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“Grandes almas sempre encontram forte

oposicdo de mentes mediocres.”

Albert Einstein



RESUMO

Ha muitos anos o Laser de baixa poténcia é usado como recurso terapéutico na
cicatrizacao de feridas cutaneas, baseado no ganho de energia celular, aumento das
mitoses e sintese proteica. Dentre estudos publicados no tema, deve-se resaltar os
bons resultados apresentados quando s&o combinados comprimentos de ondas
vermelhas e infravermelhas para o reparo feridas em pele. Porém, ainda ha uma
necessidade de padronizar parametros de ajustes para esta terapia com Laser, em
especial a fluéncia, que agrega variaveis como energia, poténcia, tempo e area de
irradiacdo. A proposta do presente experimento é encontrar, dentro de uma faixa de
fluéncia, a melhor dose que possa antecipar o reparo de feridas cutaneas.
Utilizamos 60 ratos divididos de forma randomizada em quatro grupos: Grupo A, sem
irradiacdo e trés grupos com intervencdo, os quais receberam Laser Diodo Terapia
de Baixa Poténcia combinando dois comprimentos de ondas (660nm e 808nm),
usando a mesma poténcia (100mwW), mas diferentes fluéncias, cujas suas doses
foram igualmente divididas para cada comprimento de onda usado, Grupo B
(20J/cm?), Grupo C (60J/cm?) e Grupo D (120J/cm?). Cada grupo foi avaliado com
trés (3), sete (7) e quinze dias (15). Os animais foram operados para realizagéo de
uma ferida dorsal com punch dermatologico n°8, sendo estas exclusivamente
tratadas nos grupos intervencgédo, entretanto todas foram submetidas a avaliagbes
guantitativas da biometria do fechamento da ferida; mensuracfes e contagem de
estruturas histologicas através de analises morfométricas e estereoldgicas. A
intervencdo apresentou resultados significantes na area de retracdo relativa da
ferida (Grupo D3: 43,13%, p=0,02), na densidade de volume das fibras colagenas
(Grupo D15: 53,44%, p=0,0001) e na angiogénese através do aumento da
densidade de perfil da area dos vasos sanguineos (Grupo D3: 0,008/um? e Grupo
C3: 0,007/um?, p=0,001) e do aumento do comprimento dos vasos sanguineos
(Grupo D3: 0.017uym/pm? e Grupo C3: 0.016pym/um? p=0,0007). A fluéncia de
120J/cm?, usada no Grupo D, neste experimento, mostrou-se como a melhor dose
de fluéncia para acelerar a cicatrizacéao de feridas.

Palavras-chave: Pele. Laser terapia. Semicondutor. Cicatrizacdo de feridas.

Morfologia. Estereologia.



ABSTRACT

The low-level laser has been used for many years as a therapeutic resource for skin
wound healing, basing on cellular energy uptake and increasing in mitosis and
protein synthesis. Among the published studies on the topic, one must highlight the
good results presented when red and infrared wavelengths are combined for skin
wound healing. However, there is still a need to standardize the setting parameters
for this therapy with laser, specially the fluency, which aggregates several outcomes
such as energy, power, time and irradiation area. The proposal of the present
experiment is to find, within a fluency range, the best dosage that can hasten skin
wound repair. We used 60 rats divided, randomly, into four groups: Group A, without
irradiation, and three intervention groups which received Low-Level Diode Laser
Therapy combining two wavelengths (660nm and 808nm), using the same power
(100mW), but with different fluencies, which dosages were equally divided for each
wavelength used as follows: Group B (20J/cm?), Group C (60J/cm?) and Group D
(120J/cm?). Each group was assessed with three (3), seven (7) and fifteen (15) days.
Animals went through surgery in order to make a dorsal wound with the use of a n°8
dermatological punch. These wounds were exclusively treated on intervention
groups, however, all wounds were quantitatively assessed with biometry of wound
closure; measurements and counting of histological structures were also performed
for all wounds through morphometric and stereological analysis. Intervention
presented significant results for the relative wound area retraction (Group Da3:
43,13%, p=0,02), collagen fibers volume density (Group D15: 53,44%, p=0,0001)
and angiogenesis with the increasing in blood vessels density area profile (Group D3:
0,008/um? and Group C3: 0,007/um?, p=0,001) and blood vessels length (Group D3:
0.017um/um? and Group C3: 0.016ym/um? p=0,0007). The fluency of 120J/cm?,
used on Group D, in this experiment, showed as the best fluency dosage to
accelerate the healing of skin wounds.

Key Words: Skin. Laser therapy. Semiconductor. Wound healing. Morphology.
Stereology.
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1 INTRODUCAO

A epiderme, formada por camadas de células epiteliais e reforcada
externamente pela presenca da queratina, funciona como um escudo contra agentes
nocivos provenientes do meio externo e ajuda a regular a perda de agua do corpo. A
derme posiciona-se em um estrato imediatamente profundo a epiderme, formada por
tecido conjuntivo, onde sdo encontradas células como fibroblastos, produtoras de
fibras colagenas, contribuindo no preenchimento da matriz extracelular, além de
nervos, vasos sanguineos e linfaticos, desempenhando papel na inervagéo, nutri¢ao,
drenagem desses tecidos e auxiliando na manutencdo da temperatura corporea.
Complementando a morfologia cutdnea em nivel histologico, existem as estruturas
anexas da pele: com as glandulas sudoriparas, os foliculos pilosos onde o pelo &
formado, o musculo eretor do pelo e a glandula sebacea (SOUZA et al, 2009; BEM
et al., 2010).

Uma ferida na pele interfere com a homeostase do tecido, afetando a
morfologia e a fisiologia local, principalmente as lesdes ulceradas, que se
caracterizam pela perda de continuidade tissular e exposicdo de camadas mais
profundas, que ndo tém competéncia para proteger o corpo de eventuais agentes
nocivos externos, alterando o fluxo sanguineo e o trabalho das glandulas, o controle
da hidratacdo e a regulacdo da temperatura corpoérea local (FONDER et al., 2008).

A fisiopatologia dessas feridas, geradas por trauma local agudo, ocorre
através de resposta inflamatéria, evoluindo em uma sequencia de eventos
orquestrados por mediadores quimicos visando a reparacdo do tecido ferido.
Entretanto, o processo de cura pode sofrer interferéncias no seu curso e retardos no
seu desfecho, por isso a busca constante de recursos terapéuticos que possam
acelerar a reparacao das feridas de pele, direcionando-as mais precocemente e sem
complicacbes para um reestabelecimento morfofuncional do tecido (BALBINO;
PEREIRA; CURI, 2005; ZGHEIB; XU; LIECHTY, 2014; MARTIN; NUNAN, 2015).

A luz, proposta como meio terapéutico, proporcionou em 1903 o Prémio Nobel
de Fisiologia para Niels Finsen, que usou luz ultravioleta no Lapus Vulgar. Albert
Einstein, em 1917, postulou as bases tedricas para a manipulacdo controlada de
ondas de luz, em 1933 e 1934 Towners e Weber relataram a amplificacdo das micro-
ondas. Porém, o primeiro artigo com Laser de rubi sintético, com comprimento de

onda de 694,3 nm, foi publicado em 1960 por Theodore Maiman, um ano depois, em
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1961, Gould publicou as indica¢fes clinicas para o0 uso terapéutico, ja o Laser Hélio
— Neon teve a sua iniciagdo como ferramenta terapéutica em 1962 com comprimento
de onda de 632,8 nm e que ainda é usado nos dias atuais (ALMEIDA-LOPES,
2003).

Ainda em 1962 o laboratorio de pesquisa da General Eletric apresentou
caracteristicas fisicas do Laser que utilizava materiais semicondutores como meios
ativos (HALL,1962), denominados de Lasers diodo. Esses semicondutores podem
compor Lasers com meios ativos iguais ou diferentes, onde elétrons se deslocam e
se recombinam nas areas de juncdo entre esses meios, para formar radiacdo nao
ionizante quando estimuladas pela eletricidade (CATALANI,1997). Apenas no fim da
década de 1990 o uso do Laser de diodo e a possibilidade de trabalhar também com
Laser infravermelho em baixa poténcia foi introduzido (ALMEIDA-LOPES, 2003).

Ha muitos anos, o Laser de baixa poténcia € empregado como um recurso
terapéutico para aceleracdo do reparo de feridas cutaneas (NASCIMENTO et al.,
2004), visando o restabelecimento das estruturas locais comprometidas (MEDRADO
et al., 2008; RODRIGO et al., 2009), associados ou nao a infec¢cdes (SANTOS et al.,
2011; SILVEIRA et al., 2011) e a comorbidades, como o diabetes, que costumam
agravar o quadro clinico, dificultando a cura (NOUDEH et al., 2010; CARVALHO et
al., 2010; DADPAY et al., 2012).

O Laser de baixa poténcia, bioestimulador e emissor de energia nao
ionizante, mesmo sendo bastante estudado pela ciéncia, ainda ndo esta totalmente
explorado, pois os diferentes tipos de Lasers, as variacdes nos seus ajustes, as
técnicas de uso e as diferentes indicacbes criam este entendimento. Mesmo
havendo bons resultados descritos para o uso do Laser de baixa poténcia em feridas
cutaneas (AL-WATBAN; ZHANG, 1995; MENDEZ et al., 2004; CURY et al., 2009),
nao existe um protocolo definido para os seus ajustes, sendo isto um desafio a
ciéncia (LIMA; BARBOSA; SOUSA-RODRIGUES, 2014; LIMA et al., 2016).

Mesmo sem um protocolo formado, ha indicativos que a associacdo de
comprimentos de onda vermelha e infravermelha seja mais eficaz que o uso isolado
(MENDEZ et al.,, 2004; GUFFEY; WILBORN, 2006; PINHEIRO et al.,, 2009;
RODRIGO et al., 2009; NOUDEH et al., 2010; SANTOS et al., 2011; CUNHA et al.,
2012; LEITE et al, 2014). Quanto a poténcia, os niveis mais elevados usando o
modo continuo podem apresentar melhores resultados (NASCIMENTO et al., 2004;

CARVALHO et al., 2010). Ja para a fluéncia ou densidade de energia, apesar de
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muitas doses terem sido testadas (MENDEZ et al., 2004; NASCIMENTO et al., 2004;
GUFFEY; WILBORN, 2006; VIEGAS et al.,, 2007; NUSSBAUM et al., 2009;
PINHEIRO et al., 2009; RODRIGO et al., 2009; CARVALHO et al., 2010; NOUDEH
et al., 2010; SANTOS et al., 2011; CUNHA et al., 2012; LEITE et al., 2014), ndo ha
consenso definido sobre qual seria a melhor. Estudos tém utilizado doses definidas
de acordo com critérios proprios, porém, artigo de revisdo que analisou diferentes
doses, concluiu que os melhores resultados para Lasers de baixa poténcia podem
ocorrer para fluéncias no intervalo entre 19 e 130J/cm? (AL-WATBAN; ZHANG,
1995).

Os Lasers diodo de baixa poténcia, que podem emitir comprimentos de ondas
vermelhas e infravermelhas, assim como trabalhar com diferentes niveis de ajustes
de fluéncia, sdo capazes de provocar bioestimulacdo em feridas de pele, auxiliando
no processo de reparacdo (MENDEZ et al., 2004; GAL et al., 2006; PROCKT;
TAKAHASHI; PAGNONCELLI, 2008, CARVALHO et al., 2010; GONCALVES et al.,
2010; SANTOS et al., 2011; LIMA; BARBOSA; SOUSA-RODRIGUES, 2014).

Apoés pesquisa em banco de dados de artigos cientificos, encontrou-se bons
resultados para a associacdo de comprimentos de ondas para o uso do LDTBP,
porém, como as doses de fluéncia se mostraram heterogéneas nas publicacdes,
percebeu-se a necessidade de uma resposta para a seguinte pergunta de pesquisa:
gual a melhor dose de fluéncia para acelerar a cicatrizacdo de feridas de pele em
ratos no uso combinado de comprimentos de ondas vermelhas e infravermelhas de
Laser Diodo Terapia de Baixa Poténcia (LDTBP)?
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Fases do processo inflamatério

Feridas podem ser causadas por fatores biolégicos, quimicos, térmico e
mecanico. Os traumas gerados em procedimentos cirlrgicos irdo provocar nos
tecidos afetados, inclusive na pele, fenbmenos relevantes para a reparagdo do
tecido ferido, sendo estes fendmenos divididos em trés fases: inflamatoria,
proliferativa e de maturacdo ou remodelamento (CAMPOS et al, 2007; FONDER et
al., 2008; TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008; MARTIN; NUNAN, 2015):

A fase inflamatoria tem inicio no momento da concepcdo da lesao,
normalmente ocorrendo ruptura de vasos, seguido pela vedacdo destes por
plaquetas, e liberacdo de mediadores quimicos, tais como: histamina, serotonina,
leucotoxina, bradicinina, citocinas e prostaglandinas. Isso resulta no aumento do
fluxo sanguineo local e permeabilidade vascular, normalmente alcancando o seu
auge por volta das 48 horas de evolucéo.

Na fase proliferativa, iniciada por volta de uma semana ap0s o trauma,
comeca um incremento na presenca de fibroblastos, angiogénese, e inicio da
cobertura epitelial, mas essa fase melhor se caracteriza pela formacéo do tecido de
granulacdo, composto pelos fibroblastos em proliferacéo, por vasos sanguineos em
formacédo, macréfagos, um frouxo arranjo de colageno tipo lll, fibronectina e acido
hialurénico;

Na fase de remodelamento, antes da segunda semana apOs 0 trauma,
fibroblastos se diferenciam em miofibroblastos, produzindo uma tensao nas margens
das feridas em prol do seu fechamento, ocorre gradual substituicdo das fibras
colagenas tipo Il por fibras colagenas tipo I, mais resistentes e dispostas de forma

mais ordenada, culminado com o reparo do tecido lesionado.

2.2 Reparacéo da ferida cutanea

Como ja dito anteriormente, a evolucgédo fisiologica esperada de uma ferida,

apos reacdo inflamatéria, deve ser a reparacdo do tecido, que a depender da
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extensdo e profundidade da lesdo pode vir a ser uma regeneragado ou cicatrizacao,
cada uma com caracteristicas proprias (KUMAR et al., 2010, MARTIN; NUNAN,
2015).

A regeneragdo ocorre em feridas de menor extensdo e que atingiu
niveis mais superficiais da pele, proporcionando condi¢cBes para que o tecido
retome morfologicamente e fisiologicamente as mesmas condicbes que o0
tecido possuia antes de sofrer lesdo (TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008).

A cicatrizacdo ocorre em feridas de maior extensdo e que tenha
atingido extratos mais profundos da pele, nesse caso, o0 tecido que substituira
0 antigo perdido costuma ser mais fibroso, as vezes com revestimento
epitelial mais delgado e com menor forca de tensdo. Por vezes, a exacerbada
sintese de fibras colagenas pode levar a formacdes de queloides (RUIZ et al.,
2005; TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008; MARTIN; NUNAN, 2015).

O nivel de comprometimento do tecido portador de uma ferida pode ser
classificado em quatro estagios: estagio I, comprometimento apenas da epiderme,
sem perda tecidual; estagios Il, comprometimento da epiderme associada ou nao a
derme, ocorrendo perda tecidual, estagio Ill, comprometimento total da pele
associada a necrose da hipoderme e estagio IV, extenso envolvimento da pele,
hipoderme e com lesdo muscular ou até 6ssea (TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008).

A depender do formato das feridas, e de como sejam manipuladas pelo
operador, elas podem ter o seu fechamento por cicatrizacdo de primeira ou segunda
intencao (TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008):

Cicatrizacdo por primeira intencdo ocorre quando as margens das feridas
estdo proximas, preferencialmente lineares, com a minima perda tecidual, sem
infeccdo, edema insignificante, nem visualizavel tecido de granulacdo. Sendo esta
situacdo bem exemplificada em classicas incisdes cirurgicas suturadas.

