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RESUMO

A terapia com laser de baixa potencia se tornou algo de intimeras pesquisas,devido

a melhora do processo cicatricial. Um estudo experimental foi realizado para avaliar
se ha beneficios dessa terapia na cicatrizacao de feridas na pele de ratos com analises
nao pareadas e pareadas. Foram utilizados 20 ratos Wistar dividos em 4 grupos, sub-
metidos a 4 incisoes lineares na pele do dorso.No Grupo 1, usamos uma dose de laser
no poés-operatério; no Grupo 2, duas doses, uma no pés-operatorio e apés 24 horas; no
Grupo 3, trés doses, no pés-operatoério , 24 e 48 horas.O grupo controle foi submetido as
incisoes da pele.Foram testadas a forca de ruptura e analisados os achados histopato-
l6gicos das incisoes.Em anédlise nao pareada, o grupo 1 apresenta o maior valor, tendo
diferenca (p =0,040). A forca de ruptura dos quatro grupos de ratos para as feridas

nao tratadas, nao ocorreu. Na andlise pareada as feridas tratadas com laser nos grupos
1, 2 e 3 e grupo controle, nao houve diferenca. Em anéalise ndao pareada, segundo a
epitelizacao e a granulacao, o grupo 3 apresentou maior freqliéncia para epitelizacao
(p=0,002) e granulacao (p=0,012).Nas feridas nao tratadas nos quatro grupos nao hou-
ve diferenca entre elas em relacao a epitelizacao e a granulagcao. Na analise pareada,
nao ocorreram diferencas dessas para os ferimentos produzidos nos grupos.E improva-
vel existir relacao entre a terapia a laser e a cicatrizagao, sendo a associacao na analise
nao pareada apenas aparente, justificada pelo método de avaliacao .

Palavras-chave: cicatrizagao de pele,laser de baixa poténcia.

ABSTRACT

Low power laser therapy is recently in focus due to its properties in angiogenesis,
fibroblast and colagenase activity. Based on these facts, the benefits of low laser power
therapy in wound healing have been considered. In order to evaluate the benefits of low
power therapy in wound healing, twenty Wistar rats were divided into four groups (n=5)
which received four linear incisions in the back and then the following treatments, 1: a
post-incision laser dose 2: one post-incision and 24 hours later dose 3: one post-incision,
24 and 48 hours later laser doses. 4: control group, with the four skin incisions and no
laser therapy. Rupture force and histopathological analyses were performed. Unpaired
analyses showed that epithelialization (p= 0.002) and granulation (p=0.012) were more
frequent. But there were no differences between groups, using paired analyses. Thus, it is
not likely that there is a correlation between low power laser treatment and wound heal-
ing. Our findings using unpaired analyses can be justified by the findings using unpaired
analyses can be justified by the method of analyses.

Key words: wound healing, low level laser therapy.
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INTRODUCAO

As radiagoes do tipo laser de baixa poténcia, com
espectros de ondas eletromagnéticas situadas nas
faixas entre 690 a 940 nm, tornaram-se objeto de inu-
meras pesquisas cientificas, enfocando em especial,
a sua acao angiogénica, incremento da atividade fi-
broblastica e colagenogénese, beneficiando, portan-
to, a cicatrizacao'.

Os efeitos terapéuticos do laser sobre os diferen-
tes tecidos biologicos sao muito amplos, incluindo
efeitos trofico-regenerativos, antiinflamatérios e anal-
gésicos. Tais efeitos sao demonstrados em estudos
tanto in vitro como in vivo, destacando-se a prolife-
racao de células epiteliais e fibroblasticas, o aumento
da microcirculagao local, assim como o aumento na
sintese de colageno'??. Efeitos a distancia, fora do lo-
cal de aplicacao, também sao descritos quando utili-
zada a terapia"*®,

Apesar da maioria dos estudos demonstrar que a
utilizacao do laser de baixa poténcia € positiva para
o processo de cicatrizacdo de tecidos moles'??, in-
cluindo aspectos histologicos e biomecanicos como o
aumento de forca de tensao dos ferimentos®”, e para
a diminui¢ao dos sintomas dolorosos advindos de pro-
cedimentos clinicos e/ou cirtrgicos'*?, ha relatos na
literatura da auséncia destes beneficos®7#9.

Esses dados conflitantes resultam em duividas plau-
siveis sobre as variacoes nos métodos de tratamento
e limitacoes dos projetos experimentais’. Nao existem
parametros considerados ideais para obtencao dos be-
neficios na aplicagcao da terapia a laser, o que dificulta
a determinacao e compreensao de seus efeitos’.

Este estudo pretende avaliar a existéncia de be-
neficios da terapia a laser de baixa poténcia no pro-
cesso cicatricial de feridas na pele de ratos, sugerir o
nimero de aplicagcOes necessarias para potencializar
a cicatrizagao, assim como, avaliar um possivel efeito
a distancia do local de aplicacao da terapia.

METODOS

O presente estudo foi um experimento de labora-
tério com cobaias e grupo controle. Foram utilizados
20 animais para investigar a relacao entre terapia a
laser de baixa poténcia e o processo cicatricial de
incisoes cirdrgicas na pele de ratos, avaliando a forca
de ruptura e os achados histopatolégicos. Os animais
eram ratos, da ragca Wistar Albinus, todos fémeas,

com peso entre 122 a 200 gramas e aproximadamen-
te 100 dias de idade, selecionados casualmente entre
os existentes no biotério da Faculdade de Medicina
de Barbacena, em 2009..

