutos,
e na seqiiéncia em trés diferentes recipientes contendo xildis, permanecendo 90 minutos
em cada um deles. Nos dois ultimos recipientes com parafina a 60°C, os tecidos
permaneceram por 90 minutos em cada frasco. Apds completar essa seqiiéncia, as
amostras foram emblocadas em paraplast, cortadas com 5 um de espessura no
micrétomo, coradas em Hematoxilia e Eosina (HE) e secadas em estufa.

A histomorfometria foi realizada em microscopio de luz Axiolab (Carl Zeiss),
através da ocular Kpl 10X com reticulo de integracdo II Zeiss de 100 pontos de
interseccao, objetiva de 40X. A imagem foi capturada por uma cdmara Sony digital
CCD-IRIS/RGB e avaliada no programa de analise computadorizada de imagens KS
400® Karl Zeiss (Alemanha).

Geralmente, uma estrutura interna de um 6rgdo pode ser investigada somente
apods a destruicdo do tecido. Nas técnicas histologicas, apés a fixagdo e coloragdo do
tecido, a integridade do tecido ¢ preservada em duas das trés dimensdes espaciais,
enquanto a terceira dimensao ¢ sacrificada pelo beneficio da resolucdo. Se a espessura
da seccao ¢ muito fina em relacdo ao tamanho da estrutura investigada, isso pode ser
ignorado, em que se pode considerar a secc¢do, que na realidade ¢ uma fatia do tecido
com uma imagem bidimensional da estrutura interna do tecido. Como nao se pode
resgatar a terceira dimensao, WEIBEL (1966), por meio do principio fundamental da
estereologia estabelecido por Delesse em 1846, aplicou a histologia o calculo da fra¢do
volumétrica ou densidade de volume de uma estrutura celular. Esse método de
planimetria das estruturas teciduais ou celulares estima a mensuragdo da fracdo da area
de uma seccao aleatoria ocupada por transec¢des dos pontos, ou seja, quando aplicada a

contagem dos pontos de um reticulo analdgico ou digital sobrepostos nas estruturas
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analisadas, podem-se transpor os resultados de um plano bidimensional para um
tridimensional mediante calculos especificos (Figura 14). No presente estudo, a
intersecgio dos pontos foi obtida por meio de um reticulo digital do programa KS 400%,
que apresentava um numero total de 320 intersec¢des (pontos) em uma area de
507281.32 pm”.
A fragdo de volume ou densidade volumétrica relativa dos vasos sanguineos foi
calculada pela formula Vy,= P, / Pt, em que:
Vvn = densidade de volume ou fracdo volumétrica da area analisada;
P, = soma do nimero de pontos coincidentes sobre os vasos sanguineos;
Pt = numero total de pontos do reticulo.
Para efetivar o resultado da densidade volumétrica dos vasos sanguineos, o

estudo foi avaliado em trés campos histologicos (as duas margens e o centro da ferida).

FIGURA 16. Densidade de volume no reticulo sobre o corte histologico.
FONTE: WEIBEL, E. R., et al (1966). Practical Stereological Methods for Morphometric Cytology. The
Journal of Cell Biology.

3.9. Analise Estatistica

Para verificar a existéncia ou ndo de diferencas estatisticamente significativas
entre os grupos, foi realizado o teste ANOVA no pacote SAS (Statistical Analysis
System). Utilizou-se o Teste de Tukey para analisar as diferengas entre as médias dos
tratamentos. A avaliacdo da significancia estatistica da diferenca na densidade de
volume dos vasos sanguineos nas margens e no centro da lesdo foi realizada pelo teste-t.
Em ambos os casos, foram definidos valor de p < 0,05 como determinante de

significancia estatistica.
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4. RESULTADOS

4.1. Analise da Contracio da Ferida por Planimetria Computadorizada

O estudo da contra¢do das feridas foi aplicado em todos os 120 animais, sem
ocorrer a perda por 6Obito ou qualquer outro motivo que limitasse a evolucdo da
pesquisa.

Por meio da analise de variancia, ndo existiram evidéncias que rejeitassem a
hipotese de nulidade para os cinco grupos avaliados em todos os dias de sacrificio. Ou
seja, isso significa que ndo ocorreu diferenca entre as médias dos tratamentos
fototerapéuticos a Laser e a LED em relagao ao grupo CONTROLE na reducao da area
lesada no 3° 7° 14° e 21° dias (Tabela 1). Os resultados evidenciaram que os grupos
tratados com as fototerapias a 5 ¢ 20 J/cm® em relagdo ao controle ndo apresentaram
diferenca estatistica significante na andlise de varidncia, ¢ do mesmo modo no teste de
Tukey (Tabela 1).

Nos primeiros trés dias do estudo, ocorria uma tendéncia de maior efetividade na
reducdo da area da ferida, principalmente com as tecnologias fototerapéuticas ajustadas
a 5 J/em? (Figura 17). Os grupos Laser e LED ajustados com densidade de energia a 5
J/em? demonstraram uma diferenga respectiva de 7,8 e 4,8 % em relacdo ao grupo
CONTROLE.

No 7° dia o grupo Laser irradiado com 20 J/cm? apresentou uma discreta
tendéncia na reducdo da area em relagdo ao controle, com uma diferenca porcentual de
7,35%. Os grupos Laser ¢ LED ajustados com 5 J/cm*® demonstraram uma diferenca
respectiva de 7,8 e 4,8 % em relagdao ao grupo CONTROLE (Tabela 1).

No 14° dia, o tecido cicatricial estava por se formar, visto que a média
porcentual de contragdo da ferida variava de 92,6 a 97,9 %. O teste de Tukey verifica

que ndo existia diferenga significativa entre as médias dos tratados em relagdo ao
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controle (Tabela 1). Entretanto os grupos Lasers apresentaram uma discreta tendéncia
positiva em relacao aos grupos LEDs e CONTROLE (Figura 17).

