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Modulacao da proliferacao fibroblastica e da resposta
inflamatoria pela terapia a laser de baixa intensidade no
processo de reparo tecidual

Modulation of fibroblast proliferation and inflammatory
response by low-intensity laser therapy in tissue repair process
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Resumo: FUNDAMENTOS - Ao longo dos anos, diversos estudos tém sido realizados para compreender
o processo de reparo tecidual, bem como os possiveis efeitos da terapia a laser no processo de cica-
trizacao de feridas.

OBJETIVOS - Investigar o comportamento de feridas cutaneas provocadas na regido dorsal de ratos
Wistar (Rattus norvegicus), que foram submetidos ao tratamento com laser de baixa intensidade,
com 3,8 J/cm’ de dosagem, 15mW de poténcia e tempo de aplicagio de 15s.

MEtoDOS — Os animais (n = 12) foram divididos em dois grupos, um controle e outro tratado com
laser. Foram realizadas, no grupo tratado, trés aplicacoes (imediatamente apos o ato cirargico, 48
horas e sete dias ap6s a realizaciao das feridas cirdrgicas). Dez dias apds o ato cirirgico foram co-
lhidas amostras das lesbes de ambos os grupos para realizagao de estudo histopatoldgico e histo-
morfométrico.

Resurmapos - Foram evidenciados aumentos da neovascularizagio e da proliferacio fibroblastica, e
diminuicio da quantidade de infiltrado inflamatério nas lesoes cirdrgicas submetidas a terapia com laser.
CONCLUSAO - Os resultados em conjunto sugerem que a terapia a laser de baixa intensidade é um
método eficaz no processo de modulacao da reparagao tecidual, contribuindo significativamente
para a cicatrizacao tecidual mais rapida e organizada.

Palavras-chave: Cicatrizacao de feridas; Ratos; Terapia a laser de baixa intensidade

Abstract: BACKGROUND - Several studies have been performed to understand the tissue repair process
as well as the possible effects of laser therapy in wound bealing.

OpJECTIVES - 10 study the bebavior of skin wounds induced in the dorsal region of Wistar rats
(Rattus norvegicus), which were submitted to the low-intensity laser therapy at 3.8 J/cm’ dosage,
15mW potency, during 15 seconds.

MATERIAL AND METHODS - The animals (n=12) were divided into two groups - control and laser-treat-
ed. The latter comprised three applications (immediately after surgery, 48 hours and 7 days after
induction of surgical wounds). Ten days after surgery samples of the wounds were collected and
submitted to bistopathological and bistomorphometric studies.

Resurts - Neovascularization, fibroblast proliferation and reduced inflammatory infiltrate in sur-
gical wound submitted to laser therapy were demonstrated.

Concrusion - Taken together, the results suggest that low-intensity laser therapy is an effective
method to modulate tissue repair, thus significantly contributing to a faster and more organized
healing process.
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INTRODUCAO

O reparo tecidual é um estado dinimico que
compreende diferentes processos, entre eles, infla-
macao, proliferacio celular e sintese de elementos
que constituem a matriz extracelular, como colage-
no, elastina e fibras reticulares.' A sintese de coldge-
no é processo rapido e harmonico que tem seu ini-
cio com a lesao intersticial e se estende até o final da
fase de cicatrizacao, quando ocorre a remodelacao
dos tecidos.’

Os processos de cicatrizagao e reparo tecidual
ocorrem ap6s trauma ou doenga.” O reparo das feri-
das e sua reestruturac¢io constituem mecanismo com-
plexo, em que varios fatores contribuem para a cria-
cao de diversos tipos de cicatrizagio, como hipertro-
fia, atrofia ou normotrofia, da area lesionada. Esses
processos compreendem trés fases: inflamagao, gra-
nulacio e formacio de matriz extracelular.’
Normalmente no processo de cicatrizacao de feridas,
apos o inicio do estagio de granulagao, ha sutil predo-
minincia de macréfagos e aumento do nimero de
fibroblastos com sintese de nova matriz extracelular,
ocorrendo a remodelagio desses tecidos com a con-
tracao do tecido de granulacao. Na fase de formacao
da matriz, os fibroblastos produzem quantidades
abundantes de matriz extracelular. A sintese de cola-
geno ocorre no 21° dia posterior a lesao, e o retorno
da pele ao aspecto normal, no 26° dia.” Com a resolu-
cdo da ferida e estando ela envolvida por tecido de
granulacao, ocorre significativa diminui¢ao de macré-
fagos e fibroblastos, e a maturagao da cicatriz torna-se
relativamente acelular.’