Todos animais foram submetidos a quatro inci-
soes lineares no sentido longitudinal na pele (epi-
derme, derme e plano subcutaneo) do dorso, sendo
duas do lado esquerdo e duas do lado direito. Todas
as incisoes foram feitas sobre duas linhas paralelas
a coluna vertebral, sendo essas linhas dispostas a 1
cm da coluna em cada lado do animal. Sobre cada
linha foram feitas duas incisoes medindo cada uma 3
cm, dispostas no sentido cranio-caudal e separadas
entre si por 2 cm de pele integra. (Figura 1). Todas as
incisoes, apos abertas, foram suturadas por 3 pontos
simples com fio de nylon 5/0.

Lado Esquerdo Lado Direita

El - incisao cranial esquerda
E2 - incisao caudal esquerda
D1 - incisao cranial direita
D2 - incisao caudal direita

Figura 1 - Representacao gréafica das incisdes cirargi-
cas no dorso do rato.

Para realizacao do estudo, os ratos foram igualmen-
te divididos em 4 grupos: Grupol (Gl), Grupo2 (G2),
Grupo3 (G3) e Grupo Controle (GC). No Gl, os animais
foram submetidos a aplicacao do laser no pés-opera-
torio imediato e nao mais receberam tratamento até o
fim do experimento. No G2, os animais receberam a
aplicacao do laser também no po6s-operatério imediato
e apos 24 horas de p6s-operatorio. Ja no G3, os animais
foram tratados como os do G2 além de uma aplicagao
de laser ap6s a 48% hora de pos-operatorio, totalizando
3 aplicacoes e os ratos do GC foram submetidos exclusi-
vamente as incisoes da pele, nao recebendo nenhuma
aplicacao de laser em nenhum dos ferimentos.
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A terapia a laser foi realizada somente nas feridas
cirtrgicas do lado esquerdo, cranial e caudal, nos ani-
mais dos trés grupos de tratamento (G1, G2 e G3). To-
dos os animais receberam em cada aplicacao a mesma
dosagem variando apenas o nimero de aplicagoes.

Foi utilizado aparelho de laser de diodo de bai-
xa poténcia, AsAlGa (Three Light Plus da empresa
Clean Line, registro 80210180006 — ANVISA), com a
seguinte modulagao: laser de emissao infravermelho
continua; comprimento de onda de 795 nm; poténcia
120 mW, e dose de 4 J/cm?, sendo essa modulagao
sugerida pela literatura cientifica>**"12_ O tempo de
aplicacao é programado pelo proprio aparelho a par-
tir da modulacao estabelecida pelo operador. Duran-
te a aplicagao do laser foi colocado um dispositivo
de isolamento sobre as feridas nao irradiadas com a
intencao de que a aplicagcao fosse exclusiva a uma
Unica incisao. Tal dispositivo foi constituido por um
material impermeavel a luz no espectro visivel.

A aplicacao do laser foi feita em todos os animais
dos grupos experimentais e em todas as ocasioes pro-
postas anteriormente. As feridas tratadas foram dividi-
das em 5 pontos imaginarios de 6 mm cada. Cada um
desses pontos recebeu a terapia a laser de forma pon-
tual por 33 segundos/ponto, de tal forma que, o tempo
de tratamento de cada ferida foi de 165 segundos, com-
preendendo toda sua extensao de forma homogénea.

Os animais foram mortos no quarto dia de pos-
-operatério com doses toxicas de cetamina a 10%
por via intraperitonial, sucedendo-se a retirada de
fragmentos de pele do dorso e posterior realizagcao
do teste de forca de ruptura e estudo histopatolégico
das incisoes. Nesse processo, inicialmente foi aplica-
da dose analgésica e posteriormente dose letal para
coleta de fragmentos da pele por bidpsia excisional.

As duas incisoes craniais de ambos os lados fo-
ram utilizadas para teste de forca de ruptura e as cau-
dais para testes histopatologicos. As incisoes craniais
foram biopsiadas com margens de 3,0 cm (compri-
mento) x 2,0 cm (largura) x 0,3 cm (profundidade)
para avaliagao da for¢a de ruptura. Para esta analise
foi utilizado um aparelho idealizado e construido pe-
los pesquisadores, baseado em um instrumento pro-
duzido e utilizado em trabalho prévio®. A aparelha-
gem (figura 2) é composta por uma base de madeira
que contém uma extremidade fixa e uma mével, sen-
do que ambas possuem uma pinga do tipo De Martel
que fixa as bordas do tecido excisionado. Acoplado
a pinga movel, através de uma roldana, existe uma
bolsa coletora de liquidos, e a medida que essa € pre-
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enchida por dgua acaba por provocar o afastamento
das extremidades do fragmento gerando tensao e
conseqliente ruptura da incisao cirdrgica cicatriza-
da. A partir dai, o volume do liquido que provocou
a ruptura é mensurado em gramas, obtendo assim, o
peso correspondente a forca de adesao.

Figura 2 - Aparelhagem de afericao da forca de ruptura.
Vista panoramica (A ); vista lateral (B); e
vista superior (C) da aparelhagem.