Cicatrizacdo por segunda intencdo caracteriza-se pela significativa perda
de tecido, onde as margens distantes e com as suas aproximacdes inviaveis,
com ou sem infeccdo e edema. O fechamento dessas feridas ocorre através

da acdo contraiu de miofibroblastos e recobrimento epitelial.
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2.2.1 Tecido de granulacao

Na fase proliferativa do processo de reparacao do tecido afetado é formado o
tecido de granulacdo, como dito anteriormente, composto pela presenca de
fibroblastos, vasos sanguineos, macréfagos, um frouxo arranjo de colageno tipo I,
fibronectina e acido hialurénico, mas também por fibroblastos, alguns neutréfilos,
linfécitos e nervos, com o objetivo de preencher a ferida temporariamente, dando-a
suporte fisico e nutricional para possibilitar o seguimento do processo reparador,
como o recobrimento epitelial, viabilizando o inicio de uma gradual substituicdo do
tecido de granulagéo por um tecido conjuntivo mais fibroso e resistente (BALBINO;
PEREIRA; CURI, 2005; CAMPOS et al., 2007; PINHEIRO et al., 2009; KUMAR et al.,
2010; TACON et al., 2011; LEITE et al., 2014; LEITE et al., 2015; MARTIN; NUNAN,
2015).

O tecido de granulacdo, depois de cumprido o seu papel, passa por
uma transformacdo onde as fibras colagenas tipo Ill sdo degradadas por
colagenases (metaloproteinas ricas em zinco) sintetizadas e liberadas por
fibroblastos, gerando espacos na matriz extracelular para a sintese e excrecéo
de fibras colagenas tipol, mais resistentes que as do tipo lll. Também séo
produzidas elastinas e proteoglicanas, nesse momento fibroblastos
diferenciados, por serem ricos em actinas, os miofibroblastos, atuam na
aproximacdo das margens das feridas (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005;
PINHEIRO et al., 2005; KUMAR et al., 2010; MARTIN; NUNAN, 2015).

2.2.2 Reepitelizacao

Quando o tecido de granulacdo é estabelecido, preenchendo estratos
subjacentes a camada epitelial, geram-se estimulos em células epiteliais que se
encontram as margens das feridas, primeiro com a formag¢do da lamina basal por
fibroblastos e novos queratindcitos, em sequéncia € formado a camada basal, com
elevado potencial mitético, viabilizando a formacdo das demais camadas do epitélio
(BALBINO; PEREIRA, CURI, 2005; KUMAR et al., 2010; MARTIN; NUNAN, 2015).
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2.3 Laser (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation)

2.3.1 Caracteristicas do Laser

A luz liberada por aparelhos de Laser é capaz de ser absorvida, refletida ou
transmitida podendo ou néo sofrer espalhamento nesse processo, porém destaca-se
por ter em seus feixes de luz caracteristicas especiais, como: unidirecionalidade,
pois os feixes de luz se propagam em uma Unica trajetéria, portanto paralelos entre
si; coeréncia, porque o0s picos e vales das ondas emitidas por esta luz séo
coincidentes na: direcdo, sentido, amplitude, comprimento e fase; e
monocromaticidade, pelo fato do feixe de luz ser emitido com comprimentos de
ondas unico, proporcionando uma cor pura (ALMEIDA-LOPES, 2003; PROCKT;
TAKAHASHI; PAGNONCELLI, 2008).

Assim como toda luz, os Lasers apresentam ondas eletromagnéticas,
emitindo radiacdo nao ionizante, classificadas de acordo com a percepcéo dos olhos
humanos em visiveis, variando em diferentes faixas de cores, assim como no arco-
iris, e invisiveis como o infravermelho. Os comprimentos de ondas sdo medidos pela
distancia entre dois picos consecutivos desta emissao de luz, usando como unidade
de medida o nanémetro (nm), equivalente cada unidade a 10° metro. Os
comprimentos de ondas para luz visivel ficam compreendidos entre 400 e 780nm,
abaixo disso ficam as radiacGes ultravioletas e acima as infravermelhas, né&o
percebidas pelo olho humano (BRANDALIZE; PHILIPS, 2016; SILFVAST, 2004;
ALMEIDA-LOPES, 2003).

2.3.2 Principios gerais da formacao do Laser

O principio basico para a producao de qualquer tipo de Laser consiste em que
um meio ativo (substancias solidas, gasosas, liquidas, associacdo destas e os
semicondutores), situado numa caixa de ressonancia espelhada, possibilite que a
luz produzida assuma uma mesma direcdo. Quando este meio ativo é excitado por
uma fonte de energia externa, fazendo com que o torne um amplificador de

radiacdo, propicia que elétrons absorvam energia e saltem para uma camada mais
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externa do &tomo, com maior nivel de energia (estado metaestavel), para em
seguida retornar a sua camada original (decaimento), com a liberacdo de energia
concentrada denominada de foton, que por sua vez induz nos demais atomos a este
mesmo decaimento de elétrons que também se encontravam em estado
metaestavel (SILFVAST, 2004; DAMANTE, 2007).

2.3.3 Parametros do Laser

Os Lasers podem ser identificados de acordo com alguns parametros fisicos

como (SILFVAST, 2004; BRANDALIZE; PHILIPS 2016; LIMA et al., 2016):

Comprimento de onda (A), relacionado com o meio ativo que ir4 produzir a luz,

determinando, por exemplo, se essa luz serd vermelha ou infravermelha, expressa
em nandmetros (nm) na medida entre dois picos ou dois vales de ondas repetidas
sucessivamente;

Densidade de energia ou fluéncia esta diretamente proporcional a energia

emitida e inversamente proporcional a area de saida do Laser (Spot size),

representada pela unidade de medida (J/cm?), e comumente denominada como a
dose de tratamento, pelo fato de também estd diretamente relacionado com os
valores ajustados na poténcia e no tempo de irradiacéo;

Energia emitida esta diretamente proporcional a poténcia (Watts) e ao tempo
de irradiacdo (segundos), usando como unidade de medida o Joule (J);

Poténcia corresponde a energia transmitida durante um intervalo de tempo de
irradiacdo, geralmente medida em miliwWatts (mW) para Lasers de baixa poténcia,
usados como bioestimuladores, e em Watts (W) para Lasers de alta poténcia, sendo
assim classificados quando acima de 0,5W, comumente usados em procedimentos
cirargicos, apresentando potencial de ablacdo do conteudo celular, incisdo de
tecidos e termocauterizagao;

Densidade de poténcia Optica ou intensidade esta diretamente proporcional a

poténcia emitida pelo aparelho e inversamente proporcional a area de saida do

Laser (mW/cm? ou W/cm?), pois regula a quantidade de energia entregue aos
tecidos;

Modo de funcionamento do Laser que pode ocorrer com a emissao de luz

continua, sem o desligamento até o fim da aplicacdo, denominado modo continuo ou
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guando a emissao de luz se faz de forma intermitente, denominado de modo pulsatil
ou chaveada, podendo esta intermiténcia variar em diferentes niveis de frequéncias
mensuradas em Hertz (Hz);

Técnica de aplicacdo ainda pode variar em pontual ou varredura, sendo

pontual quando o emissor é usado durante a aplicacdo de forma estética,
concentrando a dose terapéutica em um mesmo ponto, e em varredura quando se
realiza movimentos pendulares com o emissor, ampliando a area de aplicacéo,
porém reduzindo a dosagem terapéutica em um mesmo ponto, ainda quanto a

técnica pontual, pode-se por o emissor mantendo contato com o tecido ou apenas

aproximado, j& para a técnica de varredura, recomenda-se apenas O USO

aproximado evitando traumatismos nos tecidos tratados.

2.3.4 Lasers semicondutores

Os Lasers semicondutores produzem luz de forma similar ao diodo, sendo a
Unica diferenca que o0s semicondutores emitem luz quando estimulado pela
eletricidade e os diodo emitem de forma espontanea, entretanto por serem
semelhantes faz o Laser semicondutor receber a denominacgéo de Laser diodo. Essa
tecnologia possibilita a fabricacdo de aparelhos eficazes, menores e de féacil
manipulacdo. Eles funcionam usando dois ou trés componentes semicondutores
com polos positivos (Zona P) e negativos (Zona N), por onde a radiacdo € emitida
através das laterais da juncdo entre esses componentes, sendo essas laterais bem
polidas e perpendiculares a saida do feixe de luz, servindo como espelhos da caixa
de ressonancia do Laser, que assim sera produzido apds a passagem de uma alta
correte elétrica (ALMEIDA-LOPES, 2003, SILFVAST, 2004, DAMANTE, 2007).

As zonas que compdem os Lasers semicondutores podem apresentar uma
juncéo simples (juncéo P-N), denominada de homojuncédo, com alta concentracéo de
impurezas, sendo 0 mesmo material para as duas zonas, como exemplo, os Lasers
gue usam meios ativos de arseneto de galio (GaAs) ou indio fosfito (InP); quando os
materiais séo diferentes nas duas zonas denomina-se heterojuncéo (juncao P-P-N),
sendo esta a forma de juncdo mais comercializada pela vantagem de confinarem

a zona ativa do Laser numa regido muito pequena, por exemplo: arseneto de
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galio (GaAs) e arseneto de gélio e aluminio (AlGaAs) (DAMANTE et al., 2004a;
DAMANTE et al., 2004b; SILFVAST, 2004).

Neste caso, quando ocorre uma tensdo elétrica, o0 espaco desta
juncdo se amplia, criando uma fenda, e os elétrons se deslocam da
zona N (zona de valéncia) para a zona P, para depois se recombinarem,
liberando energia e formando radiagdo luminosa (ALMEIDA-LOPES, 2003).

Os Lasers semicondutores geralmente utilizam dois tipos de materiais
(tipo IlI-IV) que se caracterizam pelo espectro de luz vermelha e/ou
infravermelha, sdo eles: arseneto de galio (AsGa) e indio fosfito (InP). O
AsGa opera na faixa de comprimentos de ondas entre 635 nm e 870 nm, o
AlGalnP trabalha na faixa entre 635 nm e 780 nm, AlGaAs entre 780 nm e
830 nm e o InGaAs emitindo comprimento de onda de 940 nm (SILFVAST,
2004; PROCKT; TAKAHASHI; PAGNONCELLI, 2008; LIMA; BARBOSA; SOUSA-
RODRIGUES, 2014).

Na area da saude, os Lasers de baixa intensidade inicialmente ja eram
utilizados visando o fechamento de feridas ulceradas, depois, com um melhor
conhecimento dos seus mecanismos de acdo nos tecidos, e o0 avanco dos
experimentos cientificos, foram constatados efeitos positivos em outras terapias
também, como por exemplo: remocdo de pigmentos, alivio da dor,
recuperacdo de sensibilidades perdidas (parestesia) e contribuindo no
tratamento de infeccbes. Por outro lado ndo esta indicado o uso dos
Lasers de baixa poténcia em neoplasias, pois ird estimular a
proliferacio de células tumorais nestas lesdes (SROKA et al, 1999;
PROCKT; TAKAHASHI; PAGNONCELLI, 2008; OLIVEIRA et al., 2015; ARDUINO et
al., 2016).

2.3.5 Mecanismos de acao dos LDTBP nos tecidos

Os mecanismos de acdo dos Lasers de baixa poténcia podem variar,
conforme os comprimentos de ondas emitidos. De acordo com (WONG-RILEY et al.,
2005) radiacdes emitidas com luz vermelha e infravermelha estimulam croméforos
fotossensiveis situados na membrana interna das mitocéndrias, enzimas
denominadas de citocromos C oxidases (WU et al., 2004; WONG-RILEY et al., 2005)
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elevando a sintese de adenosina trifosfato (ATP) através da fosforilacdo da
adenosina difosfato (KARU, 1988; BOLOGNANI, 1993; PROCKT; TAKAHASHI,
PAGNONCELLI, 2008), levado ao citoplasma a fim de fornecer energia ao
metabolismo celular; a luz infravemelha (SMITH et al.,, 1991) excita a membrana
celular, abrindo a bomba de Na-K, aumentando a entrada de célcio na célula e
propiciando no nucleo um incremento na transcricdo do DNA com posterior traducéo
e sintese proteica, como as de fibras colagenas (MENDEZ et al., 2004; MEDRADO
et al., 2008; RIBEIRO et al., 2009; CARVALHO et al., 2010; GONCALVES et al.,
2010; SANTOS et al., 2011; SILVEIRA et al., 2011; GARCIA et al., 2012; NOVAES
et al., 2014), assim como duplicacdo do DNA e incremento das mitoses celulares
(KARU, 1988; BAYAT et al., 2008).

Outro aspecto importante, a favor dos Lasers diodo de baixa poténcia, é que
mesmo administrados em diferentes dosagens de fluéncia (LIMA; BARBOSA,;
SOUSA-RODRIGUES, 2014), ndo provocam alteracdes térmicas nas areas
irradiadas, evitando perda da energia obtida pela geracdo de calor, o que também
poderia ser danoso ao tecido (AL-WATBAN; ZHANG, 1995; GRANDINETTI et al.,
2015).

A bioestimulacdo gerada pelos Lasers de baixa poténcia pode incrementar o
namero de fibroblastos (ALMEIDA-LOPES, 2001; MENDEZ et al., 2004; GAL et al.,
2006; GUNGORMUS; AKYOL, 2009; RIBEIRO et al, 2009; RODRIGO et al, 2009;
GONCALVES et al, 2010; SANTOS et al., 2011; GARCIA et al., 2012; MORAES et
al., 2013) e angiogénese (MENDEZ et al., 2004; GAL et al., 2006; RODRIGO et al.,
2009, BAYAT; AZARI; GALMOHAMMADI, 2010; CARVALHO et al., 2010;
GONGCALVES et al., 2010; SANTOS et al., 2011; TACON et al., 2011; GARCIA et al.,
2012; MORAES et al., 2013; NOVAES et al., 2014). Esses fendbmenos embasam o0s
principios terapéuticos usados em algumas patologias locomotoras (PIRES et al.,
2011), em mucosas (ALMEIDA-LOPES, 2003; MARINHO et al., 2013) e pele (AL-
WATBAN; ZHANG, 1995; MENDEZ et al., 2004; GAL et al., 2006; GONCALVES et
al., 2010; GUNGORMUS; AKYOL, 2009; BAYAT; AZARI; GALMOHAMMADI, 2010;
CARVALHO et al.,, 2010; SANTOS et al, 2011; LIMA; BARBOSA; SOUSA-
RODRIGUES, 2014).

Quando tecidos sdo acometidos por processos inflamatérios de diferentes
origens: cirdrgicas (MENDEZ et al., 2004; GAL et al., 2006; RIBEIRO et al., 2009;
NOVAES et al., 2014), queimaduras (BAYAT et al., 2008; MORAES et al., 2013), e
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infecciosas (SANTOS et al., 2011; PEREIRA et al., 2014), o Laser de baixa poténcia
pode contribuir com uma resposta anti-inflamatoria, principalmente na fase inicial,
aonde ocorre intenso infiltrado leucocitario (PIRES et al.,, 2011; MORAES et al.,
2013; NOVAES et al., 2014) na proliferacédo de células do tecido afetado (MENDEZ
et al, 2004; RODRIGO et al., 2009) e no remodelamento morfolégico da matriz
extracelular no tecido conjuntivo (MEDRADO et al., 2008; NOVAES et al., 2014). A
bioestimulagdo com Laser pode auxiliar no reparo de uma ferida, mesmo quando
existem fatores agravantes que costumam retardar o fechamento de uma ferida,
como o consumo de nicotina (GARCIA et al., 2012) e o diabetes (CARVALHO et al.,
2010; NOUDEH et al., 2010; ESMAEELINEJAD et al., 2014).

2.4 EXPERIMENTOS DO LDTPB EM FERIDAS DE PELE
2.4.1 LDTPB com AsGaAl

A sintese e a organizacao estrutural das fibras colagenas foram analisadas
numa amostra com 112 ratos. O Laser foi administrado em dias alternados com
670nm, 9mW e 1J/cm?® para cada um dos quatro pontos tratados. Laminas
histoldgicas, preparadas pela técnica de imunohistoquimica, indicaram que a terapia
com Laser diodo (AsGaAl) deixaram miofibroblastos préximos a vasos sanguineos
no 3°, 7° e 10° dias, e nesses mesmos grupos, analisados no 10°, 15° e 20° dias,
tiveram fibras colagenas mais espessas com tendéncia a troca precoce do colageno
lll para o |, permitindo fibras melhor ordenadas. Porém, a partir do 30° dia as
amostram se tornaram semelhantes em todos os grupos, havendo uma contribuicédo
da terapia até o 20° dia de avaliacdo dos tecidos irradiados (MEDRADO et al., 2008).