O laser, amplificacao da luz por emissao estimu-
lada de radiacao, originou-se da abreviacao de Light
Amplification by Stimulated Emission of Radiation,
cuja teoria € do fisico Albert Einstein, que em seu arti-
go “Zur Quantum Theories der Strahlung”, de 1917,
expOs os principios fisicos da emissao estimulada
(fenébmeno laser), sendo este classificado como de
“alta poténcia” (com potencial destrutivo) e em “baixa
poténcia” (sem potencial destrutivo).” Essa terapia foi
utilizada primeiramente por Mester e colaboradores,
que usaram o laser de argbnio de 488 e 515nm.
Subseqiientemente foi introduzido o hélio-neon
(HeNe), laser que emite luz vermelha com compri-
mento de onda de 632.8nm, agora usualmente substi-
tuido por um aparelho de pre¢co mais reduzido, mais
potente, o laser de diodo, com comprimento de onda
de 660-950nm.® Os tratamentos experimentais em
pacientes iniciaram-se na década de 1970 ap6s relatos
de resultados positivos da irradiacao com a terapia a
laser de baixa intensidade (TLBI) em culturas de célu-
las e em experimentos animais. Estudos realizados
foram insuficientes para confirmar os efeitos benéfi-
cos da TLBL.>" Efeitos positivos surgiram," mas falha-
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ram devido ao grande numero de intervencoes € a
insatisfatoria qualidade da metodologia.

Diversos estudos tém sido realizados para com-
preender o processo de cicatrizacao de feridas, objeti-
vando esclarecer os diferentes aspectos do tecido de
granulacao, da epitelizacio e da neoformacgao teci-
dual, bem como os possiveis efeitos da TLBI no pro-
cesso de reparo tecidual. Mediante a analise histopa-
tologica e histomorfométrica, este trabalho pretende
avaliar o comportamento clinico-biolégico de feridas
cutineas provocadas na regiao dorsal de ratos Wistar
(Rattus norvegicus), que foram submetidos a TLBI.
Particularmente, foram analisados os efeitos da TLBI
sobre a angiogénese, a proliferacao fibroblastica e o
infiltrado inflamatério.

MATERIAIS E METODOS
Animais

Foram utilizados 12 ratos Wistar (Rattus norve-
gicus), machos, entre seis e oito semanas de idade e
peso variando de 160 a 220 gramas, provenientes do
Biotério do Centro de Biologia da Reprodug¢io (CBR)
da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJE/MG). O
alojamento dos ratos, no CBR-UFJF, é provido de amp-
los basculantes telados e de dois exaustores, além de
aquecedores de meio ambiente. A temperatura é man-
tida ao redor de 22°C, pela ventilagio natural no
verao, e no inverno, com ajuda de aquecedores. A ilu-
minacao é mista — luz natural e lampadas fluorescen-
tes controladas automaticamente para acenderem as
6h e apagarem as 18h. Os animais foram mantidos em
gaiolas individuais de polipropileno, providas de
camas de maravalhas selecionadas, mamadeira para
agua e cocho para ragiao do tipo peletizada, em condi-
coes de manutengio de acordo com os critérios do
Colégio Brasileiro de Experimenta¢cao Animal, e sub-
metidos a avaliacbes macroscépicas didrias para
observacao de sinais que evidenciassem infeccao
secundaria.

Os animais foram divididos aleatoriamente em
dois grupos, um (I) submetido a realizacao de feridas
cutineas cirdrgicas (n=6), e outro (I), a realizagao de
feridas cutaneas cirdrgicas e a terapia a laser de baixa
intensidade (n=0).

No protocolo de tratamento utilizado para este
estudo o grupo I foi mantido como controle, e no
grupo 1I foi realizado tratamento com laser, sendo o
experimento executado por periodo de 10 dias.