A andlise histopatologica foi feita em fragmentos
retirados das incisoes caudais que também sofreram
bidpsias excisionais da mesma forma das incisoes cra-
niais, no mesmo momento. As amostras foram coloca-
das em formalina tamponada a 10% e identificadas. O
material retirado foi processado, incluido em parafina,
realizados cortes de 4 um de espessura e corados com
hematoxilina-eosina e tricromico de Gomori, para pos-
terior andlise a microscopia Optica de luz (MO). Esses
fragmentos biopsiados foram avaliados pelos autores da
pesquisa em uma andlise subjetiva e comparativa em
relacdo a um escore de cruzes adaptado™. Para andlise
e comparacao histopatolégica foram avaliados a epite-
lizagao, a reacao inflamatéria, a existéncia de tecido de
granulacao e de fibrose, como descrito na tabela 1.

A anélise dos dados foi realizada em micro-
computadores com recursos de processamento es-
tatistico no software STATA 9.2. Foram construidas
distribuicoes de freqiiéncia e calculadas as médias
e desvios padroes para cada variavel. O efeito do tra-
tamento foi testado em tabela de contingéncia tipo
RxC e em tabelas de ANOVA ONE WAY. A afericao
do significado estatistico das comparagoes foi rea-
lizada através do Teste de Quiquadrado no caso de
comparacgao de percentagens, ou do Teste de Fisher
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para tabelas de ANOVA no caso de comparacao de
médias. O Teste de Kruskal Wallis foi utilizado na
comparagao de grupos que nao puderam ser com-
parados com o Teste de Fisher.

Tabela 1 - Escore para analise histopatoldgica

Epitelizagao

Presenca de espessa crosta fibrinoleucocitaria
sobre a ferida a MO no aumento de 10x; delgada
epitelizacdo com a presenca de apenas uma
camada (camada basal) 8 MO no aumento de 40x

Presenca de delgada crosta fibrinoleucocitéria
sobre a ferida a MO no aumento de 10x; espessa

++ epitelizacdo com a presenca de mais de uma
camada na epiderme com pouca organizacdo das
mesmas a MO no aumento de 40x

Rara presenca de crosta fibrinoleucocitéaria sobre
a ferida @ MO no aumento de 10x; epitelizagdo

+++ ;
completa com epiderme espessa e camadas
organizadas a MO no aumento de 40x.
Reacao
Inflamatoria
Acentuada, quando existiu infiltragdo de células
+ inflamatérias visivel ao pequeno aumento do MO

(10x)

Discreta, quando foi preciso aumentos maiores
++ que o aumento de 10x no MO para identificagdo da
infiltracdo de células inflamatorias

Tecido de
Granulacao

Quando se observou a presenca de neovasos a
+ MO no aumento de 10x e contados até 7 vasos por
campo no aumento de 40x

Quando se observou a presenca de neovasos a
++ MO no aumento de 10x e contados mais de 7 vasos
por campo no aumento de 40x

Fibrose

Ausente, quando ndo foram observados depdsitos de fibras
colagenas nos varios aumentos do MO

Presentes, quando foram observados depésitos de fibras

++ . .
colagenas nos vérios aumentos do MO

Foram feitas dois tipos de anélises, nao pareada
e pareada. A andlise nao pareada foi realizada com a
comparacgao das freqiiéncias e das médias das medi-
das originais feitas nos ferimentos sem qualquer modi-
ficacao. A andlise pareada foi realizada com as diferen-
cas das medidas feitas nos ferimentos do lado direito e
esquerdo de cada animal. Na avaliacao da epitelizacao,
reacao inflamatoria, granulacao e fibrose, cada animal
foi caracterizado como portador de variagao positiva
do resultado de um ferimento quando comparado com
o outro e portador de variagao negativa quando ambos
os ferimentos apresentaram o mesmo resultado da ava-
liacao histopatologica. O grau de significancia estatisti-
ca adotado na anélise foi de 5 %.

Os animais foram identificados por nimeros de
1 a 5 em cada grupo, alocados em gaiolas contendo
5 animais e mantidos em armaérios climatizados. Os
animais receberam alimentagcao a base de ragao e
agua, sem restricoes.

Todos os procedimentos com os animais foram
registrados e procurou-se diminuir o tempo de ma-
nipulacao das lesoes. Pretendeu-se ainda induzir a
inconsciéncia nos animais, o mais rapido possivel,
para o momento da morte, objetivando-se assim re-
duzir o sofrimento dos mesmos.

O presente estudo seguiu as normas de pesquisa
em animais e os principios éticos na experimenta-
¢ao, definidos pelo Colégio Brasileiro de Experimen-
tacao Animal (COBEA), como também as resolugoes
sobre pesquisa animal definidas pela convencao de
Helsinki (1995) e sua revisao na Escécia 2000. Seguiu
também as resolugoes 196/96 e 251/97 do Conselho
Nacional de Satde (CNS). A proposta do presente es-
tudo foi aprovada pelo Comité de Etica e Pesquisa
(CEP) da UNIPAC através do protocolo 367/8, aprova-
do em dezembro de 2008.

RESULTADOS

Relatam-se os resultados de um experimento de
laboratorio com ratos e grupo controle, realizado
para investigar a relacao entre terapia a laser de bai-
xa poténcia e o processo cicatricial de incisoes cirtr-
gicas na pele de ratos, avaliando a for¢a de ruptura e
os achados histopatologicos.

No texto e tabelas abaixo, El, representa a cicatriz
cranial do lado esquerdo e E2, representa a cicatriz
caudal também do lado esquerdo sendo que ambas
receberam terapia a laser. A cicatriz do lado direito cra-
nial foi representada por D1 e a cicatriz caudal também
do lado direito foi representada por D2, lembrando que
ambas nao receberam terapia a laser (Figura 1).