No 21° dia de evolugdo na reparacdo tecidual, os animais de todos os grupos
apresentaram uma total epitelizagdo do tecido lesado (Tabela 1). Partindo desse
principio, ndo ocorreu a necessidade de aplicagdo do teste estatistico, sendo adotado o

porcentual de 100% de redugdo da area lesada (Figura 17).

Tabela 1. Contragdo relativa da ferida ao longo do experimento, em percentagem, na

média das medidas, mensurada pelo Programa Area.

Grupos 3° dia 7° dia 14° dia 21° dia

LASER -5J/em* 63,11 £5,55 74,67 + 4,84 97,45 £ 1,24 100,00

LED - 5 J/em? 60,18 + 8,50 73,15+ 6,48 92,63 +£1,68 100,00

LASER - 20 J/em? 54,49 +7,78 77,20 £5,78 97,98 £ 6,14 100,00

LED-20J/em?> 54,02+ 13,61 73,91 £14,25 93,70 £ 6,85 100,00

CONTROLE 55,30 £ 11,46 69,85 + 4,84 93,56 + 10,49 100,00
*dsm 16,63 13,38 10,63 0,00

*Diferenca significante minima. Nao ocorreu diferenga estatistica significante entre os grupos

Contracao Relativa da Ferida (%)

100+ = =
90+
80+
70+
60+
50+
40+
30+
20+
10+

LEDS LASER5 LED20 LASER20 CONTROL

Oo3m7 014021

FIGURA 17. Média percentual da contragdo das feridas ao longo dos dias (3, 7, 14 e 21 dias). Os grupos
LEDS e LASERS, utilizaram uma fluéncia de 5 J/cm?, e os grupos LASER20 ¢ LED20 utilizaram uma
fluéncia de 20 J/cm?. CONTROL foi o grupo ausente de tratamento.
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4.2. Histomorfometria da Angiogénese

Por intermédio da andlise de variancia, rejeita-se a hipdtese de nulidade, tanto
para o efeito do tratamento ao terceiro dia quanto para os demais dias de sacrificio. Isso
significa que ha pelo menos uma média de densidade de volume de vasos sanguineos
que difere dos demais grupos analisados.

No 3° 7° e 14° dias, o teste de Tukey confirmou que as médias de densidade
volumétrica dos vasos sanguineos dos grupos tratados com Laser ¢ LED ajustados a 5
J/em?, além do Laser e LED ajustados a 20 J/cm?, sdo estatisticamente diferentes da
média do CONTROLE. Mas no 21° dia de tratamento, os animais do grupo Laser
irradiados com fluéncia de 20 J/cm? apresentaram semelhanca estatistica proxima do
controle (Tabela 2).

A resposta de vascularizacdo na pele em apenas trés dias de irradia¢ao fotonica
foi elevada, sendo um fator determinante na seqiiéncia de estimulos para a atividade
angiogénica (Figura 18). Entretanto os grupos tratados com terapia foténica a 5 J/cm®
demonstraram uma tendéncia de maior efetividade em relacdo aos tratados com 20
J/em’, mas sem expressdo estatistica nesta resposta bioldgica (Figuras 19 e 20). A taxa
de crescimento dos vasos sanguineos foi para os grupos tratados com Laser e LED a 5
J/em® de 3.03 . 107 e 1.1 . 10~ densidade de volume por dia respectivamente (Figura
21).

Tabela 2. Teste de Tukey para média de densidade volumétrica dos vasos sangiiineos.

Grupo 3° dia 7° dia 14° dia 21° dia
LASER — 5 J/em? 0,142 +0,04* 0,150 +0,05" 0,186 +0,03*® 0313 +0,07*
LED — 5 J/cm? 0,138 £0,06" 0,158 £0,05* 0,191 +0,03* 0,238 +0,07"B

LED — 20 J/cm? 0,108 £0,02* 0,177 +0,01* 0,170 +0,03*® 0,197 £0,07®
LASER — 20 J/em? 0,104 +0,021* 0,136 +0,04* 0,139+0,02% 0,159 + 0,055
CONTROLE 0,035 + 0,005 0,040 +£0,01% 0,072 +£0,02° 0,066 + 0,02°

Dsm* 0,065 0,068 0,0519 0,1091

* Diferenca significante minima. Os grupos comparados com letras semelhantes possuem significancia

estatistica
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Média da Densidade de Volume dos Vasos Sangiiineos
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FIGURA 18. Média da Densidade de Volume dos Vasos Sangiiineos em relagdo aos grupos analisados
no experimento ao longo dos dias (3, 7, 14, e 21 dias). Os grupos LEDS5 ¢ LASERS, utilizaram uma
fluéncia de 5 J/cm?, e os grupos LASER20 ¢ LED20 utilizaram uma fluéncia de 20 J/cm?. CONTROLE

foi o grupo ausente de tratamento.
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FIGURA 19. Taxa de crescimento da densidade de volume dos vasos sangiiineos em funcdo dos dias de
analise dos grupos LED com fluéncia de 5 J/cm? (LEDS); LED com fluéncia de 20 J/cm? (LED20) e
CONTROLE (ausente de tratamento).
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O 7° dia de analise ap0s a intervencao fototerapéutica demonstrava uma discreta
taxa de crescimento vascular em relacao ao 3° dia. Entretanto os animais do grupo LED
irradiados com fluéncia de 20 J/cm? sugeriram uma maior tendéncia para a neoformagao
de vasos sanguineos com uma diferenca da densidade volumétrica de 0,137 do grupo
CONTROLE (Figura 18). Além disso, ocorreu um aumento da densidade de volume dos
vasos sanguineos de 0,0695 do 3° ao 7° dia, mas todos os grupos tratados permaneciam
com similaridade estatisticas na atividade angiogénica (p<0,05) (Tabela 2).