O comportamento de miofibroblastos e células T e B foram estudados na
cicatrizacdo de feridas de pele de 24 ratos. O Laser diodo (AsGaAl) foi usado
diariamente por sete dias com 660nm, 40mW e 5J/cm? por ponto e em quatro
pontos. As feridas foram processadas através da técnica de imunohistoquimica. O
Laser de baixa poténcia contribuiu no oitavo dia com uma intensa formacdo de
tecido de granulacdo e significativa presenca de miofibroblastos nas margens e
fundo das feridas, no decido quarto dia havia menos miofibroblastos, posicionados

paralelamente as fibras colagenas. Quanto as células T e B, estiveram menos
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presentes nas feridas irradiadas, porém, as células B estiveram mais presentes
(RIBEIRO et al., 2009).

Avaliando a capacidade de recobrimento epitelial, e reducdo do processo
inflamatorio na cicatrizacao de feridas de pele causadas por incisdo com Laser diodo
de alta poténcia (40W e 50Hz), 18 ratos receberam duas incisdes cada, e foram
divididos em dois grupos, sendo um controle (incisdo a direita), e outro com Laser
diodo de baixa poténcia (AsGaAl), em dias alternados, com 808nm, poténcia de
100mW, calculada a partir da irradiancia de 0,1W/cm? e area de 1cm?, e fluéncia de
2J/cm? por sessdo, para um total de cinco sessées. Escores qualitativos, no décimo
dia, mostraram ndo haver diferencas entre as feridas para o recobrimento epitelial, ja
o infiltrado inflamatorio, mostrou-se crénico, com alguns fibroblastos na ferida
controle e difusamente agudo, com presenca de tecido de granulacdo, na ferida
irradiada; no vigésimo dia, as feridas irradiadas mostraram melhor recobrimento
epitelial e com cicatrizagdo concluida, porém ainda encontrando infiltrado crénico e
proliferacdo de fibroblastos sem diferenca para ambas as feridas (GUNGORMUS;
AKYOL, 2009).

O Laser de alta poténcia foi usado para duas incisfes (a direita e a esquerda
do dorso) além de uma incisédo com lamina de bisturi (no centro do dorso) na pele de
18 ratos induzidos a diabetes. Com o Laser diodo de baixa poténcia (AsGaAl)
administrando em dias alternados, na incisdo produzida com Laser a direita (808nm,
2J/cm?), poténcia de 100mW, calculada a partir da irradiancia de 0,1W/cm? e area de
1cm?, por sessé&o para um total de cinco sessdes até o oitavo dia pds-operatorio. No
décimo dia, para todas as feridas, o recobrimento epitelial ocorreu em menos da
metade da ferida, observou-se inflamag¢do aguda nas amostras nao irradiadas pelo
Laser de baixa poténcia e maior presenca de fibroblastos nas feridas incisadas com
Laser; no vigésimo dia ndo houve diferenca entre 0os grupos para o recobrimento
epitelial e o infiltrado inflamatorio. Concluindo-se que os reparos avancaram melhor
nas feridas incisados com Laser, tratadas ou ndo com bioestimulacdo (AKYOL,;
GUNGORMUS, 2010).

Feridas de pele abertas tratadas com Laser diodo de baixa poténcia (AsGaAl)
foram investigadas em 30 ratos divididos em dois grupos: placebo e o grupo que
recebeu irradiacdo diaria com Laser usando 780nm, 9,91mW, 2J/cm? e modo de
aplicacéo pulsétil, com frequéncia de 2336Hz e pulso de 0,3 milissegundos. Os dois

grupos foram avaliados com 4, 7 e 15 dias. Os espécimes das feridas passaram por
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teste biomecénico computadorizado, medindo a sua elasticidade e andlise
histologica. O grupo intervencédo teve elasticidade superior ao placebo no quarto e
décimo quinto dias, resistindo ao maximo de estresse mecanico (g/mm?),
histologicamente, no grupo intervengcdo houve menos macréfagos no quarto dia,
mais fibroblastos e vasos sanguineos no sétimo dia e no décimo quinto dia havendo
incremento de fibroblastos e aumento do endotélio vascular. Confirmando a
contribuicdo do Laser diodo de baixa na qualidade do processo cicatricial (BAYAT,;
AZARI; GALMOHAMMADI, 2010).

O Laser diodo de baixa poténcia (AsGaAl) foi comparado com um 6leo
cicatrizante em feridas de pele de 24 ratos, divididos em quatro grupos: grupo
controle, grupo L30 e L60, que foram tratados diariamente com Laser usando
830nm, 9mW, técnica de varredura, porém variando entre os grupos a fluéncia de 30
ou 60J/cm? e o grupo que recebeu apenas o 6leo cicatrizante. O experimento durou
20 dias, e a cada quatro dias foi removida uma das feridas para analise histolégica,
identificando fibroblastos e diferenciando colagenos | e Ill. Presenca significativa de
fibroblastos foram identificados no quarto dia, para os Grupos irradiados, e no oitavo
dia, para o Grupo do Oleo cicatrizante, neste periodo, novos vasos sanguineos foram
visualizados principalmente no grupo L60, porém, no vigésimo dia, ndo foram
encontradas diferencas estatisticas entre 0os grupos para a presenca de fibroblastos
€ Novos vasos sanguineos. Quanto a maturacdo do colageno Ill para o I, foi mais
intenso no grupo L60 no quanto e vigésimo dias, e no grupo L30 no décimo sexto dia
(GONCALVES et al., 2010).

A influéncia do Laser diodo de baixa poténcia (AsGaAl) na cicatrizacdo de
feridas de pele, em animais que receberam nicotina, foi pesquisado em 115 ratos
divididos em quatro grupos: G1, com injecdes de solucdo salina e sem Laser; G2,
com solucéo salina e tratado com Laser; G3, com injecdes de nicotina e sem Laser e
G4, com nicotina e Laser. Todos tiveram uma ferida dorsal, os animais irradiados
(G2 e G4) usaram Laser com 660nm, 30mW e 5.57J/cm? em nove pontos da ferida.
Os resultados histolégicos indicaram que o Laser pode interferir positivamente na
cicatrizacdo de feridas, nos Grupos que receberam nicotina, reduzindo o processo
inflamatorio, atraindo mais fibroblastos e antecipando o recobrimento epitelial,
porém, apenas quando comparando ao Grupo com nicotina e sem Laser (G3), que
apresentaram retardando nas diferenciacdes celulares e no avanco do reparo do

tecido cutaneo, entretanto, também ficou demonstrado, o efeito prejudicial da
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nicotina, mesmo com o0 uso do Laser se comparado a um tecido sem a nicotina
(GARCIA et al., 2012).

2.4.2 LDTBP com AlGalnP

O Laser diodo (AlGalnP) foi analisado na cicatrizag&o de feridas de pele de 49
ratos divididos em sete grupos que receberam duas incisbes paralelas. Apenas as
incisbes a esquerda do dorso foram irradiadas com Laser utilizando diariamente,
com 670nm, 10mW de poténcia calculado a partir da irradiancia de 25mwW/cm? e
area de 0,4cm?, e fluéncia de 10J/cm? por ponto em trés areas por dia. A partir do
primeiro dia, o grupo G1 passou pela eutanasia, no segundo dia o0 grupo G2 e assim
sucessivamente até o sétimo dia o grupo G7. As feridas irradiadas no primeiro dia,
nao apresentavam epitélio, fiboras colagenas nem vasos, contudo houve grande
guantidade de leucocitos; no segundo dia, surgimento de epitélio e fibroblastos, mas
seguindo com caracteristicas do primeiro dia; no terceiro dia, inicio da
gueratinizacdo, presenca de fibras colagenas e vasos sanguineos, aumento dos
fibroblastos, reducdo dos PMN e manutencdo dos macrdogagos; no quarto dia,
epitélio mais espesso, reducdo expressiva dos PMN e macrofagos, vasos
sanguineos, fibroblastos dispostos verticalmente e incremento do colageno; no
quinto dia, mostrou fechamento epitelial, maior presenca de vasos sanguineos,
fibroblastos, colagenos e menos macrofagos, no sexto dia, os fibroblastos
posicionaram-se na vertical, mas com alguns na horizontal, sem diferenca para o
grupo controle, reducédo do tecido de granulacdo e numero de vasos sanguineos,
semelhante ao dia anterior, e no sétimo dia, o epitélio completo, sem PMN,
fibroblastos dispostos horizontalmente, menos macréfagos, mais colageno e menos
vasos sanguineos (GAL et al., 2006).

Feridas de pele foram avaliadas histologicamente e macroscopicamente por
meio de imagens para analise dos efeitos do tratamento com Laser diodo (AlGalnP)
utilizando 54 ratos divididos em trés grupos, avaliados no quinto, décimo e décimo
guinto dias. Um Grupo controle, e dois Grupos que receberam diariamente Laser de
modo continuo, técnica de varredura, 660nm, 30mW, mas variando a fluéncia de
3J/cm? (Grupo L3) ou 6J/cm? (Grupo L6). Usando planimetria, para quantificacdo das
estruturas, foram encontrados no quinto dia moderado infiltrado de PMN, sendo

menor para o grupo L3, no décimo dia, ocorreu significativo incremento de vasos
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sanguineos nos grupos L3 e L6 e no décimo quinto dia, significativo aumento das
fibras coldgenas nas feridas irradiadas. Macroscopicamente as feridas para os
grupos L3 e L6, apresentaram cascas mais espessas no quinto dia, sem hiperemia
no décimo dia, mas chegando ao décimo quinto dia com todas as feridas tratadas ou
nao macroscopicamente cicatrizadas (TACON et al., 2011).

A influéncia do Laser diodo (AlGalnP) sobre fibras colagenas e macrofagos foi
realizada com imunohistoquimica em feridas cutaneas de 30 ratos diabéticos
divididos em dois grupos: Grupo controle e Grupo intervencgéo, recebendo Laser de
modo continuo, técnica de varredura, com 660nm, 100mW e 10J/cm?. Os animais
foram avaliados com trés, sete e quatorze dias. As feridas irradiadas, ao longo de
todo periodo tiveram maior producédo de fibras colagenas e menor presenca de
macrofagos (CARVALHO et al., 2010).

Foram estudadas queimaduras de pele, com o objetivo de testar o efeito anti-
inflamatorio do Laser diodo (AlGalnP) em 36 ratos divididos em trés grupos
avaliados em quatro momentos apds a queimadura (3, 7, 14 e 21 dias). O grupo
controle recebeu tratamento com sulfadiazine de prata e os dois grupos intervencéo
foram irradiados, com técnica pontual, de modo continuo, trés vezes por semana,
com 660nm, poténcia 20mW e variando entre os grupos, a dose de fluéncia por
ponto de 3 ou 6J/cm? em quatro pontos. As andlises demonstraram maior produc&o
de fibras coldgenas no sétimo dia e maior recobrimento epitelial no vigésimo
primeiro dia para o grupo que recebeu dose de 6J/cm?, porém ambas as doses do
Laser foram favoraveis a cicatrizacdo das feridas por queimadura (MORAES et al.,
2013).

2.4.3 Comparando e combinando LDTBP

O uso isolado e combinado de diferentes comprimentos de ondas de Lasers
diodo com poténcia de 35mW foi testado na cicatrizacdo de feridas de pele variando
as doses em quatro pontos por sessdo administradas em dias alternados em 60
ratos divididos em sete grupos: grupo | sem Laser; grupo Il usando 685nm e
20J/cm?; grupo 1l 830nm e 20J/cm? grupo IV associando 685nm com 10J/cm? e
830nm com 10J/cm?; grupo V 685nm e 50J/cm?; grupo VI 830nm e 50J/cm? e grupo

VIl associando 685nm com 25J/cm? e 830nm com 25J/cm?. Os momentos avaliados
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foram com trés, cinco e sete dias apds a cirurgia realizacdo de ferida dorsal. No
terceiro dia, mostrou menor infiltrado inflamatério dos grupos intervencgéo e delicada
formacdo de fibras colagenas; no quinto dia, semelhanca ao terceiro dia, entretanto,
com presenga de novos vasos sanguineos e incremento de fibroblastos, e no sétimo
dia, verificou-se intensa vascularizacdo com vasos envolvidos por fibras colagenas,
mais fibroblastos, discreto infiltrado mononuclear e ainda sem formacao epitelial. O
grupo IV, que combinou comprimentos de ondas somando dose de 20J/cm?
apresentou melhor resultado pela presenca de colagenos, menor infiltrado
inflamatério e pela formacdo de vasos sanguineos, entretanto, bons resultados
também ocorreram nos grupos V e VIl (MENDEZ et al., 2004).

O feito sistémico do Laser diodo foi avaliado em feridas de pele diretamente
irradiadas em dias alternados, e em feridas afastadas néo irradiadas, onde foram
analisados parametros de cicatrizacdo. Para isto, 36 ratos receberam trés feridas
dorsais medianas, onde apenas uma foi tratada. A amostra foi dividida em quatro
grupos: Grupo |, sem Laser, grupo Il, recebendo Laser vermelho (GaAllnP = 670nm),
grupo lll, com Laser infravermelho (AsGaAl = 830nm) e grupo IV combinou os dois
comprimentos de ondas, dividindo a dose de fluéncia e mantendo a poténcia. Cada
grupo foi avaliado com trés, cinco e sete dias. Os Grupos intervencédo receberam
dose de fluéncia de 20J/cm? e poténcia de 30mW, quando usado luz vermelha e de
50mW quando infravermelha. O resultado, que exibiu maior avanco nas feridas
distantes, ficou mais bem evidenciado no sétimo dia. Porém, o melhor resultado para
as feridas irradiadas diretamente ou nao irradiadas ocorreu quando os comprimentos
de ondas foram combinados na mesma terapia (RODRIGO et al., 2009).

Em uma amostra de 19 ratos, destes nove diabéticos, com o objetivo de
avaliar se a combinacdo de Lasers diodo vermelho (GaAllnP = 670nm) e
infravermelho (AsGaAl = 810nm) pode acelerar a cicatrizacdo de feridas de pele, foi
dividida em quatro grupos: controle diabetes, Laser diabetes, controle ndo diabetes e
Laser ndo diabetes. As feridas, com 12mm de diametro, foram fotografadas para
mensuracdes no dia da cirurgia e com mais 3, 6, 9, 12, 15, 20 e 24 dias, sendo a
urina coletada ao longo de sete dias. Os grupos que usaram o Laser combinaram as
aplicacdes dos dois comprimentos de ondas nas mesmas regifes com 0s seguintes
ajustes: Laser vermelho com 500mW e 10J/cm? e o infravermelho com 250mW e
1.33J/cm?, aplicando a terapia a cada trés dias, usando modo pulsatil em trés

frequéncias (292Hz, 584Hz e 1168Hz) até o ultimo dia do experimento. As analises
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estatisticas ndo apresentaram diferengcas entre os animais diabéticos e néo
diabéticos, porém constatou-se um aumento no volume de urina de ratos ndo
diabéticos e tratados com Laser, ndo sendo este efeito esclarecido (NOUDEH et al.,
2010).