Durante o procedimento cirtrgico nao foi observa-
da nenhuma intercorréncia que prejudicasse o proces-
so cicatricial por primeira inten¢ao, como a presencga de
sangramento ativo importante e a presenca de deiscén-
cias nas suturas. Ja no pés-operatério foram documen-
tadas perdas de pontos cirtirgicos de algumas suturas
e consequente presenca de deiscéncias nas seguintes
feridas: D1 do rato 2 e D2 do rato 5, ambos do G2; feridas
D2 dos ratos 2 e 4 e D1 do rato 5, todos do G3; e feridas
D2 dos ratos 2 e 5, pertencentes ao GC. Nao foram obser-
vados sinais de seroma, hematoma e infeccao.
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O melhor detalhamento das caracteristicas dos  tabela é também apresentado o valor de p encon-
animais é apresentado na tabela 2, onde sao apre-  trado no Teste Exato de Fisher aplicado na afericao
sentadas as distribuicoes de freqiiéncia das carac-  do significado estatistico das diferencas entre os
teristicas dos animais presentes em cada grupo do percentuais.
estudo, representadas pelo peso, for¢ca de ruptura Na tabela 3 sao apresentadas as distribui¢oes de
das cicatrizes e resultados do exame histopatologi-  freqliéncia das diferencas observadas entre as me-
co dos ferimentos, discriminados pelos grupos. Na  didas realizadas nas cicatrizes do lado esquerdo e

Tabela 2 - Distribuicao de freqiiéncia das caracteristicas dos ratos e resultados das medidas efetuadas no
experimento, discriminadas pelos grupos de animais tratados e controle.

N % N % N % N %
120-180 1 20,0 4 80,0 3 60,0 2 40,0 0,459
181-200 4 80,0 1 20,0 2 40,0 3 60,0
1,3-3,6 1 20,0 4 80,0 2 40,0 4 80,0 0,226
3,6-6,4 4 80,0 1 20,0 3 60,0 1 20,0
0,99-3,7 2 40,0 1 20,0 3 60,0 4 80,0 0,459
3,71-8,4 3 60,0 4 80,0 2 40,0 1 20,0

+ 1 20,0 0 00,0 0 00,0 4 80,0 0,002
++ 4 80,0 4 80,0 1 20,0 1 20,0
e+ 0 00,0 1 20,0 4 80,0 0 00,0

+ 3 60,0 2 40,0 1 20,0 3 60,0 0,805
++ 2 40,0 3 60,0 3 60,0 2 40,0
4 0 00,0 0 00,0 1 20,0 0 00,0

+ 5 100,0 5 100,0 5 100 5 100,0 --
++ 0 00,0 0 00,0 0 00,0 0 00,0

+ 5 100,0 5 100,0 5 100,0 5 100,0 --
++ 0 00,0 0 00,0 0 00,0 0 00,0

+ 4 80,0 3 60,0 0 00,0 5 100,0 0,012
i 1 20,0 2 40,0 5 100,0 0 00,0

+ 5 100,0 4 80,0 2 40,0 5 100,0 0,128
++ 0 00,0 1 20,0 3 60,0 0 00,0

+ 5 100,0 5 100,0 5 100,0 5 100,0 --
++ 0 00,0 0 00,0 0 00,0 0 00,0

+ 5 100,0 5 100,0 5 100,0 5 100,0 --
++ 0 00,0 0 00,0 0 00,0 0 00,0
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direito de cada animal, em cada um dos grupos. Sao
apresentados também os resultados do Teste Exato
de Fisher (p), aplicados na comparacao dos percen-
tuais exibidos na tabela.

Na tabela 4 sao apresentadas as médias e des-
vios-padroes do peso dos animais e da for¢a de rup-
tura mensurada nas cicatrizes nos diferentes grupos.
Sao apresentados também os resultados do Teste
Exato de Fisher (F), para as tabelas de ANOVA, e
Kruskal-Wallis (Kw), com os respectivos valores de
p correspondentes.

Tabela 4: Médias e desvios padroes do pesos, for-
cas de ruptura e diferencas da for¢cas de ruptura regis-

DISCUSSAQ

A aplicacdo do laser na area médica teve um
crescimento significativo nas ultimas décadas, sendo
utilizada para fins cirtrgicos e terapéuticos. Dentre
as inimeras descobertas notdveis em todas as areas
de crescimento, o laser tem ocupado posicao de des-
taque'®. A terapia a laser de baixa poténcia é método
aceito pela Food and Drug Administration (FDA) como
tratamento clinico eficaz na cicatrizacdo de tecidos™'®.

O comprimento de onda do laser que determina
sua utilizacao para fins terapéuticos e que o caracte-
riza como sendo de baixa poténcia esta localizado

tradas para os animais dos 4 grupos do experimento.

Tabela 3 - Distribuicao de freqiiéncia das diferencas da forca de ruptura, da epitelizacao e da granulacao
obtidas das cicatrizes do lado esquerdo e direito de cada animal por grupo e indicativos de variacdo positiva
ou negativa dos elementos encontrados nas duas cicatrizes na pesquisa de forca de ruptura, epitelizacao e
granulacao dos animais dos 4 grupos experimentais.