No 14° dia a semelhanca significante dos animais tratados com LED e Laser a 5
J/em? ¢ LED a 20 J/cm? delimitou a indiferenga entre os efeitos desses tratamentos, com
destaque para o grupo LED a 5 J/cm? que apresentou maior densidade de volume
estatisticamente significante (p<0,05). A média de densidade volumétrica dos grupos
tratados com Laser a 5 J/cm?, LED e Laser a 20 J/cm? ¢ estatisticamente igual (p<0,05).
O grupo Laser irradiado com 20 J/cm? foi a fonte de luz e a fluéncia que apresentaram
menor densidade de volume em relagao aos tratados, demonstrando ser estatisticamente
significante a diferen¢a do grupo LED tratado com 5 J/cm? em relag¢do ao grupo LASER
tratado com 20 J/cm?2. Na tabela 2, verifica-se que o Laser com fluéncia de 20 J/cm®
pode apresentar uma tendéncia de um processo inicial de saturagdo celular, sem

evidéncias de inibicao das atividades funcionais.
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FIGURA 20. Taxa de crescimento da densidade de volume dos vasos sangiiineos em funcdo dos dias de
analise dos grupos Laser com fluéncia de 5 J/cm? (LASERS), Laser com fluéncia de 20 J/cm? (LASER20)
¢ CONTROLE (ausente de tratamento).
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No término do tratamento convencionado (21 dias), os animais irradiados nos
grupos Laser e LED com 5 J/cm? demonstraram uma elevada e significante similaridade
vascular (p < 0,05), porém, entre os dois grupos citados anteriormente, somente o Laser
demonstrou diferenga estatistica dos demais grupos analisados neste estudo (p < 0,05)
(Tabela2). Diante de longos periodos, o grupo Laser com 5 J/cm? apresentou um
crescimento exponencial em relagdo ao LED com 5 J/cm? A taxa de densidade
volumétrica dos vasos sanguineos irradiados com as tecnologias Laser e LED a 5 J/cm®
foi em média de 28 . 10 ¢ 8.5 . 10° densidade de volume vascular por dia,
respectivamente. (Figura 21). A média dos grupos LED com 5 e 20 J/cm? além do Laser
a 20 J/em? ¢é estatisticamente igual na vascularizacdo da pele. As tendéncias de
saturagdo do grupo Laser irradiado com 20 J/cm? (LASER20) no 14° dia confirmaram-
se no 21° dia com uma similar significancia estatistica ao grupo CONTROLE,
demonstrando que tanto o grupo CONTROLE quanto o Laser a 20 J/cm? tinham uma
reduzida taxa de crescimento vascular em relagdo aos outros grupos fototratados.

(Figura 20).
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FIGURA 21. Taxa de crescimento da densidade de volume dos vasos sangiiineos em funcéo dos dias de
analise dos grupos Laser com fluéncia de 5 J/cm? (LASERS), LED com fluéncia de 5 J/ecm? (LEDS) ¢
CONTROLE (ausente de tratamento).
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4.3. Histomorfometria Vascular do Centro e das Margens da Ferida

A histomorfometria na angiogénese da ferida foi dividida em trés campos de

analise da densidade de volume dos vasos sanguineos. Dois campos foram analisados

nas margens € um no centro da lesao.

A média da densidade volumétrica dos vasos sanguineos foi comparada no teste-

t, demonstrando que ndo existia diferenca estatistica significativa entre a borda e o

centro da ferida nos dias de anélise (3, 7, 14 e 21 dias) (p<0,05) (Figura 22)..

4 Sangii Densndadg de Volumi\dc’)ls_ Va:?s 16l I Densidade de Volume dos Vasos Sangiiineos nos
angtineos nos Lampos d_e nalise Histologico Campos de Andlise Histolégico no 72 Dia
no 32 Dia
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FIGURA 22. Média da Densidade de Volume de Vasos Sangiiineo analisados nas margens e no centro da

ferida ao longo dos dias de analise pos-tratamento. A) 3 dias; B) 7 dias; C) 14 dias; D) 21 dias. Os cinco

grupos estudados se dividem em LED com fluéncia de 5 J/cm? (LEDS); Laser com fluéncia de 5 J/cm?
(LASERS); LED com fluéncia de 20 J/cm? (LED20); Laser com fluéncia de 20 J/cm? (LASER20) e
CONTROL (ausente de tratamento).
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Tabela 3: Teste-t para comparagdo das médias da densidade de volume dos vasos
sangiiineos nas margens e no centro da ferida

3° dia 7° dia 14° dia 21° dia
Grupos* Estimativa Pr> Estimativa Pr> Estimativa Pr> Estimativa Pr>
l¢] ¢l ¢l I¢]
Controle -0.0033 + 0,01 090  -0.0050 £ 0.02 0.08 0.0001 £ 0.02 0.99 0.0045 + 0.03 0.92
LASER 5 0.0100 + 0,04 0.70 0.0111£0.05 0.70 -0.0245 +0.02 0.26 0.0356 £ 0.05 0.48
LASER 20 0,0008 + 0,04 0.97 0.0150 £ 0.05 0.61 -0.0312 +£0.03 0.19 -0.0206 + 0.12 0.68
LEDS - 0.0413 +£0.01 0.12 0.0661 + 0.05 0.81 0.0183 +0.04 0.40 -0.0743 £ 0.10 0.14
LED 20 0.0403 £ 0.06 0.13 0.0170 £ 0.06 0.58 -0.0001 + 0.03 0.99 -0.0216 + 0.08 0.67

* Os cinco grupos estudados se dividem em Controle (ausente de tratamento); Laser com fluéncia de 5 J/cm? (LASERS); Laser com
fluéncia de 20 J/cm? (LASER20); LED com fluéncia de 20 J/cm? (LED20); LED com fluéncia de 5 J/cm? (LED5). Em cada grupo

foi comparado a diferenca entre as margens e o centro da lesdo. P < 0.05

FIGURA 23. Fotografia histologica (H.E) da angiogénese no 21° dia de analise com aumento de 400X:
A) LASER irradiado com 5 J/cm?; B) LED irradiado com 5 J/cm?, C) LED irradiado com 20 J/cm?; D)
Laser irradiado com 20 J/cm?; E) Controle. As setas indicam a presenca de vasos sangiiineos. As setas
verdes indicam os vasos sangiiineos.
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5. DISCUSSAO