Diferentes comprimentos de ondas, de Laser diodo de baixa poténcia, foram
testados em feridas de pele contaminadas por Staphylococcus aureus em 24 ratos,
divididos em quatro grupos: grupo controle; grupo do Laser vermelho utilizando
680nm, 30mW,; grupo do Laser infravermelho utilizando 790nm, 40mwW, ambos com
5J/cm? por ponto em quatro pontos da ferida; e o grupo da associacdo dos Lasers
vermelho e infravermelho, que usou fluéncia dos demais Grupos, dividida para cada
comprimento de onda, quanto a posologia, para todos, a intervengcdo ocorreu em
dias alternados. A terapia durou sete dias, mas cada Grupo foi avaliado com oito e
qguinze dias. Novos vasos, proliferacdo de fibroblastos e recobrimento epitelial das
feridas, para os dois comprimentos de ondas usados, foram encontrados nos dois
dias avaliados, entretanto, quando a associacdo ocorreu, verificou-se nos dois dias
estudados menos infiltrados inflamatério, mais fibras colagenas, que se mostraram
maturadas e organizadas paralelas ao plano epitelial. Com isso, foi constatada nas
feridas de pele contaminadas, que o seu processo de reparacéo € acelerado quando
associando comprimentos de ondas (SANTOS et al., 2011).

O impacto térmico do Laser diodo de baixa poténcia foi avaliado com camaras
termogréficas, quando associado comprimentos de ondas vermelhas (640 nm) e
infravermelhas (875 nm), em frequéncia pulsatil (250 Hz), com diferentes ajustes de
energia para diferentes pigmentacdes de pele. Foram selecionados 42 individuos
saudaveis, de ambos o0s sexos, com idade igual ou superior a 18 anos. Os
individuos foram randomizados em grupos que receberam diferentes doses de
energia: 0 J por 60 segundos, 10J por 76 segundos, 30J por 228 segundos e 50J por
380 segundos, sendo a temperatura avaliada nos ultimos cinco segundos de
aplicacdo do Laser e por mais um minuto apos a irradiacao finalizada. Comparando
as diferentes pigmentacfes de pele, grupos etarios e género ndo se constataram
significativos aumentos de temperatura na area tratada (P>0,05). Por tanto, este
estudo indicou que, usando o Laser diodo no modo pulsatil, e associando
comprimentos de ondas vermelhas e infravermelhas, ndo ha aquecimento tecidual
da pele, mesmo quando varia a pigmentacdo da mesma (GRANDINETTI et al.,
2015).
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3 HIPOTESE

Considerando dados de revisdes sistematicas (LIMA; BARBOSA; SOUSA-
RODRIGUES, 2014, LIMA et al., 2016), o uso da menor dose de fluéncia testada
(20J/cm?), combinada com a poténcia de 100 mW, propicia no periodo de trés dias
apos a cirurgia a maior aceleracdo do processo cicatricial da ferida cutanea.
Entretanto, ndo havendo na literatura pesquisada trabalhos com feridas de pele em
ratos, usando Laser Diodo de Baixa Poténcia, associando comprimentos de ondas
vermelhas e infravermelhas em todos os seus Grupos intervencdo, bem como
também ndo sendo encontrada, nesse contexto metodolégico, uma avaliagdo com
estereologia. Por isso, ndo se pode quantificar na hipétese, com base na literatura,

gual a medida deste resultado.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Criar um protocolo de dosagem de fluéncia (J/cm?), ainda nao definido, para o
uso combinado de comprimentos de ondas vermelhas e infravermelhas nos
tratamentos de feridas de pele com Laser Diodo Terapia de Baixa Poténcia
(LDTBP).

4.2 Obijetivos especificos

a) Determinar em que periodo de tempo pdOs-operatorio, trés, sete ou quinze
dias, ocorreu o maior avango do processo cicatricial das feridas de pele combinando

comprimento de ondas vermelhas e infravermelhas no uso do LDTBP;

b) Avaliar, através de técnicas biométricas, o fechamento de feridas de pele
com o uso combinado de comprimentos de ondas vermelhas e infravermelhas do
LDTBP;

c) Utilizar técnicas morfométricas para mensurar as espessuras dos
recobrimentos epiteliais e da queratina dessas feridas durante o processo de

reparacao;

d) Quantificar através de técnicas estereoldgicas elementos importantes para a

reparacao das feridas de pele.
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5 MATERIAL E METODO
5.1 Autorizacdo do Comité de Etica em Pesquisa

O presente experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade de Ciéncias da Saude de Alagoas em 18 de dezembro de 2013,
identificado pelo protocolo 103-A.
5.2 Calculo do tamanho da amostra

O célculo do tamanho da amostra (Figura 1) foi realizado com a formula
aplicada em estudos estereoldégicos (Cruz-Oriver; Weibel, 1990), P= (0,5)",
determinando que os grupos em cada seguimento de tempo tivessem cinco animais,
portanto, considerando os trés seguimentos usados no experimento, foram utilizados

15 animais por grupo.

Figura 1 - Equacéao para o calculo do tamanho da amostra.

p=(0,5)"... Logo, se n=5 teremos:

p=(0,5)°... p= 0,03 (p<0,05)

Fonte: AUTOR, 2016.

5.3 Formacao dos grupos

Este estudo baseou-se em diretrizes de pesquisa com animais para 0 manejo
da amostra utilizando the ARRIVE guidelines for reporting animal research
(KILKENNY et al., 2012).

A amostra composta por 60 ratos Wistar da espécie Rattus norvegicus,
machos, com 60 dias de vida, massa corpérea entre 250 e 300 gramas, clinicamente
saudaveis cedidos pelo Centro de Cirurgia Experimental e Biotério da Universidade

de Ciéncias da Saude de Alagoas.
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Os ratos foram randomizados por sorteio em quatro grupos, sendo um nao
tratado e trés tratados com irradiacdo da associacao entre comprimentos de onda do
Laser vermelho e infravermelho em quatro pontos da ferida (MENDEZ et al, 2004,
MEDRADO et al, 2008; RIBEIRO et al, 2009; SANTOS et al, 2011; MORAES et al,
2013) (Tabela 1), onde cada ponto recebeu metade da dose de fluéncia com Laser
de comprimento de onda vermelha (inio Galio Aluminio Fosfito- InGaAIP com
660nm) e outra metade com Laser de comprimento de onda infravermelho (Arseneto
Galio Aluminio- AsGaAl com 808nm), ficando os grupos, portanto da seguinte forma:

Grupo A - Controle (sem irradiacao);

Grupo B — Aplicacdo de 10J/cm? de cada comprimento de onda, totalizando
20J/cm? por ponto irradiado/dia;

Grupo C — Aplicacéo de 30J/cm? de cada comprimento de onda, totalizando
60J/cm? por ponto irradiado/dia;

Grupo D — Que recebeu a aplicacdo de 60J/cm?, totalizando 120J/cm? por
ponto irradiado/dia.

Cada grupo foi avaliado, ap6s o dia da cirurgia, nos periodos de tempo trés,
sete e quinze dias, para acompanhar a evolu¢do do processo cicatricial (Figura 6).
Todos os animais ficaram em gaiolas individuais, com periodos de luz/escuridao de
12 horas cada, alimentando-se com racdo especifica (Presence® ratos e
camundongos— Invivo — Descalvado, SP, Brasil), e 4gua ad libitum e durante todo o

periodo do experimento ndo houve registros de perdas nem exclusoes.



40

5.4 Parametros ajustados no LASER

Os parametros de ajuste do Laser diodo terapia de baixa poténcia
(LDTBP) mostram variagbes na dose de fluéncia, e por consequéncia do valor
constante da poténcia, o tempo e a energia emitida pelo aparelho Photon
(DMC - Plantation, FL, USA),
grupos, considerando que a dose de fluéncia é diretamente proporcional a

Lase |l também sofreram variacbes entre o0s

7z

energia, que por sua vez também é diretamente proporcional ao intervalo de

tempo de irradiagcdo (Figura2 e Tabela 1).

Tabela 1- Ajustes dos paradmetros do LDTBP usados nos grupos estudados.

Grupos Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
LDTBP
Meio ativo Sem Laser InGaAIP InGaAIP InGaAlP
GaAlAs GaAlAs GaAlAs
Comprimento de Sem Laser 660nm 660nm 660nm
onda
808nm 808nm 808nm
Poténcia Sem Laser 100Mw 100Mw 100mw
Intensidade Sem Laser 393,7mW/cm® 393,7mW/cm® 393,7mW/cm®
Energia Sem Laser 2x 0,2 2x 0,8J 2x 1,6J
0,4J 1.6J 3.2]
Tempo total Sem Laser 2Xx 2 seg 2x 8 seg 2x 16 seg
4 seg 16 seg 32 seg
Modo Sem Laser Continuo Continuo Continuo
Spot size Sem Laser ~0,254cm” ~0,254cm” ~0,254cm”
Posologia Sem Laser Dias alternados Dias alternados Dias
Alternados
Técnica Sem Laser Pontual Pontual Pontual
Local Sem Laser (Margens anterior, posterior e laterais da ferida.)
Fluéncia Sem Laser InGaAlP=10J/cm® | InGaAIP=30J/cm’ | InGaAIP=60J/cm”
GaAlAs =10J/cm® | GaAlAs= 30J/cm® | GaAlAs= 60J/cm”
Total = 20J/cm2 | Total = 60J/cm® | Total = 120J/cm?2

Fonte: AUTOR, 2016.
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5.5 Cirurgias para as realizagdes das feridas

Para a confeccdo da ferida cutanea dorsal, os animais foram anestesiados
com injecdes peritoneais de cetamina (1% 0,9mL/Kg) e cloridrato de xilasina (2%
0,1mL/Kg). Apos, realizou-se a tricotomia manual, antissepsia com clorexidina 2% e
remocédo de fragmento de pele com auxilio de um punch dermatolégico n° 8 (Rhosse
— Ribeirdo Preto, SP, Brasil) com profundidade limitada a fascia muscular, esta ferida
foi realizada posteriormente a dobra cutanea dorsal do pescoco. Em seguida
procedeu-se a mensuracdo com paquimetro digital (Titan TIT-C454® - Cidade de
Leste, Paraguai) dos eixos antero-posterior, latero-lateral da ferida e da espessura
do fragmento removido (Figura 3) e logo apés, deu-se inicio as terapias com LDTBP.

Figura 2 - Confeccao da ferida de pele e mensuragcfes biométricas.

Incisdo realizada com o Punch dermatoldgico n.8 (A); fragmento de pele removido apds inciséo e
exposi¢do da ferida (B); mensuracdo antero-posterior da ferida para biometrias (C) e mensuracao
latero-lateral da ferida também para biometrias (D). Fonte: AUTOR, 2016.
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Figura 3- Intervencéo realizada na ferida de pele com LDTBP.

Uso do LDTBP com comprimentos de ondas infravermelhas (A); aparelho de LDTBP utilizado nas
intervengBes, com ponteira para comprimentos de ondas vermelha e infravermelha (B) e uso do
LDTBP com comprimentos de ondas vermelhas (C). Fonte: AUTOR, 2016.

5.6 Biopsias, exames laboratoriais e eutanasia

Apos os trés diferentes periodos da cirurgia (CARVALHO et al., 2010; BAYAT,;
AZARI; GOLMOHAMMADI, 2010), os animais de cada seguimento (trés, sete e
guinze dias) foram novamente anestesiados e submetidos as mesmas mensuracdes
biométricas. Com os animais anestesiados, procedeu-se a biopsia de area cutanea
com margem de tecido sadio ao redor da ferida, totalizando 225mm?. Cada
fragmento foi fixado em formaldeido a 10%, processadas para rotina histolégica com
microscopia de luz e corados com tricromio de Gomori pigmentando o0s
componentes tissulares da pele, e em especial de verde as fibras colagenas. O
sangue cardiaco foi coletado através de puncao transtoracica para realizacao de
exames laboratoriais: hemograma e bioquimica (glicemia, creatina, ureia,
triglicerideos e lipidograma). Esta puncdo sanguinea levou os animais a eutanasia
por choque hipovolémico, ainda sob efeito da anestesia (Figura 4).

Em cada lamina histologica, foram alocados quatro cortes de 5um de
espessura (retirados especificamente dois a direita e dois a esquerda do tecido
biopsiado, sendo 10 cortes descartados previamente a cada par de cortes
selecionados). As imagens foram obtidas com um microscépio oOptico Olympus
BX51® (Miami, FL, USA), no aumento de 40x.
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5.7 Biometria, morfometria e estereologia

A biometria das feridas foi realizada para medir a area da superficie e o
volume das feridas no inicio e no término do experimento, possibilitando conhecer os
valores absolutos e relativos da retracdo e a taxa diaria de fechamento destas. A
morfometria serviu para aferir a espessura da queratina e do epitélio; e recursos
estereolbgicos foram aplicados para uma andlise quantitativa e tridimensional nas
imagens histolégicas, medindo a densidade de volume (Vv), densidade de perfil da
area (Qa), densidade de superficie (Sv) e a densidade de comprimento (Lv) de
estruturas como epitélio e fibras coldgenas (avaliadas pela Vv), fibroblastos,
infiltrado leucocitario e glandula sebacea (avaliadas pelas Vv, Qa), angiogénese,
foliculos pilosos e musculo eretor do pelo (avaliadas pelas Vv, Qa, Sv, Lv). As
férmulas utilizadas nas biometrias e estereologia estdo na tabela 2.

Figura 4 - Procedimentos realizados para eutanasia e obtencdo do fragmento do
tecido para biopsia.

Puncéo transtoracica para exsanguineacao (A); Incisdo com margem de seguranca para biopsia de
ferida (B); fragmento de pele removido para fixacdo em formol 10% (C) e laminas histologicas
preparadas para anélise em microscépio (D). Fonte: AUTOR, 2016.
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Tabela 2- Equagdes biométricas e estereoldgicas utilizadas

Denominacéo Equacéo Unidade de medida
Area da ferida A=Rap x RIl x 1 mm?

Volume da ferida V=AXE mm’®

Densidade de volume Vv= Pp/Pt (%)

Densidade de perfil da area Qa= Perfis/At 1/ pm?)

Densidade de superficie Sv=2xI/L (um?/ pm®)
Densidade de comprimento Lv=2x Qa (um/ pm?)

A= area circular; Rap= raio antero-posterior; Rll= raio latero-lateral; E=espessura; As taxas de
retracdo diaria da area e do volume foram obtidas pela divisdo do valor da area ou do volume pelo
namero de dias até a eutanasia; Pp= ponto tocados no sistema teste 36 pontos; Pt= total de pontos
do sistema teste (36 pontos); Perfis= contagem dentro do sistema da area teste; At= area teste
(262.6635 umz); I= contagem de estruturas fazendo intersecdo nos arcos cicloides; L= comprimento
linear de um arco cicloide (4.82759 umz). Fonte: AUTOR, 2016.

5.8 Calculo do numero de pontos e campos

Para ser encontrado e considerando o valor estimado de campos histologicos
a serem examinados, foram utilizados calculos matematicos, a partir do uso de
equacdes (Figura 5) realizadas em estudos estereoldgicos. Para processar o calculo
destas equacdes, faz-se necessario a identificacdo dos valores de suas incognitas,
tais com: o erro padrdao (EPR) de 5%=0,05 e uma densidade de volume extraida da
literatura, para o calculo desta pesquisa foi considerado o (Vv) de 54%=0,54
encontrado por Khoshneviszadeh et al, 2012, assim, foi obtido um resultado igual a
184. Porém pela necessidade de correcdo deste valor, por ter sido considerado
apenas 54%, aplicou-se uma equacdo de correcdo (Figura 5), e o numero foi
ajustado para 340 pontos necessarios a serem utilizados nos sistemas teste para
cada animal do experimento, distribuidos pelos cortes histologicos nas avaliacGes
estereologicas (HALLY, 1964).

Figura 5 — Equagbes para calcular o numero de pontos e campos no estudo
estereoldgico.

EPR=V1—-Vv-+n N corrigido= N calculado + VV

Fonte: AUTOR, 2016

Para obtencdo dos 340 pontos necesséarios ao estudo foram utilizadas 10

imagens para cada animal, visando a obtencdo da média entre os 36 pontos de um
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sistema teste e as 32 extremidades nas 16 lamelas do sistema teste com arcos
cicloides, encontramos 0 numero médio de 34 pontos, que aplicados em cada uma
das 10 imagens, formam os 340 pontos necessarios a analise dos tecidos por estes
testes estereoldgicos.