Caracteristica Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo C p
N % N % N % N %

Forca de ruptura (Newtons)

0-30 2 40,0 2 40,0 3 60,0 3 60,0 1,000

40-0(-) 3 60,0 3 60,0 2 40,0 2 40,0

Epitelizagao

Positivo 2 40,0 3 60,0 3 60,0 1 20,0 0,762

Negativo 3 60,0 2 40,0 2 40,0 4 80,0

Granulagdo

Positivo 1 20,0 1 20,0 2 40,0 0 0,0 0,871

Negativo 4 80,0 4 80,0 3 60,0 5 100,0

Tabela 4 - Médias e desvios padrdes do pesos, forcas de ruptura e diferencas da forcas de ruptura registra-
das para os animais dos 4 grupos do experimento.

Caracteristica Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo C F/Kw p
Peso (g)

Média 184,4 169,6 179,6 169,2 5,49 0,139
Desvio padrédo 6,6 10,7 14,9 29,0

Forga de ruptura das feridas tratadas e grupo controle - E1 - (Newtons)

Média 4,9 3,0 4,3 31 3,50 0,040
Desvio padrao 11 1,3 1,2 0,6

Forga de ruptura das feridas nao tratadas e grupo controle - D2 - (Newtons)

Média 5,6 3,9 3,8 3,2 1,95 0,163
Média 2,2 1,8 11 0,7

Diferenca da forca de ruptura

Média -0,6 -0,9 -0,4 -01 0,64 0,600
Desvio padrao 1,9 1,8 1,9 0,4
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entre 600 e 1000 nm'. Nesta faixa obtém-se um poder
de penetracao em torno de 1,4 mm o que justifica seu
uso em diferentes tecidos para o reparo cicatricial,
incluindo o tecido cutaneo, onde se observa um nu-
mero expressivo de pesquisas'.

O laser de baixa poténcia com densidade de ener-
gia na faixa de 3 a 6 J/ cm? é considerado adequado
por possuir melhores efeitos cicatrizantes, reparativos
e regenerativos em diversos tecidos, tanto em huma-
nos quanto em animais"?*'"*!""12, Valores inferiores ou
superiores de dosagem ao intervalo citado anterior-
mente, nao demonstraram resultados satisfatérios,
sendo que doses mais altas demonstraram inibicao
da biomodulagao celular e doses mais baixas nao
demonstraram acao efetiva no processo cicatricial'®.

Considerando tais aspectos, foi definido para o
estudo pela utilizacao de um aparelho laser diodo de
baixa poténcia com fonte de emissao AsAlGa com a
seguinte modulacgao: laser de emissao infravermelho
continua; comprimento de onda de 795 nm; poténcia
120 mW, e dose de 4 J/cm2

Em relacao a freqiiéncia de aplicacao do laser
existem variagoes*' 21718 Varios esquemas posol6-
gicos ja foram testados, como por exemplo; 3 apli-
cacoes, sendo essas realizadas no pos operatério
imediato, 24 horas e 7 dias ap6s'’; aplicacoes diarias
por 3 dias consecutivos'’; e apenas uma unica apli-
cacao’?® Essas entre outras pesquisas sugerem
que apenas uma aplicacao nao seria suficiente para
alcancar algum efeito celular benéfico, e que um
maior ndmero de aplicagoes € necessario para atin-
gir tal beneficio*®11121718,

A terapia a laser de baixa poténcia possui efeitos
fisiol6gicos que sao divididos em primarios (diretos),
secundarios (indiretos) e terapéuticos. Entre os efeitos
primarios merecem destaque os bioquimicos (libera-
cao de histamina, serotonina e bradicinina, produgao
de ATP, inibicao de prostaglandinas e lise de fibrina),
bioelétrico (potencializacao da bomba de s6dio/po-
tassio) e bioenergéticos (normalizacao do contingen-
te energético e fisico de cada individuo). Dentre os se-
cundarios enfatizam-se o estimulo a microcirculagao
com conseqliente fluxo sanguineo aumentado, e o
estimulo ao trofismo celular, aumentando a velocida-
de de cicatrizagao e otimizando o trofismo tecidual.
Como efeitos terapéuticos sao sugeridos o analgésico,
antiinflamatoério, antiedematoso e cicatriciall.

Dentre os efeitos terapéuticos propostos pelo la-
ser, a cicatrizacao tem uma posicao de destaque, su-
gerindo-se que seus efeitos devam-se ao incremento
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a producao de ATP, que proporcionaria um aumento
da atividade mitética e a sintese protéica, tendo como
conseqliéncia o aumento da regeneracao tecidual no
processo de reparacao; o estimulo a microcirculagao
e a formacao de novos vasos a partir dos preexisten-
tes, sendo que estes aumentariam o aporte nutricio-
nal e a velocidade mitética; e por fim a estimulagcao
da matriz colagenosa'.

Entretanto, ha relatos da auséncia de beneficios
no processo cicatricial mediante o tratamento com
o laser de baixa poténcia®®. Em estudo de revisao
de literatura sobre os efeitos do laser de baixa po-
téncia no processo de cicatrizagao, ha relatos que
houve uma discordancia em relagao aos resultados
obtidos com o uso da terapia®’. Esses dados con-
flitantes resultam em dividas plausiveis quanto as
variagcoes nos fatores de tratamento e limitagcoes em
projetos experimentais’.

Os beneficios da terapia a laser no processo cica-
tricial baseiam-se em sua maioria em experimentos
que utilizam comparacoes entre feridas de grupos
experimentais com o grupo controle'?31%1112 Hg pou-
cos relatos de estudos com comparagao pareada, em
que a lesao tratada e a nao tratada (lesao controle)
encontram-se no mesmo animal, o que reduziria as
influéncias individuais dos animais, caso estas sejam
relevantes no processo cicatricial®.