5.1. Contracao da Ferida

O processo de contragdo das feridas ¢ comumente quantificado pela medida da
aproximacdo das margens do tecido. Neste aspecto, alguns trabalhos demonstram
resultados positivos tanto para Laser quanto para LED (CAPON et al., 2001; WHELAN
et al., 2001; AL WATBAN e ANDRES, 2003; WHELAN et al., 2003). Por outro lado,
ha relatos cientificos da ocorréncia de divergéncias ou até mesmo efeitos negativos nos
tecidos biologicos quando ha a interagdo com as fontes de luz ausentes de coeréncia
(LEDs) em relagio a luz coerente (Laser). PONTINEN et al (1996), afirmou que o fluxo
sangiiineo intracraniano foi reduzido em humanos com a aplicagdo do LED, e com o
Laser ocorreu um aumento satisfatorio deste fluxo. HODE, (2005), por meio de uma
revisdo bibliogréfica afirmou que as respostas biologicas dependem da coeréncia da luz,
justificando uma maior eficiéncia em relagdo a luz incoerente. Entre as diversas razdes
para tais discrepancias nestas fontes de luz, pode-se mencionar a ampla variedade de
modelos experimentais disponiveis, método de avaliar os resultados, diferencas do
comprimento de onda, fluéncias, poténcias e irradidncias, além das condigdes de
tratamento. Sendo assim, procurou-se nesta pesquisa, trabalhar em condigdes tais que
mantiveram, dentro do possivel, a similaridade das varidveis existentes dos pardmetros
de cada fonte de luz.

No presente estudo, com a aproximagdo do comprimento de onda e irradiancias,
além da similaridade das doses de energia, ndo houve diferenga estatisticamente
significante na contracdo das feridas com o tratamento por ambas as fontes de luz em
relagdo ao grupo controle em todos as etapas de analise. Semelhantes resultados foram
demonstrados por ANNEROTH et al. (1988) e WALKER et al. (2000) utilizando lasers
diodo com comprimento de onda de 660 nm. Por outro lado, WHELAN et al. (2001) e
AL-WATBAN et al. (2003) obtiveram uma redugcdo da area da ferida de ratos
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diabéticos em relacdo aos animais controles com a ledterapia ajustada a 4 J/cm? e 5
J/cm? respectivamente, com a importante observacao que houve apenas discreta reducao
da 4rea da ferida para os animais ndo-diabéticos. Esses resultados sugerem que o
elevado metabolismo de ratos normais (MEYER et al., 2003) ¢ capaz de, facilmente,
reparar as feridas cirurgicas provocadas, ndo permitindo que as terapéuticas fotonicas
manifestem seu efeito estatisticamente. O mesmo talvez ndo ocorra em situacdes que
limitem o metabolismo celular, como a isquemia tecidual ou a presenga de elevada
concentragdo de espécies de oxigénio reativo. Nessas situacdes extremas, a energia
transmitida pela terapia luminosa talvez represente o diferencial necessario para acelerar
0 reparo.

A tabela 1 mostra, nos primeiros trés dias, que a taxa porcentual dos grupos
tratados com 5 J/cm® apresentavam uma tendéncia positiva em relagdo aos outros
grupos. A diferenca aproximada do grupo LASER e LED a 5 J/cm? foi de 5% e 8%
respectivamente, em relagdo aos grupos CONTROLE, LASER e LED a 20J/cm?. Essas
observacdes sdo comparaveis ao de MEDRADO et al. (2003), aplicando com maior
éxito fluéncia de 4 J/em® em relagio a 8 J/em?, com grande reducdo da area da ferida,
especialmente observada em 24 e 72 horas apds o tratamento com laser diodo (670nm),
se correlacionado com proeminente presenga de miofibroblastos. Ja ¢ conhecido que a
contracdo da ferida ¢ influenciada principalmente pela agdo dos miofibroblastos e pela
produgdo de coldgeno (SURINCHAK er al., 1983).

A provavel tendéncia na efetiva contracdo das feridas por meio das fontes
luminosas ajustadas a 5 J/cm” nos primeiros dias de anélise, visualizada na figura 14,
pode ser devida a elevada eficiéncia fotomodulante do processo inflamatorio. Em
trabalho anterior, e com protocolo semelhante a este estudo, observou-se que animais
irradiados com LED e Laser a uma fluéncia de 5 J/cm? apresentavam redugdo das
células inflamatorias nos primeiros trés dias de analise, verificando uma modulacao do
processo inflamatdrio, e eficiente resposta na proliferagdo de colageno ao longo dos 21
dias em relagdo ao grupo controle (CORAZZA et al., 2005). Esses achados sdo
confirmados por HONMURA et al. (1992); PESSOA et al. (2004) e MEDRADO et al.
(2003), que justificam a utilizagdo da LLLT com doses de energia seguindo o modelo
da Curva basica de Arndt-Schultz como eficientes reguladores do processo inflamatorio.

Quando se descrevem os efeitos fotomoduladores no processo inflamatorio,
sugere-se que ocorre inicialmente um aumento das células inflamatdrias no local de

lesdo, removendo rapidamente o excesso de detritos celulares, conseqiientemente
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reduzindo o numero das células inflamatorias e dinamizando a sua funcionalidade na
producdo de fatores de crescimento. (WHELAN et al, 2001).

Com o possivel estimulo na liberagdo desses fatores de crescimento, ocorreu nos
primeiros dias uma significante fotoestimulagdo dos vasos sanguineos dos grupos
tratados em relagdo ao controle, com uma tendéncia eficiente na proliferacdo de vasos
sanguineos com a fluéncia de 5 J/cm? em ambas as fontes de luzes, sendo o efeito
angiogénico mostrado na figura 17. Como conseqiiéncia, sugere-se que a contra¢do da
ferida pode ter sido favorecida pela revascularizagdo da pele, com maior atividade da
circulagdo sanguinea e possivelmente da linfatica, favorecendo o auxilio da drenagem
de deposito de 6xidos promovidos pelo acaimulo de acido latico, associado a hipertensao
dos tecidos. O mesmo foi discutido por OZKAN et al. (2004) e KOBAYASHI et al.
(1999). Essas informacdes de aumento do fluxo sanguineo podem ser confirmadas pelo
trabalho de MAEGAWA et al. (2000), mostrando que a laserterapia de baixa
intensidade € capaz de induzir vasodilatagdo arterial por agdo do aumento da sintese de
oxido nitroso (NO). TAM (1999) cita em seu artigo que o laser de baixa intensidade age
na sintese de prostaglandina, a qual possui a¢do vasodilatadora e antiinflamatéria. Por
outro lado, LONGO (2000) relata que o efeito antiedematoso ou aumento da drenagem
linfatico-venosa de superficies irradiadas ¢ somente evidente em casos de estase
linfatico-venosa.