Modelo experimental

A regiao dorsal dos animais foi depilada apo6s
anestesia com Ketamine (100ml/kg) + Xylazine
(10mg/kg) via intraperitonial, e, com auxilio de um
punch de aproximadamente 10mm de diametro, foi
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feita a remog¢ao de um fragmento circular de tecido
cutaneo.

O tratamento foi realizado com a utilizagao do
laser de baixa intensidade (Twin Laser) com as
seguintes caracteristicas: laser de emissao infraver-
melha, pulsitil, semicondutores de arsénio e gilio,
comprimento de onda de 870nm, poténcia de pico
de 70mW, poténcia média de saida de 0,5 a 3,5mW e
aplicacao através de fibra 6tica. A aplicacao foi reali-
zada pelo método de “varredura” na area central da
ferida, permitindo assim seu tratamento uniforme.
No grupo controle nio se utilizou nenhuma forma
de tratamento. No grupo I, as feridas experimentais
foram submetidas a TLBI nos seguintes parimetros:
15mW de poténcia, dose de 3,8]J/cm’ e 15s em cada
uma de trés aplicagoes, a primeira logo apds o ato
cirdrgico, a segunda 48 horas apos o procedimento
cirirgico e a terceira sete dias apos a realizacao da
lesdo cirurgica.

Decorridos 10 dias do ato cirurgico e apds apli-
cacao do laser, os animais foram sacrificados com
sobredose de anestesia com Ketamine (100ml/kg) +
Xylazine (10mg/kg) via intraperitonial. As amostras
das lesoes cutineas foram colhidas de maneira a
incluir parte da pele adjacente as bordas da ferida e
de todo o tecido cicatricial em sua profundidade.

Histopatologia e histomorfometria

Todas as amostras das lesoes cutineas obtidas
foram fixadas em formol tamponado a 10% (pH 7)
por periodo minimo de 24 horas. Apés a fixagao as
amostras foram desidratadas gradativamente em
concentragoes crescentes de alcool etilico (70% a
100%), diafanizadas em xilol, embebidas e incluidas
em parafina, conforme métodos histolégicos de roti-
na. Os fragmentos incluidos em parafina foram cor-
tados utilizando-se micr6tomo modelo “820”
Spence, obtendo-se se¢oes de 6um de espessura. As
laminas histolégicas foram mantidas em estufa para
secagem, e 0s cortes posteriormente submetidos a
coloracao por hematoxilina e eosina, para anilise
histologica.

A histomorfometria foi realizada através de
imagens capturadas e avaliadas por sistema computa-
dorizado de captura de imagens Axion Vision (Zeiss,
Berlim, Alemanha). Foi realizada captura de imagens
de quatro campos microscopicos aleatérios de cada
lamina histolégica com camera digital (aumento total
400x) do microscopio modelo Axiostar Plus (Zeiss,
Berlin, Germany). As imagens foram arquivadas e sub-
metidas a contagem de células inflamatérias, avalia-
cao da proliferacao fibroblastica, andlise da angiogé-
nese local e do didmetro das dreas ulceradas das
lesbes ao final do experimento com auxilio de marca-
cao digital.
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Analise estatistica

A analise estatistica dos diversos parimetros
avaliados nos diferentes grupos foi realizada por
método nao paramétrico — Mann-Whitney, com nivel
de significincia p<0,05.

RESULTADOS

A observagao clinica das amostras das lesoes
cutineas dos animais evidenciou pequena quantida-
de de coagulo sobre a superficie, com presenca nitida
de vasos sangiiineos na profundidade da hipoderme.
Esses vasos, quando rompidos acidentalmente na
regiao da derme ou hipoderme, preenchiam as lesoes
parcial ou totalmente com codgulos.

No 10° dia de pés-operatério, as lesdes cuta-
neas do grupo I (controle) exibiam padrio de repa-
racao tecidual em fase inicial, com formacao de cros-
ta de aspecto esbranquicado, com bordas ligeira-
mente elevadas e centro avermelhado, devido a pre-
sencga acentuada de irrigacao sanglinea na area, o
que indicava presenca de tecido de granulagio. Por
outro lado, as feridas do grupo 1I, que foram subme-
tidas ao tratamento com laser de baixa intensidade,
apresentavam completa reparacao tecidual, exibin-
do cicatriz com bordos evidentes e por¢ao central
ligeiramente desnivelada, porém, mostrando um
adiantado restabelecimento morfofuncional dos
tecidos envolvidos.