No presente estudo ao analisar a freqtiéncia dos
pesos dos animais nos quatro grupos, observa-se que
nao houve diferencas significativas entre eles, ou seja,
estas medidas sao comparaveis, de forma que o peso
nao deve interferir com os resultados do experimento.
Essa caracteristica dos animais pode ter sido elimina-
da durante a alocagao aleatéria dos ratos em seus res-
pectivos grupos, nao sendo encontrado na literatura
cientifica referéncias que relacionam a influéncia do
peso e processo cicatricial com a terapia a laser.

Na comparacao, entre os grupos, da freqliiéncia
da forca de ruptura das feridas a esquerda, tratadas
com laser nos grupos 1, 2 e 3 e nao tratadas no gru-
po controle, constatou-se que a maior freqiiéncia dos
maiores valores de for¢a de ruptura foram obtidos no
grupo 1, os menores valores foram encontrados nos
grupos 2 e grupo controle e valores intermediarios
foram observados no grupo 3. A diferenca entre os
quatro grupos nao € significativa (p = 0,226). No en-
tanto, ao se comparar as médias da for¢ca de ruptura
das feridas tratadas e do grupo controle, observa-se
que o grupo 1 apresenta o maior valor, tendo diferen-
ca significativa (p = 0,040). Esse resultado sugere que
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o menor nimero de aplicagcoes promove aumento na
forca de ruptura das feridas quando analisadas no 4°
dia de p6s-operatorio.

As freqiiéncias da forca de ruptura dos quatro
grupos de ratos para as feridas a direita, nao trata-
das com terapia a Laser em todos os grupos, quando
comparadas, nao foi possivel detectar diferenca sig-
nificativa (p = 0,459), sendo que o grupo que apre-
sentou a maior freqiiéncia dos maiores valores foi o
grupo 2 e maior freqiiéncia dos menores valores foi
o grupo controle. Na comparagao das médias das
forcas de ruptura também dos ferimentos a direita,
nota-se que a maior média foi evidenciada no grupo
1 e a menor média no grupo controle. Essa compara-
¢ao nao apresenta diferenca significativa (p = 0,163).
Esses resultados sugerem nao haver efeito a distancia
do local de aplicacao do Laser, concordando com o
resultado obtido na comparagao das feridas do lado
esquerdo e reforcando a idéia de que existe uma apa-
rente associagcao entre a terapia a laser puntual e a
forca de ruptura.

Ha& incremento da forca de ruptura apos utilizar
terapia a laser de baixa poténcia na densidade de 2
ou 4J/cm?, quando analisa-se feridas da pele de ratos
no 7° dia de pés-operatério®, concordando com os
achados acima descritos. Entretando, nao foi encon-
trado diferenca na forca de ruptura de fragmentos de
pele entre ratos irradiados e nao irradiados quando
utilizada terapia a laser de baixa poténcia®. Vale res-
saltar que estes trabalhos basearam-se em compara-
¢oes nao pareadas.

A fim de se obter um adequado efeito local, re-
comenda-se que durante a irradiagao a caneta do
aparelho deva ser posicionada a um angulo de 90°
e estar em contato direto com o sitio da lesao, dimi-
nuindo assim, o indice de dispersao das ondas ele-
tromagnéticas'. No entanto, ha evidéncias da possibi-
lidade de surgirem efeitos a distancia, parecendo nao
haver a necessidade de irradiagao direta da lesao ou
tecido alvo para conseguir-se a agao terapeutica do
laser de baixa poténcia®.

Na analise pareada, a comparagao das freqliéncias
das diferencas da for¢a de ruptura registradas dos feri-
mentos produzidos no mesmo animal, feridas tratadas
com Laser e nao tratadas nos grupos 1, 2, 3 e controle,
nao constatou diferenca estatisticamente significativa
entre os 4 grupos de animais (p = 1,000). Esse achado
sugere , contrariamente a comparag¢ao nao pareada,
nao haver relagcao entre a terapia a laser e o aumento
da forca de ruptura nas feridas. Esta hipotese € refor-

cada quando se analisa a média das diferencas das
forcas de ruptura registradas para os animais dos 4
grupos do experimento, ao observar que a mesma nao
foi estatisticamente significativa (p = 0,600).

Na literatura cientifica nao foi possivel encontrar
estudos que realizam analises pareadas comparando
terapia a laser e forca de ruptura no 4° dia de pos-
-operatorio. Entretanto, em estudo pareado, foi en-
contrado ao final de 21 dias, aumento significativo da
forca de ruptura entre feridas tratadas com laser em
relacao a feridas nao tratadas, em um experimento
que avaliou a influéncia da terapia a laser de baixa
poténcia na cicatrizagao de ferimentos cirirgicos em
ratos diabéticos?.

O confronto dos resultados obtidos com os dife-
rentes métodos de comparagao sugere ser improva-
vel existir relacao entre a forca de ruptura e a cica-
trizacao, e que, a associacao encontrada na analise
nao pareada é apenas aparente, sendo justificada
mais pelo método de avaliacao do que uma real as-
sociacao fisica-biologica entre a terapia a laser e a
cicatrizagao.

O método utilizado para andlise da forca de rup-
tura mostrou-se apropriado e eficaz, uma vez que mi-
nimizou possiveis bias de afericao, apesar de ser um
instrumento artesanal e inédito criado pelos proprios
pesquisadores.