Apesar do presente trabalho ndo mensurar os efeitos bioelétricos da terapia
luminosa na atividade celular, os resultados sugerem acdo positiva na contracdo das
feridas dos animais irradiados com 5 J/cm” no 3° dia, sugerindo que as fontes de luz em
questdo no estudo podem ter atuado como normalizadores dos canais da membrana
plasmatica e da atividade i6nica das células, com conseqiiente equilibrio da voltagem
transcutanea da pele. LOW e REED (2001) afirmam que em condic¢des fisioldgicas
normais, o estrato coérneo tem cargas negativas em relacao a derme. Entretanto, quando
¢ induzida uma lesdo na pele, ocorre a instalacdo de processo inflamatorio. Sendo assim,
acredita-se que ions carregados positivamente movem-se da epiderme para o leito da
ferida por falha na acdo homeostitica da bomba de sodio das células epidérmicas,
promovendo o desequilibrio da voltagem transcutdnea da pele e dificultando a
cicatrizagdo do tecido. Do mesmo modo, RIBEIRO et al. (2002) sugerem que a
polarizagdo do componente do campo elétrico exerce importante papel na cicatrizacao

da pele. Neste sentido, os efeitos bioelétrico do Laser ja sdo conhecidos como atuantes
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na normalizagdo das bombas i6nicas na membrana plasmatica, promovendo o equilibrio
da voltagem transcutanea (GENOVESE, 2000).

Do sétimo dia em diante, a contra¢do da ferida em relagdo aos grupos tratados e
controle ndo sofreu influéncia estatisticamente significante no tratamento. Mas algumas
tendéncias na contragdo das feridas foram evidenciadas. O grupo LASER com fluéncia
de 20 J/cm? apresentou discreta elevagdao na taxa porcentual da contracao da ferida em
relagdo ao grupo CONTROLE, com uma diferen¢a de 7%, conforme visualizado na
tabela 1. No 14° dia havia respectivamente diferenca de apenas 4% e 5% dos grupos
LASER a 20 J/cm? em relagdo aos grupos CONTROLE e LED a 5 J/cm? Do mesmo
modo, porém com resultados significativos, AL-WATBAN et al. (1999) obtiveram
resultados semelhantes quando aplicaram fluéncias de 20 J/cm®, por meio de um laser
He-Ne de 40mW. Em outro experimento AL-WATBAN e ZHANG (1997) avaliaram o
laser com dose de energia de 20 J/cm?, que proporcionava maior eficiéncia na contragio
das feridas quando comparada a outras fluéncias. Por outro lado, varios autores
confirmam que fluéncias ajustadas na Curva Basica de Arndt-Schultz sdo ideais para
tratamento da reducdo de feridas (KANA et al., 1981; KIM et al., 2000; RIBEIRO et
al., 2002; MEDRADO et al., 2003).

Com base nos resultados deste estudo e de outros publicados na literatura, pode-
se sugerir que a contragdo das feridas isquémicas ou cronicas de ratos ¢ beneficiada com
a terapia luminosa de baixa intensidade coerente ou ausente de coeréncia. Do mesmo
modo, hé a sugestdo de que a ledterapia ou a laserterapia de baixa intensidade poderao
atuar de modo positivo em tlceras isquémicas ou cronicas de individuos humanos.
TAM et al. (1999); LAGAN et al. (2000) e WHELAN et al. (2001) desenvolveram
estudos com LEDLLT ou LLLT em tlceras cronicas de humanos, obtendo resultados

positivos na redu¢do da area irradiada.

5.2.2. Angiogénese

Estudos sobre fotobiomodula¢ao na neoformacao de vasos sanguineos tém sido
desenvolvidos nas ultimas décadas, verificando os efeitos positivos dessas fontes de luz,
sendo o laser de baixa intensidade a fonte mais pesquisada e com maior administragao
nas clinicas especializadas na reparacao tecidual e no tratamento algico. Por outro lado,

o LED de baixa intensidade possui uma restrita base literaria, na qual sdo questionados
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os efeitos positivos e similares a LLLT. Controvérsias nas respostas com a terapia
luminosa em relagao a coeréncia sao freqiientemente na literatura atual. HODE (2005)
justifica varios estudos que descrevem a ineficiéncia da terapia luminosa de baixa
intensidade ausente de coeréncia, mas ndo discrimina os estudos de elevado cunho
cientifico de WHELAN et al. (2001); AL-WATBAN et al. (2003), VINK et al. (2003) e
WHELAN et al. (2003) na exceléncia da fotomodulacao celular com a LEDLLT. Sendo
assim, por meio deste presente trabalho, hd a expectativa de colaborar com a recente
literatura sobre a interagdo positiva da luz ausente de coeréncia e colimag@o no tecido
bioldgico.

Nesta pesquisa, as médias de densidade de volume dos vasos sanguineos dos
grupos tratados no 3° dia foram similares entre si e significativamente diferentes do
grupo controle (p<0,05), como visto na tabela 2. Os estimulos iniciais das luzes
coerente e ausente de coeréncia, independente da dose de energia, proporcionaram uma
resposta angiogénica elevada, sendo esta fase a mais importante do experimento, visto
que as posteriores fases de andlise nada mais foram que uma seqiiéncia de respostas as
fluéncias aplicadas ao tecido. Do mesmo modo, SALATE (2004) irradiou tenddes
calcaneos de rato, obtendo resultados angiogénicos similares no terceiro dia de analise
por meio de um laser de baixa intensidade com comprimento de onda de 660 nm.