As imagens, obtidas nos campos histologicos e aplicadas nas quantificacfes
morfométricas e estereoldgicas foram escolhidas aleatoriamente durante a
visualizacdo microscopica das laminas histolégicas, possibilitando a realizacdo das
contagens de estruturas que foram analisadas através do uso de area teste (At) de
262.6635um?, para calcular o Qa e o Lv, um sistema teste com 36 pontos, com
distancia entre pontos de 2.4419um, para calcular o Vv e um teste com 16 arcos
cicloides, medindo cada um 4.82759um, para calcular o Sv (Figura 7).



Figura 6 - Sequéncia dos eventos metodoldgicos da pesquisa.

Célculo do tamanho da amostra e sele¢éo dos 60 animais

Alocacéo randomizada dos animais nos Grupos

v v
Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
(Controle) (20J/cm?) (60J/cm?) (120J/cm?)
A3 (n=5) B3 (n=5) C3 (n=5) D3 (n=5)
A7 (n=5) B7 (n=5) C7 (n=5) D7 (n=5)
A15 (n=5) B15 (n=5) C15 (n=5) D15 (n=5)
v v

Dia da cirurgia para confeccéo das feridas em todos os animais:
medidas biométricas das feridas e inicio da terapia com Laser nos
Grupos intervencao.

v v v v

Um dia p6s-cirurgia: sem terapia
Dois dias poOs-cirurgia: terapia com Laser nos Grupos intervencao

v v v v

Trés dias pds-cirurgia: sem terapia com Laser; os animais alocados em
A3, B3, C3 e D3 foram eutanasiados, submetidos a novas medidas
biométricas e biopsiados para analise histolégica de morfometria e
estereologia

v v v v

Quatro dias pos-cirurgia: terapia com Laser nos Grupos intervengao
Cinco dias pés-cirurgia: sem terapia
Seis dias po6s-cirurgia: terapia com laser nos Grupos intervencao

v v v v

Sete dias pés-cirurgia: sem terapia com Laser; os animais alocados em
A7, B7, C7 e D7 foram eutanasiados, submetidos a novas medidas
biométricas e biopsiados para analise histolégica de morfometria e
estereologia

v v v v

Oito dias poés-cirurgia: terapia com Laser nos Grupos intervencao
Nove dias pés-cirurgia: sem terapia
Dez dias poés-cirurgia: terapia com laser nos Grupos intervengéo
Onze dias pés-cirurgia: sem terapia
Doze dias poés-cirurgia: terapia com Laser nos Grupos intervengao
Treze dias pos-cirurgia: sem terapia
Quatorze dias pos-cirurgia: terapia com Laser nos Grupos intervencao

v v v v

Quinze dias pos-cirurgia: sem terapia com Laser; os animais alocados
em Al5, B15, C15 e D15 foram eutanasiados, submetidos a novas
medidas biométricas e biopsiados para andlise histologica de
morfometria e estereologia

46
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5.9 Variaveis
5.9.1 Variaveis primarias

As variaveis primarias ou dependentes visaram buscar responder a pergunta
da pesquisa, e assim alcancar o objetivo do trabalho, aqui elas foram: retracdo da
area da ferida em valores absolutos, relativos e a sua taxa diaria; retracdo do volume
da ferida em valores absolutos, relativos e a sua taxa diaria; as medidas
morfométricas da queratina e da porcao celular do epitélio e todos os parametros
estereolégicos aqui calculados para o epitélio, fibras colagenas, fibroblastos,

leucécitos e vasos sanguineos.

Figura 7- Testes e método de quantificacdo em estereologia.

A B

Teste estereoldgico com 36 pontos (A); teste estereoldgico com arcos cicloides (B); demonstragéo do
uso dos testes estereoldgicos sobre imagens histolédgicas (C e D). Fonte: AUTOR, 2016.
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5.9.2 Variaveis secundérias

As variaveis secundarias visaram responder, porém com menos precisao, a
pergunta da pesquisa quando ela ndo é encontrada dentre as variaveis primarias.
Aqui, elas foram representadas por parametros estereoldgicos calculados para as
glandulas sebaceas, foliculos pilosos e musculos eretores do pelo.

Os exames de hemograma e bioquimico realizados foram dados
complementares, que nao respondem a pergunta da pesquisa, porém ajudam no

reconhecimento da homogeneidade da amostra.

5.10 Estatistica

Foi comparado o Grupo controle com os Grupos intervencgdes, como também,
foram realizadas comparacdes entre os Grupos intervencdes, usando diferentes
doses de fluéncias na busca de encontrar doses com efetividades terapéuticas para
as variaveis analisadas, através dos resultados estatisticos. Para obtencdes dessas
comparacodes, foi utilizado o programa Microsoft Office Excel 2007® para registro
dos dados, célculos estereoldgicos e obtencdo das médias aritméticas e desvios
padrdes das variaveis estudadas. Os resultados obtidos foram transcritos para o
programa GraphPad Prism versdo 5.0 e processados estatisticamente utilizando o
teste two-way ANOVA, com poés teste de Bonferroni. Excecdo apenas para 0S
resultados hematoldgicos, pois, esses dados foram processados no teste qui-
guadrado. O nivel de rejeicdo para a hipotese de nulidade foi sempre igual ou
menor que 0,05 (5%).
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6 RESULTADOS

6.1 Variaveis analisadas pela biometria

6.1.1 Retracao relativa da area da ferida

Das variaveis primarias pesquisadas foram encontrados resultados
significantes para a intervengdo na retracdo relativa da area da ferida (p=0.0257)
com trés dias para todos os seguimentos dos grupos intervengdo, porém a maior
reducdo da area da ferida em relacdo a medida inicial, comparando-se com o0 grupo
controle, ocorreu no uso da dose de 120J/cm? com reducédo média de 22,466mm?
(43.13%) e desvio padrédo da média da porcentagem (DP) de 7.437. (Gréfico 1,
Tabela 3 em apéndice).

Grafico 1- Retracdao relativa da area da ferida.

1501
E= Controle

&3 20cm?
8 souem?
@D 120)cm?

100+

50+

Porcentage (%)

s & ~fzrﬂ<z>6\'§
5 A AT D /\\ﬁo

Grupos / Tempo

(*) para p<0,05 e (**) para p<0,05, representado o melhor resultado no pods-teste de Bonferroni.
Fonte: AUTOR, 2016.

Ocorreram para algumas variaveis biométricas uma significativa interferéncia
do tempo no reparo das feridas de pele. Foram elas: retracdo da area da ferida
(p<0,05), retracao do volume da ferida (p<0,0001), taxa diaria da retracdo do volume
da ferida (p<0,0001) e volume de retracéo relativa da ferida (0,0001). Ja para a taxa
didria da retracdo da area da ferida ocorreu uma significante interacdo entre os

fatores tempo e intervencéo (p=0,0109) (Tabelas 4, 5, 6, 7, 8 no apéndice).
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6.2 Variadveis analisadas pela morfometria

Para ambas as variaveis analisadas pelo método morfométrico foi identificado
significativa interagdes entre os fatores tempo e intervencgéo: para a espessura da
porcdo celular do epitélio (p<0,0001) e para espessura da por¢cdo aderida da
gueratina (p=0,0267), onde os dados sdo apresentados nas Tabelas 9, 10 no
apéndice.

6.3 Variaveis analisadas pela estereologia
6.3.1 Fibras colagenas
6.3.1.1 Densidade de volume do colageno (Vv)

O Vv do colageno respondeu com eficacia a intervencao (p<0.0001) com sete
e quinze dias no grupo B e para todos os seguimentos de tempo dos grupos C e D,
porém a mais significante concentracdo de fibras colagenas ocorreu com quinze

dias, quando foi usada dose de 120J/cm? apresentando valor médio da Vv de
53.44% e DP de 6.30. (Gréfico 2, Tabela 11 em apéndice).

Grafico 2- Densidade de volume do colageno.
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(*) para p<0,05 e (**) para p<0,05, representado o melhor resultado no pds-teste de Bonferroni.
Fonte: AUTOR, 20186.
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6.3.2 Vasos sanguineos

6.3.2.1 Densidade de perfil da &rea e densidade de comprimento de vasos
sanguineos (Qa e Lv)

A Qa, que determina a quantidade de uma estrutura analisada dentro de uma
area teste, usada sobre as imagens histologicas, e a Lv, que mensura o
comprimento linear de uma estrutura dentro de uma mesma area teste, também
posta sobre imagens histologicas, quando avaliadas para os vasos sanguineos
também apresentaram eficacia a intervencéo, quando avaliadas para Qa (p<0.0011)
e Lv (p<0.0007), ambos no periodo de trés dias com as doses de 60 e 120J/cm?,
contudo, como essas doses foram igualmente significativas e apresentaram
resultados estatisticamente semelhantes, deve-se considerar que a dose de
60J/cm?, que utilizou menor tempo de aplicacdo do LDTBP, demonstrou melhor
relacdo tempo-beneficio na aceleracdo da cicatrizacdo cutanea, mostrando Qa
médio de 0.007614/um? e DP de 0.002798 e Lv médio de 0.015229pum/um?* com DP
de 0.005595. (Graéficos 3, 4; Tabelas 12, 13 em apéndice).

Grafico 3- Densidade de perfil da area dos vasos sanguineos.
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Gréfico 4- Densidade de comprimento dos vasos sanguineos.
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(*) para p<0,05 no pos-teste de Bonferroni. Fonte: AUTOR, 2016.

6.3.2.2 Densidade de superficie de vasos sanguineos (Sv)

A Sv, que projeta a medida de volume de uma estrutura a partir das medidas
de sua area encontrada na superficie examinada, para 0s vasos sanguineos
também apresentou resultado significante (p<0.0421), porém nao foram encontradas
diferencas entre os grupos controle e intervencao, por isso, ndo fez diferenca, para
esta variavel estereoldgica, entre irradiar as feridas com LDTBP combinando

comprimentos de ondas ou nédo (Tabela 14, Gréfico 5).

Gréfico 5- Densidade de superficie dos vasos sanguineos.
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O pos-teste de Bonferroni ndo mostrou diferengas entre os grupos. Fonte: AUTOR, 2016.
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Para a densidade de volume (Vv) dos vasos sanguineos ocorreu interacdo
significativa entre os fatores tempo e intervencdo (p=0,0022), onde os dados sao
mostrados na Tabela 15 no apéndice.

6.3.3 Fibroblastos

As variaveis envolvendo a analise de fibroblastos mostraram-se com
significativa interagcdo entre os fatores tempo e intervencdo: densidade de volume
(p<0,0006) e na densidade de perfil da area (p<0,0001), onde os dados sédo
mostrados nas Tabelas 16, 17 no apéndice.

6.3.4 Leucocitos

Os Leucocitos identificados, a exemplo dos fibroblastos, também
apresentaram resultados significantes para a interacdo entre os fatores tempo e
intervencdo: densidade de volume (p<0,0001) e na densidade de perfil da area

(p<0,0004), onde os dados sdo mostrados nas Tabelas 18, 19 no apéndice.

6.3.5 Epitélio

A analise estereoldgica, usada para quantificar a densidade de volume de

area ocupada pelo epitélio e queratina, apresentou resultado significante para a

interacdo entre os fatores tempo de intervencdo (p<0,0001), onde os dados séo

mostrados na Tabela 20 no apéndice.

6.3.6 Foliculos pilosos

Em todas as andlises realizadas, os foliculos pilosos tiveram efeito

significante do tempo: densidade de volume (p=0,0001), densidade do perfil da area
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(p=0,0101), densidade de superficie (p<0,0001) e densidade de comprimento

(p=0,0045), onde os dados sédo mostrados nas Tabelas 21, 22, 23, 24 no apéndice.

6.3.7 Glandulas sebaceas

As duas analises realizadas para as glandulas sebaceas, densidade de
volume e densidade do perfil da area, ndo se mostraram significantes (p>0,05) para
os fatores tempo e intervencdo de forma isoladamente ou na interagéo entre estes
fatores. As Tabelas 25, 26 apresentam os dados para esta variavel dentro do
apéndice.

6.3.8 Musculos eretores dos pelos

A andlise da densidade de volume e de superficie ndo apresentou valor
significante para a interacdo entre os fatores tempo e intervencéo, e também para
estes fatores, quando analisados isoladamente (p>0,05). Porém, o tempo interferiu
significativamente na densidade de perfil da area (p=0,0218) e na densidade de
comprimento (p=0,0216). Os dados sdo apresentados nas Tabelas 27, 28, 29, 30

dentro do apéndice.

6.4 Andlises macroscopicas e histologicas das feridas

Inspecionando as imagens macroscoépicas das feridas de pele reunidas em
conjunto no quadro de imagens (Figura 8), verifica-se que as feridas apresentam-se
menores a medida que as imagens sdo comparadas da esquerda a direita, ou seja,
do Grupo Controle aos Grupos intervencdo, com uma maior retracdo nas feridas do
Grupo D, principalmente com trés dias de pés-operatério. Porém, também se pode
verificar nas imagens esta reducdo do tamanho das feridas de cima para baixo,
indicando que a aceleracdo do fechamento das feridas também esta associada ao
efeito do tempo, principalmente com quinze dias de p6s-operatério, quando se pode

encontrar, em uma das feridas do Grupo D, o seu completo fechamento. Portanto, o
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tempo recebeu uma contribuicdo sinérgica da intervencdo usando LDTBP,
associando comprimentos de ondas vermelhas e infravermelhas, no avanco do
fechamento das feridas de pele.

As imagens histologicas avaliadas em um estrato mais superficial da pele
(Figura 9) indicam, no terceiro dia de pds-operatério, uma menor presenca de fibrina
no Grupo D, assim como menor presenca de infiltrado inflamatério subepitelial nos
seguimentos dos Grupos B-15, C-7, C-15, D-3, D-7 e D-15. O revestimento com
epitélio estratificado pavimentoso queratinizado so6 foi identificado a partir do sétimo
dia de pds-operatdrio nos Grupos intervencao, porém, as interdigitacbes dérmicas
ficaram mais nitidas no décimo quinto dia de pos-operatério, principalmente nos
Grupos intervencao, entretanto, neste ultimo periodo avaliado, o epitélio ja estava
presente em todos os Grupos do experimento.

Em um nivel mais profundo da pele, analisando histologicamente o tecido
conjuntivo (Figura 10), percebe-se um intenso infiltrado inflamatoério, que perdura até
o sétimo dia de pds-operatdrio no Grupo controle, estando esta resposta revertida
mais precocemente nos Grupos intervencdo. Vasos sanguineos também ja séo
identificados com trés e sete dias nos Grupos intervencdo, principalmente nos
Grupos C e D. As fibras colagenas foram presentes, ao longo do tempo
experimental, de forma marcante no Grupo D, porém, com quinze dias de pos-
operatorio, todos os Grupos experimentais exibiram espessas fibras de colageno em
suas matrizes extracelulares.

As imagens macroscopicas e microscopicas das feridas (Figura 7, 8, 9),
indicam que incrementos da dose de fluéncia do LDTBP e do tempo ajudam a
reduzir o tamanho da lesdo, promove angiogénese e aumenta a densidade de fibras
colagenas, favorecendo entender que a intervencado interferiu precocemente na
aceleracéo do processo cicatricial. Corroborando com essas informacdes, a dose de
fluéncia de 120J/cm® mostrou-se com maior eficacia que as demais doses (20 e
60J/cm?), ficando isso demonstrado nos resultados indicados nas tabelas 3 e 11 no
apéndice.

As variaveis complementares, representados pelos resultados do hemograma
e bioquimicos (Graficos de 6a a 6v e 7 no apéndice), ndo apresentaram diferencas
significativas entre o Grupo controle e intervengdo, ndo ocorrendo significancia para
os fatores tempo e intervencdo isoladamente ou pela interacdo destes fatores
(p>0,05).
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Figura 8- A evolucdo do fechamento das feridas de pele ao longo do periodo em
relacdo a cada grupo do experimento.