Na analise dos resultados a comparacao da fre-
qliéncia dos quatro grupos de ratos segundo a epi-
telizacao das feridas a esquerda, tratadas com laser
nos grupos 1, 2 e 3 e nao tratadas no grupo con-
trole, observou-se que o grupo com maior nimero
de aplicacoes da terapia a laser, grupo 3, € o que
apresenta indices de epitelizacao mais intensa com
maior freqiiéncia, enquanto que no grupo controle
observou-se uma maior freqiiéncia de epitelizacao
com menor intensidade. Indices intermediarios de
epitelizacao foram notados nos grupos que recebe-
ram uma ou duas aplicagoes. A diferenca entre os 4
grupos € significativa (p = 0,002), sugerindo aparen-
temente que um maior nimero de aplicacoes de te-
rapia a laser pode estimular uma maior intensidade
de epitelizacao.

Na comparacao das freqiiéncias de intensidade
de epitelizagao nos ferimentos a direita, nao trata-
dos com terapia a laser, apresentados pelos grupos
do experimento, nao foi possivel detectar diferenca
significativa (p = 0,805) entre eles, apesar das feridas
a direita do grupo controle apresentarem mais fre-
qlientemente menor indice de epitelizacao, em com-
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paragao com 0s grupos que receberam duas ou trés
aplicacgoes na ferida contralateral. Essa andlise suge-
re nao haver efeito a distancia do local de aplicagao
do laser. Esse resultado concorda com o resultado
obtido na comparacao das feridas do lado esquerdo
e reforca a idéia de que existe uma aparente associa-
cao entre a laserterapia puntual e a epitelizacao.

Observou-se aumento da migracao epitelial no 19,
3° e 7° dias de pos-operatério em trabalho que utili-
zou terapia a laser de baixa poténcia na dosagem de
4J/cm? em feridas cirtirgicas na pele de ratos*, assim
como foi encontrada melhora da epitelizacao da fe-
rida no 7° dia de pds-operatério ao utilizar laser de
baixa poténcia, com 2 ou 4J/cm? de densidade®. O
oposto foi visto quando utilizou-se terapia a laser de
baixa poténcia com diferentes poténcias, 3,8 J/cm?,
4,0 J/cm? e 8,0 J/cm?, para o tratamento de feridas
cirdrgicas no dorso de ratos, ndo constatando-se di-
ferencas no processo de epitelizacao quando compa-
radas com os grupos controles que nao receberam
tratamento com laser'.

Mas deve ser notado que essa associacao se ba-
seia em comparagao nao pareada que nao leva conta
a possibilidade de se instituir dois tipos de tratamen-
tos, irradiacao e nao irradiacao, em dois ferimentos
produzidos no mesmo animal.

Na comparacao da freqiiéncia dos quatro gru-
pos de ratos segundo a reacao inflamatoria das feri-
das a esquerda, tratadas com laser nos grupos 1, 2
e 3 e nao tratadas no grupo controle, e das feridas
a direita, que nao receberam terapia a laser em to-
dos dos grupos, notou-se que o indice de infiltrado
inflamatério permaneceu idéntico para todas as fe-
ridas independentemente do grupo a que pertencia
o rato. As diferencas observadas nao foram signifi-
cativas estatisticamente. A metodologia utilizada
para quantificar as caracteristicas histolégicas da
reacao inflamatéria parece nao ter sido eficiente
para a distincao dos graus de infiltrado inflamatério
dos grupos.

Ha relatos da utilizagcao da terapia a laser de bai-
xa poténcia em feridas cutaneas no dorso de ratos,
constatando-se menor quantidade de células infla-
matérias nos grupos que receberam o tratamento
quando comparados com os grupos controles que
nao receberam?-#2, Contrariamente, em experimen-
to que usou terapia a laser de baixa poténcia, tam-
bém para o tratamento de feridas no dorso de ratos,
foi detectado aumento das células inflamatérias nos
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grupos irradiados quanto comparados com o grupo
controle que nao recebeu qualquer tratamento'.

Na comparacgao da freqiiéncia dos 4 grupos de
ratos segundo a granulagao nas feridas a esquerda
tratadas com laser nos grupos 1, 2 e 3 e ndo tratadas
no grupo controle, observa-se que o indice de for-
magao do tecido de granulagao mais intenso ocor-
reu com maior freqiiéncia, em todos os animais do
grupo que recebeu maior nimero de aplicagoes e
0 grupo que obteve a maior freqiiéncia da menor
intensidade de granulacao foi o grupo controle. Os
grupos de animais que receberam uma ou duas
aplicagoOes apresentaram freqiiéncias variadas em
relacao aos indices de granulacao, com freqiién-
cias inferiores ao grupo com maior nimero de apli-
cacoes. Essa comparacao apresenta diferenca es-
tatistica (p = 0,012), sugerindo aqui também, que o
maior nimero de aplicagoes da terapia a laser seja
aparentemente benéfico no incremento do proces-
so de granulacao.

Para a granulacao das feridas a direita, que nao
receberam terapia a laser em todos dos grupos, a
comparacao das freqiiéncias entre os quatro grupos
nao demonstrou diferencas significativas estatistica-
mente (p = 0,128), sugerindo nao haver efeito a dis-
tancia do local da aplicagao. Os dados reforcam a
idéia de que existe uma aparente associacao entre a
laserterapia puntual e a granulacao, mas esses resul-
tados sao obtidos também na comparag¢ao nao pare-
ada dos quatro grupos de animais.