As fontes de luz administradas neste estudo, ajustadas com fluéncia de 5 J/cm?,
demonstraram tendéncias positivas tanto na neovascularizacdo do leito da ferida como
na contragdo da lesdo no terceiro dia de analise. Esse resultado pode estar associado a
reducdo das células inflamatorias, conforme sugerido por CORAZZA et al. (2005),
MEDRADO et al. (2003) e AMANO et al. (1994), diferindo dos resultados obtidos de
RICEVUTI et al. (1989). Paralelamente, ficou a contraposi¢do proposta por YOUNG et
al. (1989) e AGAIBY et al. (2000) que afirmaram que baixas densidades de energia
podem aumentar a atividade funcional dessas células, com a provavel elevacdo na
liberacdo de citocinas e fatores de crescimento por macrofagos, linfocitos T, plaquetas,
células endoteliais, fibroblastos e queratindcito. Essa dupla atividade antagdnica no
processo inflamatdrio caracteriza as terapias fotonicas como biomoduladoras, ou seja,
ao mesmo tempo em que reduzem o numero de algumas células inflamatodrias devido a
maior resposta de debridacdo do tecido lesado, também estimulam o funcionamento
dessas células para a liberacdo de fatores de crescimento como o fator de crescimento

endotelial vascular (VEGF), que € o principal estimulador para a produ¢ao das células
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endoteliais, além de outros fatores de crescimento como o de crescimento fibroblastico
(FGF), contribuindo assim para antecipar a fase de proliferacao vascular.

Com a utilizacdo da LLLT ou da LEDLLT, os autores KIPHIDZE et al. (2001),
WHELAN et al. (2003) ¢ ROCHKIND et al. (2004) sugerem que o aumento da
angiogénese provavelmente ¢ influenciado pela elevacdo na inducdo que o TGF-B
exerce sobre 0 RNA-m do VEGF, o qual tem sido mediado por sistemas de segundos
mensageiros intracelulares como o calcio, tirosina, proteina quinase € monofosfato
ciclico, resultando em aumento da proliferagdo e remodelacdo das células endoteliais.

Apesar da auséncia da quantificacdo da produgdo de fatores de crescimento, os
resultados desta pesquisa sugerem que os tratamentos por ambas as fontes de luz podem
ter estimulado a produgdao de fatores de crescimento, e, além disso, podem ter
promovido a estabilidade dos receptores de fatores de crescimento, otimizando a captura
dos mesmos. Segundo afirma SILVERTHORN (2003), os receptores de crescimento
sdo instaveis em feridas agudas e principalmente em cronicas. Essa hipdtese ¢
substanciada pela elevada proliferacdo de vasos sangiiineos dos animais tratados em
todas as fases de analise, principalmente no 3° e 21° dias, com excecao parcial do grupo
LASER irradiado com fluéncia de 20 J/cm?.

Os primeiros dias de analise foram decisivos para a evolugdo vascular, como
visto na tabela 2. Do mesmo modo, WHELAN et al. (2001) verificaram um pico de
incidéncia do FGF nos primeiros quatro dias, mas no 14° dia o fator decrescia, porém
mantendo-se maior em relagdo ao controle quando os animais foram irradiados com 4
J/em? por meio de um LED (880 nm). Diferente dos resultados de WHELAN, a
estabilizacdo do crescimento dos vasos sanguineos nao foi evidente no término do
experimento dos grupos tratados no atual trabalho. Isso sugere que o espectro
eletromagnético vermelho administrado neste estudo promove maior ativacdo dos
fatores de crescimento, estimulando a atividade mitogenética das células endoteliais,
que sdo precursoras da neovascularizagdo. Do mesmo modo, AMIR (2000) afirma que o
comprimento de onda vermelho ¢ o mais indicado para a angiogénese. Os resultados
verificados nas figuras 17, 18 e 19 contrariam os estudos de LOCKHART (2003), visto
que, em 14 dias de andlise das feridas induzidas em humanos, foi verificado um estagio
inicial de regressdo vascular. Entretanto, neste estudo, n3o ocorreu nenhuma
intervengao terapé€utica. A continua vascularizacdo da pele dos ratos pode ter ocorrido
devido ao tratamento luminoso manter elevada a taxa metabodlica dos animais em

questao.
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Ja para os animais do grupo controle houve, como observado na figura 16, uma
baixa densidade de volume dos vasos sanguineos no 3° dia, sendo a taxa angiogénica
constante até¢ o 21° dia. Em conformidade com esses resultados, KARU (2003) afirma
que, em condi¢des patoldgicas, ocorre o aumento da concentracdo de 6xido nitrico
produzido por macréfagos, diminuindo assim a atividade respiratoria celular, bem como
produzindo espécies de oxigénio reativo (ROS).

Quando administrada a dose de energia de 5 J/cm?, a tendéncia positiva da
densidade volumétrica de vasos sanguineos indica que hé provaveis efeitos moduladores
sobre o0 NO. Mesmo sem mensurar a presenga de NO, podemos sugerir que as terapias
fotonicas deste estudo podem ter promovido um processo de modulacdo em niveis
fisiologicos de NO na ferida dos ratos. A partir de analises especificas, KIPSHIDZE et
al. (2001) relataram que ocorria a modulacao dos niveis de NO diante de baixas doses
de energia.

A elevada fluéncia de 20 J/cm? aplicada na fase inicial da pesquisa nado
promoveu saturagdo celular, visto que a energia administrada era capaz de ser absorvida
pelas células endoteliais, devido ao seu baixo metabolismo. Entretanto, ap6s tempo
prolongado de tratamento com Laser a 20 J/cm? (21 dias), é possivel que ndo existiam
moléculas suficientes para absorver a energia irradiada, visto que as densidades
volumétricas de vasos sanguineos se assemelharam estatisticamente aos animais do
grupo controle. Entretanto, apesar de ndo quantificarmos a produ¢do de antioxidantes,
pode-se sugerir que talvez alguma agdo antioxidante tenha sido prejudicada, resultando
no processo do tipo saturagdo, pois a densidade volumétrica de vasos sanguineos se
assemelhou a do grupo controle. Realizando analises especificas, KIM et al. (2000) e
VIRAG et al. (2002) obtiveram resultados de saturagdo celular com alta dose de energia
(5 e 71J), devido a inibig¢do da producao de catalase e superoxido dismutase, facilitando
o avanco deletério dos radicais livres sobre 0 DNA.