Os animais, colocados em gaiolas individuais
em condi¢oes de manutencao de acordo com os cri-
térios do Colégio Brasileiro de Experimentagio
Animal, foram submetidos a avaliacbes macroscopicas
didrias e nao apresentaram sinais que evidenciassem
infeccao secundaria durante o experimento.

Na anilise dos resultados histologicos, foram
avaliadas duas dreas distintas, uma mais superficial,
que envolvia proliferagao epitelial, e a area de tecido
conjuntivo abaixo da por¢ao mais superficial da lesao.
No grupo controle, junto a borda da ferida cirargica,
observava-se discreta proliferacao epitelial e, em pra-
ticamente toda a sua extensiao, notava-se a presenca
de tecido exibindo ampla drea de ulceraciao e material
fibrino-necroético sobre tecido de granulagao (Figura
1). Ja no grupo II, submetido a laserterapia, o estudo
histopatolégico evidenciou material exibindo epider-
me integra revestindo tecido de granulacio bem
desenvolvido (Figura 2), com tecido conjuntivo rico
em fibras colagenas orientadas paralelamente a
superficie da ferida, determinando um processo de
reparo tecidual mais organizado.

O grafico 1 apresenta o didmetro das dreas
ulceradas no 10° dia de pés-operatério, tendo-se
observado nos animais tratados redugao significativa
dos diametros das areas ulceradas ao final do experi-
mento, em relacao ao grupo controle (p<0,05). Com
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FIGURA 1: Amostra cutanea de animal do grupo controle exibindo
ampla area de ulceracao e material fibrino-necrético (setas
verdes) sobre tecido de granulagao (setas azuis).
Coloragao HE, aumento total 50x

relacao a vascularizacao, os animais tratados apresen-
taram numero significativamente maior de vasos san-
gliineos por campo microscopico (Grafico 2).

A analise histomorfométrica também demons-
trou que os animais tratados com a TLBI apresenta-
vam maior nimero de fibroblastos por campo
microscépico (Grifico 3), sendo que a identificacao
dos fibroblastos, baseada em critérios morfologicos,
foi realizada por dois diferentes pesquisadores.
Além disso verificou-se que a TLBI reduziu significa-
tivamente a intensidade do infiltrado inflamatério
presente nas lesdes submetidas ao tratamento
(Grafico 4).
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FIGURA 2: Amostra cutinea de animal tratado, exibindo epiderme
integra com presenga de hiperplasia (setas azuis), revestindo teci-
do de granulacao bem desenvolvido (setas verdes).
Colorag¢ao HE, aumento total 50x
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GRAFICO 1: Didmetro das areas ulceradas das lesoes
cutaneas (10°dia pés-operatério)
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DISCUSSAO

A terapia a laser de baixa intensidade é método
aceito pela Food and Drug Administration (FDA)
como tratamento clinico eficaz para cicatrizacio de
tecidos, por ser amplamente estudado.””" Estudos in
vitro sugerem que a TLBI facilita a sintese de colage-
no," aumenta a motilidade dos queratindcitos,” libe-
rando fatores de crescimento,' além de transformar
os fibroblastos em miofibroblastos."”

Diversos estudos tém utilizado feridas superfi-
ciais para avaliar os efeitos da TLBI na cicatrizagao.
Alguns usam ulceras de varios tamanhos e profundi-
dades,””™" e outros tém desenvolvido modelos de

GRAFICO 2: Numero total de vasos sangliineos
(10° dia p6s-operatoério)
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GRAFICO 3: Numero total de fibroblastos
(10° dia p6s-operatério)
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feridas superficiais em animais.”* Esses diferentes

métodos tém produzido uma variedade de resultados
e conclusoes sobre os efeitos da TLBI. Neste estudo,
observou-se que as lesbes cirdrgicas submetidas ao
tratamento com laser de baixa intensidade, quando
comparadas com as lesdes do grupo controle, mostra-
ram processo de reparagio tecidual mais evoluido,
com maior contragiao das feridas e maior velocidade
de migracao epitelial.