As imagens acima alinhadas nas colunas representam os grupos participantes da pesquisa, indicados
pelas letras: (A) controle, (B) 20J/cm?, (C) 60J/cm? e (D) 120J/cm?. As imagens dispostas nas linhas
determinam o tempo de seguimento para avaliagdo apés a realizacéo da ferida de pele, indicados

pelos numeros: (3) trés dias, (7) sete dias e (15) quinze dias. Juntando letra com ndmero sera

identificado cada um dos trés momentos de avalia¢cdo dentro dos grupos. Fonte: AUTOR, 2016.
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Figura 9 - Imagens histolégicas de estruturas superficiais da ferida de pele,
observadas ao longo do periodo, em relagdo a cada Grupo do experimento.
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As imagens acima mostram imagem histologica na objetiva de 40x (medida de conversao

10mm:1lum) em uma camada mais superficial do tecido cutdneo. As imagens das colunas
representam os grupos participantes da pesquisa, indicados pelas letras: (A) controle, (B) 20J/cm?,
© 60J/cm? e (D) 120J/cm®. As imagens dispostas nas linhas determinam o tempo de seguimento
para avaliagdo apds a realizagdo da ferida de pele, indicados pelos nimeros: (3) trés dias, (7) sete
dias e (15) quinze dias. Juntando letra com numero sera identificado cada um dos trés momentos de
avaliagdo dentro dos grupos. As setas vermelhas indicam a porgdo celular do epitélio estratificado
pavimentoso queratinizado e a seta azul identifica uma espessa camada coérnea formada

predominantemente por queratina. Fonte: AUTOR, 2016.
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Figura 10 - Imagens histolégicas, com énfase na derme, da ferida de pele, observadas
ao longo do periodo, em relagdo a cada Grupo do experimento.
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A figura acima também mostra imagens histolégicas na objetiva de 40x (medida de conversao

AR5 .BJ‘-15.A. C-15 7 240 D-15\“/‘

10mm:1um) em uma camada mais profunda, exibindo exclusivamente o tecido conjuntivo da pele. As
imagens das colunas representam 0s grupos participantes da pesquisa, indicados pelas letras: (A)
controle, (B) 20J/cm?, (C) 60J/cm” e (D) 120J/cm®. As imagens dispostas nas linhas determinam o
tempo de seguimento para avaliacdo ap0s a realizacdo da ferida de pele, indicados pelos numeros:
(3) trés dias, (7) sete dias e (15) quinze dias. Juntando letra com ndimero sera identificado cada um
dos trés momentos de avaliagdo dentro dos grupos. Podem ser observada presenca de vasos
sanguineos, mais precocemente em D-3, mas também em C-7 (seta preta). Uma crescente
concentracdo de fibras colagenas (coradas em verde) & medida que observamos os grupos de A
para D e a medida de aumentamos o tempo de seguimento de 3 para 15, verificando nessas imagens
(setas vermelhas) um maior incremento de colageno em C-15 e D-15 e intenso infiltrado inflamatério
verificado principalmente em A-3 e A-7 (seta azul). Fonte: AUTOR, 2016.
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7 DISCUSSAO

O Laser de baixa poténcia é um recurso terapéutico reconhecido por induzir
bioestimulagdo em nivel celular (MESTER et al., 1985; SMITH, 1991), os seus
diferentes comprimentos de ondas, sendo mais relatadas as vermelhas e
infravermelhas (SILFVAST, 2004; GONCALVES et al.,, 2010; BRANDALIZE;
PHILIPS, 2016), que através de estimulos em enzimas fotossensiveis, como o
citocromo C oxidase (WU et al., 2004; WONG-RILEY et al., 2005) e a abertura de
canais de N-K (SMITH, 1991), promovem o aumento da absorcdo de oxigénio nas
mitocondrias, gerando mais energia (ATP) para as atividades celulares, tais como
mitoses e sinteses proteicas, sem que para isso, cause aumento local da
temperatura tecidual (PASSARELLA et al., 1984; KARU, 1988; BOLOGNANI, 1993;
GRANDINETTI et al., 2015), desta forma, contribuindo no reparo de tecidos lesados
(NASCIMENTO et al., 2004; NUSSBAUM et al., 2009; GONCALVES et al., 2010;
SILVEIRA et al.,, 2011; NOVAES et al., 2014), desde que, estes ndo possuam
células neoplasicas (SROKA et al., 1999; PROCKT; TAKAHASHI; PAGNONCELLLI,
2008; OLIVEIRA et al.,, 2015; ARDUINO et al., 2016). Estes conhecimentos
oferecem um embasamento biologico para o uso do Laser, visando reparo de
tecidos, como a cicatrizacdo de feridas de pele, permitindo o entendimento do
significante incremento de fibras colagenas encontrada no presente estudo.

Artigos publicados, que compararam comprimentos de ondas vermelhas e
infravermelhas, de forma isolada e associada em terapias para fechamento de
feridas de pele, demonstraram melhores resultados para o uso combinado desses
comprimentos de ondas com LDTBP, aplicados na lesdo em dias alternados e em
modo continuo (MENDEZ et al., 2004; PINHEIRO et al., 2009; RODRIGO et al.,
2009; NOUDEH et al., 2010; SANTOS et al., 2011; CUNHA et al., 2012; LEITE et al.,
2014), contudo, esses estudos ndo apresentam uma densidade de energia ou dose
de fluéncia padronizada visando acelerar a cicatrizacdo de feridas de pele. Porém,
podem ser encontrados autores (MENDEZ et al., 2004; PINHEIRO et al., 2005;
RODRIGO et al., 2009), que obtiveram sucesso terapéutico associando
comprimentos de ondas usando fluéncia de energia ajustada no intervalo funcional,
entre 19 e 130J/cm? (AL-WATBAN; ZHANG, 1995).

Um padrdo de ajuste para a poténcia do LDTBP também né&o foi encontrado,

muitas vezes foram utilizados ajustes diferentes, de acordo com o comprimento de
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onda (RODRIGO et al., 2009; NOUDEH et al., 2010; SANTOS et al., 2011). Um dos
artigos refere que poténcias mais altas em Laser de baixa poténcia tendem a terem
melhores resultados (NASCIMENTO et al., 2004). Outros autores testaram 100mwW
em diferentes periodos, e identificaram, ja nos primeiros momentos das avaliagdes,
um incremento de fibras colagenas e recobrimento epitelial em feridas cutdneas de
ratos (GUNGORMUS; AKYOL, 2009; CARVALHO et al., 2010).

Cada um destes autores, acima citados, utilizou uma dose de Laser diferente,
nao deixando clara a forma que os levou a tomada de deciséo pela dose escolhida.
Com base nestes artigos, no presente trabalho, optou-se por usar fluéncias dosadas
dentro do intervalo, possivel de gerar estimulos nos tecidos irradiados, indicado por
Al-Watban e Zhang, (1995) e ajustamos a poténcia no nivel mais alto disponivel no
aparelho que utilizamos.

A biometria mostrou-se como usual recurso para medir o fechamento das
feridas de pele (NITZ et al., 2006; NOUDEH et al., 2010; GONCALVES et al., 2010),
contudo, abordando apenas o fechamento da sua area, deixando de lado a medida
de volume, que também leva em conta para o processo cicatricial, a formacao de
tecido que ocorre de dentro para fora (BALBINO; PEREIRA, CURI, 2005; KUMAR et
al., 2010; TACON et al., 2011). Embora no presente estudo, tenha sido utilizadas
medidas de volume, estas variaveis ndo apresentaram resultados significantes, ja
para as medidas relacionadas a reducéo da area, foi significante a retracao relativa
da area da ferida, que levou em conta o percentual de retracdo em relacdo a area
inicial.

Para o fechamento da ferida, encontramos resultados significantes com trés
dias, para a area de retracao relativa da ferida nos grupos intervencao (grupo B=
34.05%, grupo C= 31.85% e principalmente grupo D= 43.13%), um estudo utilizando
Laser diodo vermelho e infravermelho foi avaliado com auxilio de planimetria e nédo
encontrou diferencas entre feridas de ratos saudaveis e diabéticos (NOUDEH et al.,
2010), porém, outro estudo obteve melhor resultado utilizando apenas comprimento
de onda vermelha (635nm e 20J/cm?) em feridas contaminadas, tendo como
resultado o fechamento da area com 16.55% em 19 dias (NUSSBAUM et al., 2009).
J& outros autores, utilizando comprimentos de ondas infravermelhas (904nm e 4
Jlcm?) obtiveram reducédo da ferida em 94.76% ap6s 20 dias (GONCALVES et al,
2010), enquanto em nosso experimento, obtivemos 99.01% com quinze dias

utilizando 120J/cm? e também bons resultados com outras doses dos grupos
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intervencdo, com fechamento de 96.25% usando 20J/cm® e 94.95% usando
60J/cm?. Os bons resultados encontrados comparados com outros autores
(NOUDEH et al., 2010) podem ser explicados pelo fato de n&o termos induzido os
animais a uma comorbidade, como também, por todos 0s grupos intervengao terem
recebido comprimentos de ondas associada, corroborado para a maior aceleracao
do fechamento ter ocorrido em uma fase inicial do processo de cicatrizacao,
sugerindo uma precoce atividade de miofibroblastos, retraindo a ferida e
aproximando as suas margens, em um momento, quando a fase inflamatoria ainda
costuma prevalecer (MEDRADO et al., 2008; RIBEIRO et al., 2009), propiciando
melhor qualidade do tecido cicatricial em avaliacbes mais tardias da area reparada
(BAYAT et al., 2010).

Estudos com histologia, que usaram LDTBP, apresentaram avaliacOes
gualitativas (MENDEZ et al., 2004; RODRIGO et al., 2009; NUSSBAUM et al., 2009;
SANTOS et al., 2011) e quantitativas (CARVALHO et al., 2010; GONCALVES et al.,
2010), entretanto, ndo aplicaram recursos estereoldgicos, por outro lado, estudos
gue usaram 0 método estereologico em pele, ndo utilizaram LDTBP (KAMP et al.,
2009; ASHKANI-ESFAHANI et al., 2012; KHOSHNEVISZADEH et al., 2014). Desta
forma, preenchemos uma lacuna na literatura do LDTBP, pois, com 0 uso do método
estereologico, os resultados encontrados apresentam maior acuracia e niveis
reduzidos vieses.

O incremento na Vv de fibras colagenas foi a variavel que apresentou maior
namero de seguimentos de grupos com resultados significantes nas intervencdes
com LDTBP em relacdo ao grupo controle, porém dentre os seguimentos de grupo,
o melhor resultado ocorreu com quinze dias para a dose de 120J/cm? onde se
verificou Vv de 53.44% e DP de 6.30, outro experimento usando Laser infravermelho
isoladamente com 30J/cm?, apresentou maior concentracdo de colageno tipo | no
vigésimo dia com apenas 37.80% e SD de 7.10 e 2.87% e SD de 2.40 de colageno
tipo Ill (GONCALVES et al., 2010) portanto, somado os dois tipos de colagenos
pesquisados, em maior periodo de tempo, ndo foi suficiente para alcancar os niveis
encontrados em nosso estudo.

Ainda em relacdo ao colageno (SANTOS et al., 2011), realizando analise
qualitativa, identificou melhor disposicdo de fibras colagenas combinando
comprimentos de ondas. Também fazendo combinacdo de comprimentos de ondas,

usando 50J/cm?, foi verificado em trés dias um expressivo acréscimo de fibras
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coldgenas (MENDEZ et al., 2004). Avaliando feridas distantes da tratada com
LDTBP, combinando comprimentos de ondas, foram encontrados bons resultados
com a dose de 20J/cm? (RODRIGO et al., 2009). Esta pesquisa encontrou
resultados significantes para o Vv de fibras colagenas usando dose de 20J/cm? com
sete e quinze dias e também usando doses de 60 e 120J/cm? com resultados
significantes para todos o0s seguimentos de tempo testados nas intervencdes.
Considerando a relevante importancia da presenca de fibras coladgenas na
cicatrizagcdo de um tecido, a terapia com LDTBP associando comprimentos de
ondas, mostrou-se superiores aos demais estudos analisados, sendo eficaz ao longo
de todo o experimento, contudo ndo podemos fazer comparagcbes usando O
resultado da Vv de fibras colagenas com outros trabalhos que tenham utilizado o
LDTBP, pois, esses nado foram encontrados em banco de dados de artigos
cientificos. Usando o método estereologico, ainda assim, os valores de Vv nao
diferem significativamente de outros estudos que usaram recursos de estereologia
em tecidos cutaneos, poréem sem usar LDTBP (KHOSHNEVISZADEH et al., 2012).
Os vasos tiveram trés variaveis com resultados significantes para a
intervencdo (Qa. LV e Sv), encontrando-se o melhor resultado para a dose de
60J/cm? com trés dias, mostrando Qa de 0.008833 /um? com DP de 0.002867 e Lv
de 0.017665 pm/um? e DP de 0.005734, ndo havendo diferencas estatisticas neste
mesmo periodo para dose de 120J/cm? porém, considerando o menor tempo
de irradiacdo no uso de 60J/cm? a torna mais vantajosa, pois se pode obter
uma angiogénese significante, com um tempo de irradiacdo menor, porém,
para a Sv, mesmo com resultado significante, os resultados dos grupos
intervencdo foram semelhantes aos obtidos no grupo controle. Em estudos
onde a associacdo de comprimentos de ondas com LDTBP se mostraram
gualitativamente melhores para a nova vascularizacdo, que o uso isolado de
Lasers diodo vermelho ou infravermelho, também relataram desde cedo a presenca
de vasos nos tecidos cutaneos (MENDEZ et al., 2004; RODRIGO et al., 2009;
SANTOS et al.,, 2011). Em outras terapias, sem o LDTBP, para cicatrizacdo de
feridas de pele, a Lv dos vasos foi menor que no grupo controle
(KHOSHNEVISZADEH et al.,, 2014) ou ndo se mostrou com resultado
significante (ASHKANI-ESFAHANI et al., 2012), demonstrando que o uso do
LLDLT, principalmente combinando comprimentos de ondas, e sendo avaliado

também através da estereologia, revelou-se eficaz para intensificar a
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neovascularizacdo nas feridas de pele, encurtando o tempo da fase
proliferativa e precipitando a fase de remodelamento da ferida, sendo esse
entendimento corroborado pelos bons resultados de incremento de fibras
coldgenas encontradas neste estudo.

Cinco das variaveis primarias (27,78%) tiveram resultado significante a favor
da intervencdo, ficando demonstrado em quatro (22,22%) a superioridade da
intervencdo sobre o controle, destacando-se o desempenho para a Vv das fibras
coldgenas, que demonstraram incremento significante em todos 0s grupos
intervencédo, inclusive nas avaliagcdes realizadas com quinze dias, as demais
variaveis, onde a intervencao obteve sucesso, demonstraram estatisticamente que a
terapia proposta funcionou para acelerar a cicatrizagdo da ferida cutanea com trés
dias, ja com sete e quinze dias, a excecado da Vv das fibras colagenas, ndo houve
diferencas estatisticas entre 0s grupos experimentais e o controle, porém, ainda em
um dos casos onde a intervencdo mostrou-se significante (5,56%), referente a Sv
dos vasos sanguineos, o controle ndo se mostrou diferente da intervencéao, portanto,
para esta variavel foi indiferente realizar a irradiacdo com LDTBP combinando
comprimentos de ondas neste contexto metodologico apresentado. Deste modo,
pode-se perceber que o LDTBP interferiu positivamente a favor da aceleracdo das
feridas de pele em variaveis fundamentais, comprovado pelo incremento de fibras
colagenas, fechamento relativo da area da ferida e angiogénese através do aumento
das densidades de perfil da area e do comprimento dos vasos sanguineos.

Para outras quatro varidveis primarias (22,22%) o fator tempo interferiu
isoladamente no processo de fechamento da ferida, permitindo a interpretacéo de
gue o tempo contribuiu decisivamente e de forma mais significativa que a
intervencdo na cicatrizacdo das feridas para estas variaveis. Para metade das
variaveis primarias da pesquisa ocorreram interacfes entre os fatores tempo e
intervencdo, o que tornou inviavel interpretar os resultados estatisticamente para
estes casos, pois havendo interagcdo ndo se pode afirmar se os fatores agiram
isoladamente, sinergicamente ou antagonicamente a favor ou contra o desfecho da
cicatriz da ferida de pele. Esses resultados mostrados ndo comprovam existir efeitos
deletérios ao tecido cutaneo e, portanto, também n&o se mostram prejudiciais ao
processo de cicatrizacao das feridas de pele.