A analise dos efeitos angiogénicos no 21° dia do experimento demonstrou que o
tratamento com 5 J/cm? estimulou a angiogénese de forma mais intensa que o
tratamento a 20 J/cm?. Esses resultados sdo confirmados pela maioria das pesquisas que
utilizam a curva Bésica de Arndt-Schultz para justificar a fotomodulagdo vascular em
feridas cutaneas (AMIR et al., 2000; REDDY et al., 2001; MEDRADO et al., 2003).
Em outro estudo em humanos, a irradiacao com fluéncia elevada (30 J/cm?) estimulou o

aumento da microcirculagdo em tulceras diabéticas (SCHINDL et al., 1998).
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Os resultados visualizados na figura 21, principalmente no 21° dia, tanto LLLT
com 5 ¢ 20 J/em? e LEDLLT a 5 J/cm?, foram capazes de promover o aumento do
nimero e didmetro dos vasos sanguineos, sugerindo uma elevag¢do do fluxo sanguineo
na regido lesada. Confirmando esses resultados, TACHIHARA et al. (2002) citam a
melhora da perfusdo de sangue e drenagem de residuos metabdlicos em seus estudos
com luz ausente de coeréncia. Como foi sugerido um maior aporte de sangue rico em
oxigénio, alfa cetoglurato, 4cido ascorbico e ferro para o tecido lesado do presente
estudo, os resultados podem ter favorecido uma melhor formag¢do de colageno. Essa
deposicdo de colageno ¢ direta e significativamente proporcional a tensdo e a
intensidade de perfusdo do oxigénio no tecido lesado (JONSSON et al., 1991;
HARTMANN et al., 1992). Por outro lado, ha evidéncias de que a luz coerente ¢ mais
efetiva em relacdo a luz incoerente na promoc¢do do aumento do fluxo sanguineo
(PONTINEN et al., 1996).

Confirmando os resultados positivos dos efeitos angiogénicos com ambas as
terapias fotonicas, varios estudos justificam a biomodulagdo com a luz incoerente
(KANA et al., 1981; YOUNG et al., 1989; PONTINEM et al., 2000; WHELAN et al.,
2001; WHELAN et al., 2002; WHELAN et al., 2003; KARU, 2003; e VINK et al.,
2003). Outros afirmam que a luz terap€utica incoerente ¢ menos eficiente ou mesmo
incapaz de promover efeitos fototerapéuticos em relagdo a luz coerente (BIHARI e
MESTER, 1989; BERTOLONI et al., 1993; ANTIPA et al., 1996, LAAKSO et al.,
1997, ALEMAN et al., 2001).

A partir dos resultados deste estudo, verifica-se que a coeréncia da luz nao ¢
determinante para a biomodula¢do. KARU (2003) afirma que a coeréncia ¢ perdida nos
primeiros estratos da pele. HODE (2005) justifica que a coeréncia nao desaparece, mas
se reduz ao longo da penetragdo do tecido, exercendo ainda esta influéncia fisica na area
irradiada. Entretanto os resultados da presente pesquisa sugerem que ¢ possivel
influenciar a angiogénese com as fontes de luz LED e LASER de baixa intensidade
empregando baixas doses de energia, em que a terapia luminosa ndo depende da
coeréncia, mas sim da absor¢do da luz em uma determinada banda espectral.

O espectro de acdo eletromagnético da luz emitida pelo LED ¢ mais amplo em
relagdo ao do LASER. Apesar dessa propriedade diferenciar as luzes terapéuticas, ha
similar concentragdo energética na area de acdo de ambas, porém com distribuicdo
diferenciada. No LED, a densidade de energia esta distribuida em uma maior banda do

espectro eletromagnético em relacao ao Laser, podendo interagir com um maior grupo
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de fotorreceptores especificos. Mas a densidade de energia total difere nas luzes
incoerentes e coerentes, visto que existe uma menor energia por faixa espectral para o
LED em relacdao ao LASER. Mesmo diante dessas diferencas na distribuicao da energia,
pode-se sugerir que hd uma ampla janela bioldgica de absor¢do da luz nos tecidos
bioldgicos diante da aplicagdo dessas luzes, permitindo a agdo terapéutica nos
respectivos receptores de luz. Por isso, podemos verificar que a diferenga no volume de
vasos sanguineos dos animais tratados com LED a 20 J/cm? e a 5 J/cm? ndo ¢
estatisticamente significante, porém no 21° dia se verifica uma tendéncia similar ao
LASER com dose de 20 J/cm?, mas com um diferencial bem menor.

Devido ao feixe luminoso do LED ser maior em relagdao ao LASER, a poténcia
do LED teve de ser maior em relagdo a do LASER para o ajuste de irradidncias
semelhantes entre os equipamentos. Todos as fontes de luz utilizadas nesta pesquisa
eram de baixa poténcia, tendo sido definidos 40 mW para o LASER ¢ 90 mW para o
LED.

Diante da poténcia e da area do feixe de luz de ambas as fontes, foi verificada
uma irradidncia elevada. E concordando com parametro deste estudo, TUNER e HODE
(2002) relatam que elevadas densidades de poténcias sdo favoraveis para produzir
benéficos efeitos biomoduladores para o tecido irradiado.