A maturidade e a proliferacao vascular do tecido
de granulacao foi evidenciada em maior intensidade
nas feridas cirirgicas da pele de ratos tratados com
terapia a laser de baixa poténcia em relagcao as feri-
das cirtrgicas nao tratadas, em trabalhos que utiliza-
ram metodologias de aplicacao do laser semelhantes
ao realizado no estudo com bidpsias variando entre
o 3° e 10° dia pos-operatorio para a analise histopa-
tological12?22 Entretanto, foi relatado auséncia de
beneficios da terapia a laser de baixa poténcia em
relacao a proliferacao vascular no tecido de granula-
¢ao nas analises histopatoldgicas realizadas do 2° ao
10° dia de pos-operatério®.

Vale lembrar que a associacao da granulacao
com a terapia a laser de baixa poténcia até o presen-
te momento foi realizada considerando-se apenas a
analise nao pareada dos resultados.

Ao se comparar a freqiiéncia da fibrose nos qua-
tro grupos de ratos, tanto nas feridas a esquerda, tra-
tadas com laser nos grupos 1, 2 e 3 e nao tratadas no
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grupo controle, quanto nas feridas a direita, que nao
receberam nenhuma aplicacao da terapia a laser em
todos os grupos, viu-se que o indice de fibrose per-
maneceu idéntico para todas as feridas, independen-
temente do grupo a que pertencia o rato, posto que,
nao houve diferencgas significativas estatisticamente
entre eles. A metodologia utilizada para quantificar
as caracteristicas histopatologicas da fibrose parece
nao ter sido eficiente para a distincao dos graus da
mesma nos quatro grupos.

O reparo tecidual induzido pelo laser de baixa
poténcia em incisoes cirtrgicas em ratos no 7° dia
de poés-operatoério demonstrou aumento dos deposi-
tos de fibras coldgenas nos reparos cicatriciais sub-
metidos ao tratamento em comparacao com o grupo
controle??2. Contudo nao foi detectado aumento de
fibras colagenas em ferimentos no dorso de ratos sub-
metidos a terapia a laser de baixa poténcia entre o
3° e o 7° dias de p6s-operatério quando comparados
com animais nao tratados'?.

Ja a comparacao pareada da epitelizagao entre os
ferimentos produzidos no mesmo animal, feridas trata-
das com laser e nao tratadas nos grupos 1, 2 e 3 e con-
trole, nao evidenciou qualquer diferenca estatistica-
mente significativa entre a freqiéncia de intensidade
de epitelizagao apresentada pelos 4 grupos de animais
(p = 0,761). Esse resultado sugere, contrariamente a
comparagao nao pareada, nao haver qualquer relacao
entre a terapia a laser e a epitelizacao. O mesmo re-
sultado se repete na comparacao da granulagcao dos
ferimentos quando se nota nao haver diferenca signifi-
cativa entre as feridas tratadas e as nao tratadas com
laser (p =0,762). Portanto, a analise pareada contraria
os resultados sugeridos pela analise nao pareada, tra-
zendo a idéia de que nao ha relagao entre a terapia a
laser e a granulacao, assim como visto na epitelizagao.

Houve dificuldade para a aquisicao de estudos
pareados que descrevem a influéncia da terapia a
laser de baixa poténcia em estudos experimentais
com animais por caréncia dos mesmos na literatura
cientifica atual, principalmente avaliando caracteris-
ticas histopatoldgicas inerentes a cicatrizagcao no 4°
dia de p6s-operatério aproximadamente. Entretanto,
Damante ao realizar terapia a laser de baixa potén-
cia com dosagem de 4J/cm? em tecido gengival apds
gengivoplastia para tratamento em humanos, obser-
vou, a partir de andlise pareada de bidpsias incisio-
nais do local no 7° dia de pdés-operatério, que nao
houve diferenca significativa quando analisadas, a
epitelizacao e granulagcao dos fragmentos tratados a

laser com os nao tratados. Ja Reddy?, também em
estudo pareado, investigou a influéncia do laser de
baixa poténcia na cicatrizagdo de feridas de ratos
diabéticos e constatou que, apds vinte e um dias
de pos-operatério, houve um aumento significativo
do ntumero de fibras colagenas nas feridas tratadas
quando essas eram comparadas com les6es nao tra-
tadas pertencentes ao mesmo animal.

CONCLUSAOQ

Os resultados demonstram que os efeitos benéficos
da terapia a laser no processo cicatricial nao foram
confirmados quando utilizado o modelo adequado de
analise estatistica para o experimento. A analise pare-
ada é, no caso, a mais apropriada porque possibilita
o controle de variagcoes individuais nas caracteristicas
da cicatrizacao, levando em conta apenas os efeitos do
tratamento a que os animais foram expostos, no caso
a terapia a laser. A existéncia do grupo controle ainda
permitiu uma comparac¢ao dos dois métodos de anali-
se, demonstrando com maior fidelidade os resultados,
nao sendo necessaria, portanto, a definicao de nime-
ro de aplicacao ou existéncia de efeitos a distancia.
As discordancias encontradas na literatura e a possivel
mitificacao em relacao aos efeitos benéficos da terapia
a laser no processo cicatricial podem ser justificadas
pela dificuldade de se encontrar estudos com compa-
racao pareada. Estes devem ser mais estimulados para
que as reais aplicagoes da terapia sejam elucidadas.
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