Nas feridas de pele, irradiadas com Laser de baixa poténcia, células, como

fibroblastos, usualmente séo relatadas com resultados apresentando um aumento
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em sua quantidade nos tecidos irradiados (ALMEIDA-LOPES et al., 2001; ALMEIDA-
LOPES, 2003; DAMANTE, 2007; ESMAEELINEJAD et al., 2014); os leucécitos,
apoés esta terapia, costumam se apresentar em menor numero nestes tecidos
afetados, caracterizando reducédo do infiltrado inflamado (BAYAT et al.,, 2008;
TACON et al., 2011; GAL et al., 2009; PIRES et al., 2011; LIMA et al., 2013). Ja
Akyol; Gungormus (2010), ndo constataram vantagens da bioestimulagédo do Laser
de baixa poténcia para o incremento de fibroblastos e reducdo do infiltrado
inflamatério, quando avaliado no final do processo reparador. Realizando uma
avaliacdo quantitativa acurada, como é o caso do método estereoldgico, 0s
fibroblastos e leucdcitos, tiveram, para os seus resultados, interacdo entre os fatores
tempo e intervencgédo, o que inviabilizou uma correta interpretacdo estatistica sobre o
efeito da intervencdo com LDTBP nestas variaveis. Entretanto, considerando o
aumento da densidade de volume das fibras colagenas, ocorridas ao logo de todos
os periodos avaliados e para todas as doses de fluéncias usadas, a sintese proteica
dos fibroblastos foi aumentada, assim como a resposta inflamatéria também né&o
destruiu este importante componente tecidual neoformado na cicatrizacdo das
feridas.

O meétodo empregado por este experimento traz um ineditismo para 0s
trabalhos que usam Laser de baixa poténcia, tendo em vista que, até o presente
momento, apensar dos bons resultados encontrados quando os comprimentos de
ondas foram associados (MENDEZ et al., 2004; RODRIGO et al., 2009; NOUDEH et
al., 2010; SANTOS et al., 2011), ndo houve um trabalho, identificado nos bancos de
dados de artigos cientificos pesquisados, que buscasse comparar diferentes doses
de LDTBP, todas combinando comprimentos de ondas vermelhas e infravermelhas.
Corroborando com esta percepcao, em recentes revisdes sistematicas sobre o tema
(LIMA; BARBOSA; SOUSA-RODRIGUES, 2014; LIMA et al., 2016), foi verificado
auséncia de trabalhos usando LDTBP para auxiliar na cicatrizacdo de feridas de
pele, combinando ou ndo comprimentos de ondas, 0s quais aplicassem métodos
estereoldgicos, que se mostram adequados em encontrar resultados quantitativos,
determinando diversos niveis de densidades de uma estrutura dentro do tecido,
inclusive numa perspectiva com trés dimensfes, com boa acurdcia e baixo nivel de
viés (MANDARIM-DE-LACERDA, 2003). O método utilizado no presente estudo, de

forma pioneira, contemplou a comparacdo de diferentes doses de fluéncias,
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associando comprimentos de ondas vermelhas e infravermelhas, como também
usou avaliagao estereoldgica para quantificar os resultados.

O experimento realizado neste estudo procurou envolver questdes
metodologicas discutidas, a fim de responder a pergunta da pesquisa, sobre qual
seria a dose de fluéncia do LDTBP com a maior eficacia, no uso combinado de
comprimentos de ondas vermelha e infravermelha, na aceleracéo da cicatrizacao de
feridas cirdrgicas de pele em ratos Wistar. A hipotese de que a dose de fluéncia de
20J/cm? proporcionaria a maior aceleracédo na cicatrizacdo dessas feridas, usada
com sucesso por Rodrigo et al., 2009, ndo se confirmou, pois, as doses de fluéncia
com 60 e 120J/cm? usadas em nossos experimentos, obtiveram maior eficacia.
Apesar do presente trabalho também ter usado fluéncia de 20J/cm? a poténcia
utilizada foi superior a usada por Rodrigo et al, (2009), isso pode justificar a
diferenca, propiciando entender que uma poténcia maior, emitira uma maior carga
de energia ao tecido irradiado, e este, pode absorver e responder positivamente
através do reparo dos tecidos afetados.

Quanto a hipotese, referente ao melhor momento do LDTBP, assim como
Mendez et al., 2004 e Rodrigo et al., 2009, o presente experimento confirmou a
resposta provisoéria da pesquisa, pois, a maior aceleracdo do processo cicatricial se
deu trés dias apos a realizacdo da ferida, mesmo sendo no periodo em que existe
maior infiltrado inflamatério (CAMPOS et al., 2007; FONDER et al., 2008; TAZIMA;
VICENTE; MORIYA, 2008, MARTIN; NUNAN, 2015). Contudo, conforme
previamente indicado por artigos, demonstrando a acao anti-inflamatéria e aumento
da drenagem linfatica induzidas pelo Laser de baixa poténcia, o perfil inflamatério,
comumente verificado sem esta terapia, foi amenizado (VIEGAS et al., 2007; GAL et
al., 2009; PIRES et al., 2011; LIMA et al., 2013; MARINHO et al., 2013; MORAES et
al., 2013). A melhora acentuada, ocorrendo nos primeiros dias de tratamento, pode
indicar a possibilidade de um periodo terapéutico mais curto com o LDTBP
combinando comprimentos de ondas, assim como abre caminho para uma evolucéo
favoravel a cura da ferida.

Todo o seguimento do experimento se deu conforme o planejado, sem
intercorréncias significativas, nem interrupcdes. Ndo houve registro de perdas de
animais, nem a necessidade de exclusdes, portanto, foi possivel analisar toda a
amostra, ndo ocorrendo desequilibro quantitativo de participantes entre os quatro

grupos estudados. O grupo controle, usado no presente trabalho, ndo passou por
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nenhuma simulacao de tratamento, pois, considerando que foram usados trés niveis
diferentes de fluéncia, provocando também variacées no tempo de irradiacdo entre
0S grupos intervencao, teriamos que criar mais dois grupos controle, permitindo
assim deixar um grupo controle para cada grupo intervencgéo, e isto causaria um
aumento no tamanho da amostra em mais 30 animais, gerando uma dificuldade
ética para a aprovacao e desenvolvimento do trabalho.

As feridas cirdrgicas em pele de rato Wistar responderam a intervencdo com a
associacao dos comprimentos de ondas vermelha e infravermelha, principalmente
contribuindo com a area de retracdo relativa da ferida, para qual a intervencédo
funcionou melhor usando 120J/cm?, e na angiogénese, representados pelo Qa e Lv
dos vasos, para esses resultados, as doses significantes foram de 60 e 120J/cm?,
ambas avaliadas com trés dias de poés-operatério, contudo, dentre estas doses, 0
menor tempo de irradiacdo, nos faz entender que a melhor dose de fluéncia seja,
para estas variaveis, 60J/cm?®. Porém, a Vv das fibras colagenas, que apresentaram
resultados significantes ao longo de todo periodo experimental analisado, mostrou-
se melhor quando a dose de fluéncia administrada foi de 120J/cm? com quinze dias
de pés operatério. Portanto, a dose de 120J/cm? consegue exercer influéncia com
maior significancia em todas as variaveis onde a intervencdo se mostrou melhor que
o controle.

Para as proximas pesquisas, visando avaliar cicatrizacfes de feridas de pele
em animais, pode-se aprofundar o estudo, adicionando outros métodos, avaliando
variaveis como: elasticidade cutanea, ritmo de substituicdo das fibras colagenas tipo
lIl por fibras do tipo I, comportamento de mediadores pro e anti-inflamatoérias e a
eficacia dessa terapia em feridas de pele de animais portadores de morbidades
sistémicas, como diabetes e obesidade, ou locais, como feridas infectadas, ou
comportamentais, como o tabagismo (NUSSBAUM et al., 2009; NOUDEH et al.,
2010, GARCIA et al., 2012; PEREIRA et al., 2014; LEITE et al., 2015) ou mesmo
deficiéncia de cicatrizacdo (RUIZ, 2015). Os resultados encontrados neste estudo
devem servir como ponto de partida, podendo merecer ajustes no método a
depender do contexto experimental de futuras pesquisas, como por exemplo: manter
a dose de fluéncia fixa em 120J/cm? e variar o ajuste da poténcia; aplicar a terapia
diariamente; reduzir a quantidade de pontos irradiados na ferida; aplicar técnica de

varredura ou mudar para o modo pulsatil.
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A partir dos resultados aqui obtidos, e complementados com a realizagao de
futuros experimentos, aprofundando o conhecimento exposto neste estudo, técnicas
gue utilizem o LDTBP, combinando comprimentos de ondas, poderdo ser usadas
com propostas de protocolos a serem exploradas em ensaios clinicos randomizados,
visando prevenir ou acelerar a reparacédo de feridas agudas e crbnicas, que afetem
pele e mucosas de seres humanos, sendo também uma oportunidade para avaliar a
efetividade no controle da dor, pois, considerando o bom desempenho em variaveis
importantes nesse estudo experimental, mas sem querer extrapolar uma previséao de
resultados, pode-se interpretar como plausivel, que o LDTBP, associando
comprimentos de ondas vermelhas e infravermelhas, também possa obter bons
resultados em feridas de pele e mucosas de seres humanos, mas para iSso, Novos

testes precisaréo ser conduzidos de acordo com preceitos éticos e cientificos.
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O protocolo que melhor contribui para o reparo da ferida de pele em ratos

Wistar apresenta os seguintes parametros presentes no Grupo D:

Fluéncia de 120J/cm?;

Poténcia de 100mW;

Energia de 3,2J;

Tempo de 32 segundos;

Spot Size (Area de saida do Laser): ~0,254cm?;
Intensidade de 393,7 mW/cm?;

Modo continuo;

Posologia: em dias alternados;

Combinando comprimentos de ondas 660 e 808nm;
Aplicados em quadro pontos distintos da ferida;

Durante 15 dias ap0s a confeccéo da ferida.

O LDTBP wusado combinando comprimentos de ondas vermelhas e

infravermelhas contribui promovendo a maior aceleracao da cicatrizacdo das feridas

de pele em ratos Wistar com trés dias ap0s a cirurgia;

As variaveis que respondem significativamente a intervencdo com LDTBP

combinando comprimentos de ondas vermelhas e infravermelhas séo:

a) Retracdo relativa da area da ferida;

b) Densidade de volume das fibras colagenas;

comprimento dos vasos sanguineos.

c) Angiogénese através das densidades de perfil da area e de
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APENDICE A - Ficha de registro de dados do experimento

R Morfo Epitélio Foliculo Gl Sebacea Mm pelo Fibroblastos F. Colagenas Vasos Leucdcitos
= Ep |aue [Pp| v | L) [ PF|{Pp | LO) | PF {Pp| LU) FPFlpo| o] PE{Pp| L) [P | Vv | L) | PE|Pp| L) | Lv | PF|Pp| L(I)

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

2

Identificagdo do animal:

*Pf= perfil por drea *Qa= densidade de area (c/area proibida) * Pp= pontos tocados * Vv=(densidade de volume)=Pp/Pt *L(l)=intersecdo nas lamelas dos arcos cicloides *Lv= densidade de comprimento

(Lv=2xQa)

Registrar o tipo de teste estereoldgico utilizado:

77

Inicio do experimento

Final do experimento

Saldo

Raio antero-posterior (Ra-p’)=

Raio dntero-posterior (Ra-p”’)=

A’-A”= (0 quanto contraiu na area)=

Raio latero-lateral (RI-I')=

Raio latero-lateral (RI-I")=

V’-V”= (o quanto contraiu no volume)=

Espessura média 3 pontos (E')=

Espessura média 3 pontos (E”)=

Ra-p’ — Ra-p”= (reducdo eixo a-p)=

Area da superficie da ferida (A’)=

Area da superficie da ferida (A”)=

RI-I’- RI-I” = (redugdo eixo I-I)=

Volume da area da ferida (V)=

Volume da area da ferida (V)=

E’' — E”= (redugdo da espessura)=

Espessura do Epitélio” Central= Direita= Esquerda=
Espessura da queratina Central= Direita= Esquerda=
Presenca de queratina Presente em todos ( ) Presente em alguns ( ) Ausente ( )
Epitélio Presente em todos ( ) Presente em alguns ( ) Ausente ( )
Interdigitacdes dérmicas Bem definida ( ) Suave ( ) Ausente ( )
Pressdo Arterial: Hemograma: Bioquimica: Outros:

Fonte: AUTOR, 2016.
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APENDICE B - Tabelas de resultados para as quais a interveng&o néo teve
eficicia confirmada

Tabela 3- Area de retracéo relativa da ferida (%).

upo A B C D
Dia Controle 20J/cm? 60J/cm? 120J/cm?
3 6,93(+/-10,546) | 34,05(+/-8,419)* | 31,85(+/-18,348)" | 43,13(+/-7,437)"
7 45 77(+/-26,137) | 39,05(+/-17,059) | 48,93(+/-19,162) | 46,65(+/-12,406)
15 87.64(+/-10,085) | 96,25(+/-3,43) | 94,95(+/-5.051) | 99,01(+/-0,976)
* p<0,05

Interacdo entre tempo e intervencao (p> 0.05) e (p < 0.05) para o fator intervencgéo.
Fonte: AUTOR, 2016.

Tabela 4- Retrac&o da area da ferida (mm?).

rupo A B C D

Di Controle 20J/cm? 60J/cm? 120J/cm?
3 4,182 (+/-10,762) | 18,094(+/-5,393) | 15,28(+/-11,026)* | 22,466(+/-4,15)*
7 27,038 (+/-15,848) | 23,842(+/-12,908) | 26,458 (+/-9,723) | 25,38(+/-8,043)
15 48,524(+/-3,408) | 50,75(+/-2,282) | 50,802(+/-2,878) | 53,38(+/-4,818)

Para esta varidvel ndo houve interacbes entre os fatores tempo e a intervencdo (p>0,05), o fator
intervencdo nao foi significante (p>0.05), mas o fator tempo foi (p<0,05). Para o teste de Bonferroni (*)

indica p<0,05. Fonte: AUTOR, 2016

Tabela 5- Retracdo do Volume da ferida (mm?).

upo A B C D
Dia Controle 20J/cm? 60J/cm? 120J/cm?
3 6.423(+/-1.220) | 7.739(+/-1.085) | 7.057(+/-1.964) | 8.258(+/-0.791)*
7 9.288(+/-1.134) | 9.129(+/-1.376) | 8.966(+/-0.643) | 8.050(+/-0.769)
15 10.243(+/-0.528) | 10.107(+/-0.506) | 10.195(+/-0.618) | 10.427(+/-0.908)

Para esta variavel ndo houve interacBes entre os fatores tempo e a intervencéo (p>0,05), o fator
intervencdo ndo foi significante (p>0.05), mas o fator tempo foi (p<0,05). Para o teste de Bonferroni (*)
indica p<0,05. Fonte: AUTOR, 2016.

Tabela 6- Taxa diaria de retracdo do volume da ferida (mm?).

roup A B C D
Dia Controle 20J/cm? 60J/cm? 120J/cm?
3 2,141 (+/-0,406) | 2,579 (+1-0,361)* | 2,352 (+/-0,654) | 2,752 (+/-0,263)*
7 1,326 (+/-0,162) | 1,304 (+/-0,196) | 1,280 (+/-0,091) | 1,150 (+/-0,109)
15 0,682 (+/-0,035) | 0,673 (+/-0,033) | 0,679 (+/-0,041) | 0,695 (+/-0,060)

Para esta variavel ndo houve interacBes entre os fatores tempo e a intervencédo (p>0,05), o fator
intervencgdo ndo foi significante (p>0.05), mas o fator tempo foi (p<0,05). Para o teste de Bonferroni (*)
indica p<0,05. Fonte: AUTOR, 2016.



Tabela 7- Volume de retragdo relativo da ferida (%).
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rupo A B C D

Dia Controle 20J/cm? 60J/cm? 120J/cm?