Os LEDs utilizados no passado ndo eram muito efetivos devido a intensidade
das tecnologias serem inferiores as do LASER, o que ndo ocorre atualmente
(BAGNATO, 2002). Do mesmo modo, VINK et al. (2003) obtiveram resultados
positivos utilizando LED (660 nm) com poténcias de 80 mW e LLLT (670 nm) com 40
mW em cultura de fibroblastos, concordando com os resultados do atual estudo. Mas
outro trabalho utilizando LED com poténcia superior ao LASER n3o promoveu
resultados efetivos no aumento do fluxo sanguineo, julgando que a coeréncia era fator
diferencial na resposta biologica (PONTINEN et al., 1996). Quando comparamos fontes
de LASER e LED, devemos ressaltar a irradiancia da luz, e ndo a poténcia do feixe de
luz, uma vez que a razdo da poténcia em relagdo a area do feixe luminoso (W/cm?) € um
fator determinante da irradiancia real aplicada no tratamento, visto que o feixe de luz do
LED geralmente ¢ maior que o do Laser.

Além da procura da adequagdo da densidade de poténcia, este estudo procurou
irradiar adequadamente a densidade de energia na pele lesada dos ratos. Por meio da
distribuicdo homogénea da densidade de energia na area da ferida, pode-se sugerir uma

resposta similar na concentragdao de vasos sanguineos nas margens e no centro da ferida.
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Sabe-se que a reparagdo se inicia nas margens da ferida devido as baixas condi¢des de
oxigénio e nutrientes no centro da lesdo e, provavelmente, a fototerapia alterou essa
condicdo, gerando ambiente propicio para a neoformagdo homogénea de vasos
sanguineos. Diferente deste resultado, LOCKHART et al. (2003) relataram que a
maioria dos microvasos foi encontrada na periferia da ferida proporcionada por
“punch”, entretanto este estudo nao sofreu nenhuma intervengao terapéutica. Do mesmo
modo que o atual estudo, SCHINDL et al. (1999) obtiveram aumento significante e
similar da vascularizacdo nas margens e no centro da lesdo de pacientes tratados com
laser He-Ne (10mW e 30 J/cm?).

Diante das respostas benéficas do tratamento das fontes de luz deste estudo, ¢
possivel inferir que as respostas angiogénicas das feridas dos ratos deste experimento
podem ser transpostas para feridas de seres humanos, uma vez que CHEN et al. (1999)
afirmam que as varias chaves bioquimicas encontradas em feridas agudas e cronicas de
humanos, como elevados niveis protéicos e Fatores de Necrose Tumoral — a, estdo
presentes em feridas de ratos.

Da mesma forma que os efeitos biomoduladores foram similares entre o Laser e
o LED de baixa intensidade, as contra-indicagdes fisicas e bioldgicas sdo mantidas as
mesmas. A partir do ano 2000, a Comissao Internacional sobre Protecao da Radiacao
Nao-lonizante publicou um artigo relatando que a irradiagdo do LED promove riscos de
lesdo na retina tanto quanto o Laser, preconizando a manuten¢ao da utilizagao de 6culos
protetores para o comprimento de onda utilizado no tratamento em questao.

Comparando o LED ao Laser de baixa intensidade na angiogénese da pele
lesada, foi evidente que a utilizacdo de ambas as fontes de luz sdo aceitaveis, sendo
preferencialmente aplicadas com fluéncias ajustadas pela curva Basica de Arndt-Shultz.
Com o reduzido custo desses diodos emissores de luz em relagdo ao diodo de laser, ha a
expectativa dos equipamentos incorporarem uma maior quantidade de diodos,
contribuindo para o aumento da 4rea de saida do feixe luminoso. Com isso podera
ocorrer a dinamiza¢do do tempo de tratamento dos pacientes acometidos por feridas
com grandes dimensdes e quadro algicos difusos. Assim, a LEDLLT surge como uma
terapia alternativa a LLLT, pois, além de ser comercialmente acessivel, tem a
capacidade de promover efeitos benéficos e semelhantes no processo de reparagdo

tecidual.
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6. CONCLUSOES

1) Os tratamentos por irradia¢do a Laser e LED ndo influenciaram a reducdo da

ferida de forma significativamente diferente;

2) Os estimulos fotdnicos nos primeiros trés dias foram decisivos para a

evolucdo do tratamento na evolugdo da densidade de volume dos vasos sangiiineos;

3) Fototerapia a 5 J/cm? apresentou maior vascularizacdo em relagdo aos outros

grupos, principalmente no término do tratamento;

4) Fluéncia de 20 J/cm? do LLIT demonstrou no 21° dia um processo de

saturagao celular;

5) Nao ocorreu diferenga angiogénica entre a borda e o centro da lesdo;

6) A fonte luminosa LED pode ser eficiente substituta a fonte Laser de baixa

intensidade, visto que a coeréncia da luz ndo se demonstrou essencial na atividade

angiogénica.

6.1. Sugestoes para trabalhos futuros

Induzir lesdes circulares por queimadura no dorso de ratos e analisar
quantitativamente o nimero de macrofagos e fibroblastos por meio de
imuno-histoquimica. Técnicas de biologia molecular podem ser
utilizadas para avaliar a formagdo de fatores de crescimento (VEGF e
FGF-2) e a conseqiiente formacgao de células endoteliais;

Realizar ensaios mecanicos para avaliar a resisténcia ténsil do tecido
cutaneo quando tratado por meio das terapias fotonicas Laser e LED;
Desenvolver protocolos de feridas isquémicas associadas a diabete
induzida artificialmente em ratos, analisando de forma macroscopica a
epitelizacdo do tecido e as influéncias na modulacio do processo

inflamatorio, das fibras colagenas e dos vasos sanguineos;
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Trabalhar com a padronizagao das doses energéticas em fungdo do efeito
desejado da terapia LED, pois, quando esta luz adentra o tecido, hd uma
promocao de um certo espalhamento, distribuindo a densidade de energia
do espectro eletromagnético, diferentemente do laser, que ¢ todo
concentrado em um determinado pico. Sendo assim, ocorre a necessidade
de estudar a padronizac¢ao da fluéncia para tratar as diferentes condi¢des

patologicas que acometem o homem.
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experimentagdo n® 070/2004, sobre o projeto intitulado “Estude comparative entre a
biomodulacido LED e laserterapia de baixa intensidade no espectro vermelho em
feridas cutineas de ratos”, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Vanderlei Salvador
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