Virios autores tém noticiado em estudos clini-
cos os beneficios da TLBI na cicatrizacao de tecidos,
mas outros relatam a auséncia desses efeitos.””” Os

GRAFICO 4: Numero de células inflamatdrias
(10° dia de pds-operatdrio)
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FIGURA 3: Tecido conjuntivo evidenciando pequeno nimero de
vasos sangiineos em animal do grupo controle (setas azuis).
Coloragao HE, aumento total 400x

dados conflitantes da literatura resultam em dudvidas
plausiveis quanto a variacoes nos fatores de tratamen-
to e limitagoes em projetos experimentais, incluindo
comparag¢ao entre a clinica heterogénea das feridas,
necessidade de grupos controle e as limitagoes
encontradas com as investigacoes desses resultados
contraditorios. A TLBI ainda é método controverso,
como se depreende de numerosas publicacoes,*”
principalmente porque nao se conhece seu mecanis-
mo de acao.

O campo de acao do laser é muito amplo, e
estudos vém mostrando a contribui¢io no processo

FiGuraA 4: Tecido conjuntivo exibindo grande nimero de vasos
sangliineos em animal do grupo tratado (setas azuis).
Colorac¢ao HE, aumento total 400x
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FiGURA 5: Tecido conjuntivo exibindo pequeno nimero de fibro-

blastos (setas verdes) e grande quantidade de células inflamat6-

rias mononucleadas na lesao cirdrgica de animal do grupo con-
trole (setas azuis). Coloragao HE, aumento total 400x

de reparo tecidual, particularmente a respeito da
influéncia na modulagiao de certos tipos celulares no
processo de cicatrizacao. Gémez-Villamandos et al
evidenciaram aumento da cicatrizacio das feridas
apos terapia com laser, havendo aumento na ativida-
de mitética, namero de fibroblastos, sintese de cola-
geno e neovascularizacio dos tecidos lesados.”
Outros autores'®” observaram que a producio de
fatores de crescimento fibroblastico (FGF) e o predo-
minio de fibroblastos em cultura aumentaram consi-
deravelmente ap6s irradiacio com o laser de baixa
intensidade. Adicionalmente, Bisht et al. relataram
desenvolvimento do tecido de granulacao e epiteliza-
cao das feridas em ratos Wistar tratados com laser de
HeNe.”

No presente estudo, ao se avaliar a proliferacao
vascular, observou-se quantidade menor de vasos san-
gliineos nas lesbes cirargicas do grupo controle
(Figura 3) quando comparadas com as do grupo tra-
tado (Figura 4), em que ocorreu aumento na prolife-
racao vascular nas amostras das lesoes cirurgicas. O
que também foi observado ao se avaliar a proliferacao
fibroblastica em ambos os grupos. Nas amostras do
grupo controle observou-se menor namero de fibro-
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FIGURA 6: Tecido conjuntivo exibindo grande nimero de fibro-
blastos (setas verdes) e pequena quantidade de células inflamat6-
rias mononucleadas, encontrados na lesao cirargica de animal do

grupo tratado (setas azuis). Coloracio HE, aumento total 400x

blastos (Figura 5) quando comparadas com as do
grupo tratado, que evidenciou aumento significativo
na proliferacgao fibroblastica (Figura 0).

Adicionalmente, quando analisada a quantida-
de de células inflamatérias presentes nas lesoes de
ambos os grupos, observou-se nimero maior de célu-
las inflamatérias nas amostras do grupo controle
(Figura 5) em comparag¢iao com as do grupo tratado
(Figura 6), que evidenciavam diminuicao significativa
do infiltrado inflamatério.

Tais achados sugerem maior velocidade de
reparo tecidual no grupo submetido a TLBI, traduzi-
da por aumento da proliferagao celular e da vascula-
rizagao, além de diminuicao expressiva no nimero de
células inflamatorias.

CONCLUSAO

Em conjunto, os resultados sugerem que a
TLBI é eficaz na cicatrizacao tecidual verificada em
modelo experimental de feridas cirargicas realizadas
em ratos. Esse tipo de laserterapia mostrou efeitos
positivos, acelerando a proliferaciao tecidual, aumen-
tando a vascularizacgao local e formando um tecido de
granulacao mais organizado. u

An Bras Dermatol. 2006,81(2):150-6.
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