3 61.895(+/-11.759) | 75.791(+/-10.630) | 80.105(+/-22.299)* | 81.496(+/-7.813)*
7 81.737(+/-9.980) | 79.697(+/-12.012) | 84.736(+/-6.085) | 76.894(+/-7.348)
15 94.505(+/-4.877) | 98.529(+/-4.936) | 97.849(+/-5.931) | 99.545(+/-8.669)

Para esta varidvel ndo houve interacdes entre os fatores tempo e a intervencdo (p>0,05), o fator
intervencédo ndo foi significante (p>0.05), mas o fator tempo foi (p<0,05). Para o teste de Bonferroni (*)
indica p<0,05. Fonte: AUTOR, 2016.

Tabela 8- Taxa diéria de retracéo da area da ferida (mm?).

upo A B C D
Dia Controle 20J/cm? 60J/cm? 120J/cm?
3 1,394 (+/-3,587) | 6,031 (+/-1,797)* | 5,093 (+/-3,675)* | 7,488 (+/-1,383)*
7 3,862 (+/-2,263) | 3,406 (+/-1,844) | 3,779 (+/-1,388) | 3,625 (+/-1,148)
15 3,234 (+/-0,227) | 3,383 (+/-0,152) | 3,386 (+/-0,191) | 3,558 (+/-0,321)

*p<0,05 para o teste de Bonferroni. P<0,05 para interacdo entre os fatores tempo e intervencao.

Fonte: AUTOR, 2016.

Tabela 9- Espessura da porgéo celular do epitélio (um).

upo A B C D
Dia Controle 20J/cm? 60J/cm? 120J/cm”
3 0 0 0 0
7 0.515(+/-0.819) | 1.094(+/-2.282) | 2.261(+/-1.706) | 4.888(+/-1.338)*
15 8.036(+/-1.607) | 5.036(+/-1.349)* | 9.497(+/-1.485) | 6.883(+/-1.994)

*p<0,05 para o teste de Bonferroni. P<0,05 para interacdo entre os fatores tempo e intervencao.

Fonte: AUTOR, 2016.

Tabela 10- Espessura da porgéo aderida da queratina (um).

upo A B C D
Dia Controle 20J/cm? 60J/cm? 120J/cm?
3 0 0 0 0
7 0.028(+/-0.045) | 0.022(+/-0.051) | 0.146(+/-0.83) | 0.591(+/-0.411)*
15 0.412(+/-0.070) | 0.512(+/-0.135)* | 0.553(+/-0.394) | 0.640(+/-0.300)

*p<0,05 para o teste de Bonferroni. P<0,05 para interacdo entre os fatores tempo e intervencéo.

Fonte: AUTOR, 2016.

Tabela 11- Densidade de volume do colageno (%).

A
Controle

upo
Dia

B
20J/cm?

C
60J/cm?

D
120J/cm?

3 0,123(+/-0,027)

0,193(+/-0,048)

0,277(+/-0,055)*

0,378(+/-0,073)*

7 0,139(+/-0,055)

0,291(+/-0,046)*

0,305(+/-0,065)*

0,352(+/-0,030)*

15 0,248(+/-0,075)

0,443(+1-0,126)*

0,355(+/-0,038)*

0,534(+/-0,063)*

* p<0,05

Interacdo entre tempo e intervengéo (p> 0.05) e (p < 0.05) para o fator intervengéo.

Fonte: AUTOR, 2016.
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Tabela 12- Densidade de perfil da area dos vasos sanguineos (1/um?2).

rupo A B C D
Dia Controle 20J/cm? 60J/cm? 120J/cm?

3 0,002(+/-0,002) | 0,003(+/-0,003) | 0,007(+/-0,002)* | 0,008(+/-0,003)*
7 0,006(+/-0,001) | 0,009(+/-0,002) | 0,009(+/-0,001) | 0,011(+/-0,003)
15 0,004(+/-0,003) | 0,005(+/-0,004) | 0,008(+/-0,002) | 0,007(+/-0,003)

*p<0,05 Interacdo entre tempo e intervencgdo (p> 0.05) e (p < 0.05) para o fator intervencao.

Fonte: AUTOR, 2016.

Tabela 13- Densidade de comprimento dos vasos sanguineos (1/ pm/um?).

upo A B C D
Dia Controle 20J/cm? 60J/cm? 120J3/cm?
3 0,005(+/-0,004) | 0,007(+/-0,007) | 0,015(+/-0,005)* | 0,016(+/-0,007)*
7 0,012(+/-0,003) | 0,019(+/-0,005) | 0,018(+/-0,002) | 0,022(+/-0,007)
15 0,009(+/-0,006) | 0,011(+/-0,008) | 0,017(+/-0,005) | 0,015(+/-0,007)
*p<0,05

Interacdo entre tempo e intervencao (p> 0.05) e (p < 0.05) para o fator intervencéo.

Fonte: AUTOR, 2016.

Tabela 14- Densidade de superficie dos vasos sanguineos (um?/um?3).

rupo A B C D
Dia Controle 20J/cm? 60J/cm? 120J/cm?
3 0,513(+/-0,388) | 0,621(+/-0,262) | 1.234(+/-0,563) | 1,126(+/-0,411)
7 1,218(+/-0,504) | 1,441(+/-0,539) | 1,499(+/-0,197) | 1,715(+/-0,483)
15 0,878(+/-0,413) | 0,638(+/-0,681) | 1,002(+/-0,391) | 0,861(+/-0,510)

N&o houve interacdes entre os fatores tempo e a intervencao (p> 0.05) e o fator intervencéo (p<0.05).
Porém o teste de Bonferroni demonstrou que ndo existiram diferencas entre 0s grupos intervencéo e
0 grupo controle para esta variavel, entretanto observa-se um precoce aumento da densidade de
superficie com trés dias nos grupos C e D. Fonte: AUTOR, 2016.

Tabela 15- Densidade de volume dos vasos sanguineos (%).

upo A B C D
Dia Controle 20J/cm? 60J/cm? 120J/cm?
3 0,233(+/-0,024) | 0,021(+/-0,010) | 0,046(+/-0,017) | 0,070(+/-0,038)"
7 0,034(+/-0,015) | 0,063(+/-0,023) | 0,048(+/-0,020) | 0,058(+/-0,021)
15 0,021(+/-0,013) | 0,016(+/-0,015) | 0,038(+/-0,011) | 0,025(+/-0,013)

*P<0,05 para o teste de Bonferroni. P<0,05 para interacdo entre os fatores tempo e intervencéo.

Fonte: AUTOR, 2016.

Tabela 16- Densidade de volume do fibroblasto (%).

upo A B C D
Dia Controle 20J/cm? 60J/cm? 120J/cm?
3 0,002(+/-0,002) | 0,003(+/-0,003) | 0,012(+/-0,001) | 0,012(+/-0,008)
7 0,008(+/-0,005) | 0,026(+/-0,006) | 0,040(+/-0,016)* | 0,055(+/-0,005)*
15 0,012(+/-0,011) | 0,016(+/-0,009) | 0,061(+/-0,018)* | 0,051(+/-0,024)*

*P<0,05 para o teste de Bonferroni. P<0,05 para interacdo entre os fatores tempo e intervencéo.
Fonte: AUTOR, 2016.



Tabela 17- Densidade de perfil da area do fibroblasto (1/um?).

upo A B C D
Dia Controle 20J/cm? 60J/cm? 120J/cm?

3 0,002(+/-0,001) | 0,004(+/-0,002) | 0,014(+/-0,002)* | 0,026(+/-0,007)*
7 0,005(+/-0,001) | 0,020(+/-0,005) | 0,046(+/-0,007)* | 0,074(+/-0,015)*
15 0,008(+/-0,004) | 0,020(+/-0,011) | 0,085(+/-0,023) | 0,074(+/-0,033)*
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*p<0,05 para o teste de Bonferroni. P<0,05 para interacdo entre os fatores tempo e intervengao.
Fonte: AUTOR, 2016.

Tabela 18- Densidade de volume dos leucécitos (%).

upo A B C D
Dia Controle 20J/cm? 60J/cm? 120J/cm?
3 0,047(+/-0,021) | 0,013(+/-0,004)* | 0,010(+/-0,003)* | 0,021(+/-0,006)"
7 0,061(+/-0,018) | 0,019(+/-0,005)* | 0,011(+/-0,005)* | 0,007(+/-0,004)*
15 0,013(+/-0,007) | 0,003(+/-0,004) | 0,003(+/-0,002) | 0,005(+/-0,004)

*p<0,05 para o teste de Bonferroni. P<0,05 para interacdo entre os fatores tempo e intervencao.
Fonte: AUTOR, 2016.

Tabela 19- Densidade de perfil da area do leuc6cito (1/um?).

upo A B C D
Dia Controle 20J/cm? 60J/cm? 120J/cm?
3 0,115(+/-0,044) | 0,037(+/-0,009)* | 0,027(+/-0,005)* | 0,041(+/-0,003)"
7 0,106(+/-0,033) | 0,054(+/-0,008)* | 0,027(+/-0,004)* | 0,026(+/-0,012)*
15 0,031(+/-0,015) | 0,009(+/-0,008) | 0,014(+/-0,004) | 0,007(+/-0,002)

*p<0,05 para o teste de Bonferroni. P<0,05 para interacdo entre os fatores tempo e intervencao.
Fonte: AUTOR, 2016.

Tabela 20- Densidade de volume do epitélio (%).

rupo A B C D
Dia Controle 20J/cm? 60J/cm? 120J/cm?
3 0.000 (+/-0.00) | 0.000 (+/-0.00) | 0.000 (+/-0.00) | 0.000 (+/-0.00)
7 0.000 (+/-0.00) | 0.087 (+/-0,184) | 0.150 (+/-0.094)* | 0.383 (+/-0.059)*
15 0.560 (+/-0.089) | 0.405 (+/-0,105)* | 0.648 (+/-0.080) | 0.536 (+/-0.117)

*p<0,05 para o teste de Bonferroni. P<0,05 para interacdo entre os fatores tempo e intervencéo.
Fonte: AUTOR, 2016.

Tabela 21- Densidade de volume do foliculo piloso (%).

rupo A B C D
Dias Controle 20J/cm? 60J/cm? 120J/cm?
3 0 0 0 0
7 0 0 0 0
15 0,002 (+/-0,006) | 0,010 (+/-0,001) | 0,006 (+/-0,012) | 0,023 (+/-0,025)

Fonte: AUTOR, 2016.



Tabela 22- Densidade de perfil da area do foliculo piloso (1/um?2).

rupo A B C D
Dias Controle 20J/cm? 60J/cm? 120J/cm?
3 0 0 0 0
7 0 0 0 0,0003 (+/-0,0006)
15 0,00007 (+/-0,0001) | 0,0008 (+/-0,001) | 0,0004 (+/-0,001) | 0,001 (+/-0,001)

Fonte: AUTOR, 2016.

Tabela 23- Densidade de superficie do foliculo piloso (um?*/um?®).

Grupo A B C D

Dias Controle 20J/cm? 60J/cm? 120J/cm?
3 0 0 0 0

7 0 0 0 0,033 (+/-0,074)
15 0,149 (+/-0,206) | 0,149 (+/-0,206) | 0,132 (+/-0,205) | 0,331 (+/-0,324)

Fonte: AUTOR, 2016.

Tabela 24- Densidade de comprimento do foliculo piloso (1/um?2).

Grupo A B C D
Dias Controle 20J/cm? 60J/cm? 120J/cm?
3 0 0 0 0
7 0 0 0 0,033 (+/-0,074)
15 0,033 (+/-0,054) | 0,149(+/-0,206) | 0,124(+/-0,234) | 0,132(+/-0,205)

Fonte: AUTOR, 2016.

Tabela 25- Densidade de volume da glandula sebacea (%).

rupo A B C D
Dias Controle 20J/cm? 60J/cm? 120J/cm?
3 0 0 0 0
7 0 0 0 0,008 (+/-0,015)
15 0,0005 (+/-0,001) | 0,006 (+/-0,008) | 0,150 (+/-0,033) | 0,005 (+/-0,009)

Fonte: AUTOR, 2016.

Tabela 26- Densidade de perfil da area da glandula sebacea (1/um?).

Grupo A B C D
Dias Controle 20J/cm? 60J/cm? 120J/cm?
3 0 0 0 0
7 0 0 0,0007 (+/-0,0001) | 0,0007 (+/-0,001)
15 0 | 0,0006 (+/-0,0006) | 0,0006 (+/-0,001) | 0,00007 (+/-0,0001)

Fonte: AUTOR, 2016.

Tabela 27- Densidade de volume do musculo eretor do pelo (%).

rupo A B C D
Dias Controle 20J/cm? 60J/cm? 120J/cm?
3 0 0 0 0
7 0 0 0 0
15 0 | 0,002 (+/-0,004) | 0,0005 (+/-0,001) | 0,002 (+/-0,006)

Fonte: AUTOR, 2016.
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Tabela 28- Densidade de superficie do misculo eretor do pelo (um?/um?).

Grupo | A B C D

Dias Controle 20J/cm? 60J/cm? 120J/cm?

3 0 0 0 0

7 0 0 0 0

15 0 | 0,033 (+/-0,074) | 0,008 (+/-0,018) | 0,033 (+/-0,074)

Fonte: AUTOR, 2016.

Tabela 29- Densidade de perfil da area do musculo eretor do pelo (1/um?).

Grupo A B C D
Dias Controle 20J/cm? 60J/cm? 120J/cm’®
3 0 0 0 0
7 0 0 0 0
15 0 0,00007 (+/-0,0001) | 0,00007 (+/-0,0001) | 0,0002 (+/-0,0003)

Fonte: AUTOR, 2016.

Tabela 30- Densidade de comprimento do masculo eretor do pelo (1/um?).

Grupo A B C D
Dias Controle 20J/cm? 60J/cm? 120J/cm’
3 0 0 0 0
7 0 0 0 0
15 0 0,0001(+/-0,0003) | 0,0001(+/-0,0001) | 0,0004(+/-0,0006)

Fonte: AUTOR, 2016.



Apéndice C - Graficos de resultados para variaveis complementares

Gréaficos 6 a-v - Exames hematologicos de hemograma e bioquimico.
Fonte: AUTOR, 2016.
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g- Amplitude de Distancia dos Eritrécitos (RDW-SD)
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Gréfico 7- Resultados do Hemograma.
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Qui-quadrado mostrou p>0,05. Fonte: AUTOR, 2016.
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ANEXOS A - Autorizagdo do Comité de Etica em Pesquisa

24

UNIVERSIDADE FSTADUAL DF CIENCIAS DA SAUDE DF ALAGOAS - UNGISAL
Transformaca pela lei n° 6.660 de 28 de dezemino de 2005
Campus Governador Lameoha Fitho
Fua Jorge de Lima 113, Trapihe da Barra,

Cep S7.010.300 - Maceid-AL

COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEP/UNCISAL

Maceio, 18 de dezembro de 2013

|- IDENTIFICACAO:

PROTOCOLO N° 103-A

TEMA: *Proposta de padronizagéo da carga energética em terapia de feridas cutaneas com LASER vermelho e
infravermelho de baixa poténcia. (Estudo experimental em ratos wistar)"

PESQUISADOR PRINCIPAL: Célio Ferando de Sousa Rodrigues

DATA DE ENTRADA NO CEP/UNCISAL: 31/10/2013

Sr(%). Pesquisador(?),

Conforme deliberagao em plenaria ordinaria do CEP/UNGISAL ocarrida no dia 18/12/2013 foi de consenso a
APROVAGAO do protocolo n° 103-A intitulado: “Proposta de padronizagao da carga energética em terapia de feridas
cutaneas com LASER vermelho e infravermelho de baixa poténcia. (Estudo experimental em ratos wistar)’, podendo a
pesquisa ser iniciada

Nesta oportunidade, lembramos que o pesquisador tem o dever de durante a execucao do experimento,

manter o CEP informado através do envio a cada seis meses, de relatorio consubstanciado acerca da pesquisa, seu
desenvolvimento, bem como qualquer alteragéo, problema ou interrupgao da mesma.

Atenciosamente,

i iment:.
Graciiano Ramos Alencar do Nascimen
Coordenador do CEPIUNCISAL
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