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Uso do Laser ALGalnP na cicatrizacao de les6es cutaneas experimentais em coelhos

Use of ALGalnP Laser in the Wound Healing of Experimental Cutaneous Lesions in Rabbits
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Monteiro3, Silvana Mello Simas3, Mariane Elizeire* & Emerson Antonio Contesini*

ABSTRACT

Background: Animals with extensive cutaneous lesions remain hospitalized for long periods. In addition to increasing treatment
costs, this also causes stress in these animals. Low-power laser is widely used to support tissue repair processes. Its use in the
treatment of cutaneous wounds has been studied, as it reduces the wound healing period and the consequences caused by the
lesion. The study aimed to evaluat the wound healing process of experimental cutaneous wounds in rabbits with the use of laser
therapy.

Materials, Methods & Results: Ten healthy New Zealand rabbits were used in the study, which were divided in two groups
(n=5). Skin biopsies were carried out on day 16 in Group 1 and on day 8 in Group 2. The animals were under general anesthesia
for the experimental cutaneous lesion to be carried out. Two 1 cm? wounds were made on the back of each animal. The lesions
were measured by a pachymeter in the immediate postoperative period, then covered with sterile gauze and maintained with
rubber bandages. The animals were treated only with Tramadon 3 mg.kg! twice a day, during 3 days. Only the lesions on the
right side of the animals were irradiated regularly, on each side of the wound, at a distance of 0.5 cm from the margin. The
equipment used was a 660 nm wavelength AlGalnP laser diode (Laserpulse, Ibramed), pulsed at a frequency of 20 Hz, at a dose
of 3 J and stimulation time of 12 s. The left-side lesions represented the control and the treatment administered to them
consisted only of a cleanse using a NaCl solution at 0.9% once a day. The measurement of the lesion area was made every two
days with a pachymeter, and the macroscopic characteristics were noted on a control card. For the histological evaluation of the
wound healing process, biopsy specimens were taken from the right and left lesions on the sixteenth day in G1 and on the
eighth day in G2, by means of a 6mm punch. The samples were stained with Hematoxylin-eosin for the global evaluation of the
tissue section, and with Masson’s trichrome for evaluation of the presence of collagen fibers in interstitial fibrosis sites. Hyperemia
followed by a discreet bleeding could be observed in wounds treated with laser after its application. With regard to the wound
healing area, there was no difference between treated and control animals in both groups. However, in the microscopic evaluation
of G1, in relation to the histological variables, significantly higher results were found in lesions treated with laser however, in
the microscopic evaluation of G1, in relation to the histological variables, significantly higher results were found in lesions
treated with laser: vascular proliferation, fibroblast and collagen proliferation, as well as the presence of hair follicles. In G2,
only the fibroblastic proliferation showed a significant difference (P = 0.08) in lesions treated with laser.

Discussion: There was no difference in the number of inflammatory cells in this study, perhaps because the control animals
underwent laser treatment of the contralateral lesion. However, the treated animals had a higher number of deposited collagen
fibers than the control ones, corroborating the data mentioned in literature. The most important result found was associated
with vascular proliferation, which showed a significant difference (P = 0.046). The formation of new blood vessels seems to be
substantially facilitated by the laser use, because a relatively higher number of elements was found in the group irradiated by it,
as similarly hyperemia and bleeding were observed during treatment. The results obtained suggest that irradiation with AlGalnP
diode laser, at a dose of 3 J, acted as a biostimulative agent in the wound healing of experimental lesions. Evidence of this could
be demonstrated by an accelerated cell proliferation process during the experiment. The experimental lesion, animal species
selected and laser application method were adequate for the execution of this project.
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INTRODUCAO

A cicatrizacdo de feridas € um processo comple-
X0 que envolve a interagao de diversos componentes celu-
lares e bioquimicos. Desenvolve-se espontaneamente, sem
intervengdes externas, mas, quando tratada através de ar-
tificios, tende a ocorrer de forma mais rapida e com me-
Ihores resultados funcionais e estéticos. A possibilidade
de acelerar a cicatrizagio e o fechamento de lesdes cutaneas
mediante recursos quimico-medicamentosos ou fisicos tem
sido objeto de investigagéio de inlimeros pesquisadores [19].

A utilizacdo do laser para o tratamento de feridas
cutineas vem sendo objeto de estudo, pois promove a redu-
¢do do periodo de cicatrizagdo e as sequelas ocasionadas
pela lesdo [12]. A designagio laser, na realidade, originou-
se da abreviacdo de Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation, cujateoria é creditada ao fisico Albert
Einstein [3]. A diferenca entre os vérios tipos de lasers é
dada pelo comprimento de onda: quanto menor o compri-
mento de onda, maior sua ag@o e poder de penetragao [15].
Os beneficios citados na literatura incluem a aceleragio da sin-
tese de col4geno, o controle dos micro-organismos, aumento
da vascularizagdo, reducdo da dor e da inflamagdo [16].

O laser de baixa potencia (LBP) vem se desta-
cando dentre os inimeros métodos descobertos princi-
palmente apds o surgimento de equipamentos moder-
nos, como o Aluminio-Galio-Indio-Fésforo (AlGalnP)
[3,10,18], e com eles a necessidade de maior comprova-
cdo cientifica de sua aplicagdo. Desse modo, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a cicatrizag@o através dos acha-
dos clinicos e histopa-toldgicos com aplicacdo do laser
AlGalnP.

MATERIAIS E METODOS

Para o experimento, foram utilizados 10 coelhos
(machos e fémeas higidos) da raga Nova Zelandia, de
origem controlada, peso de 3,5 a4,5 kg e idade variando
de 120 a 160 dias. Os animais foram divididos em dois
grupos diferenciados somente pelo tempo de avaliagdo
histopatolégica, sendo o G1 avaliado aos 16 dias, e 0 G2
aos 8 dias.

Os coelhos foram submetidos a anestesia geral,
tendo sido usada como medicagdo pré-anestésica o
Ketalar' 20 mg.kg'/IM, o Dormonid? 0,8 mg.kg'/IM e
o Fentanest’ 0,015 mg.kg'/IM. A inducao e manutengao
anestésica com Forane® vaporizado em O, 100% ao efei-
to. Apds antissepsia, fez-se a remog¢@o de um segmento
de pele e tecido subcutineo de Icm? do lado direito e
outro do esquerdo, caudal a borda da escapula, a um cen-

timetro da coluna vertebral (Figura 1). No pds-operaté-
rio imediato, as lesdes foram medidas com paquimetro,
e depois cobertas com gaze estéril mantidas com atadura
elastica. No pds-operatdrio, durante trés dias, os animais
recebiam o Tramadon’ 3 mg.kg™! duas vezes ao dia.
Transcorridas 24 h da inducdo de cada lesio,
realizava-se a mensurag@o do comprimento e da largura,
com auxilio de paquimetro; depois, cada lesdo era foto-
grafada. Os aspectos macroscépicos, como sinais
flogisticos de edema, hiperemia, presenca de crosta e
exsudato eram observados e anotados. Apds, era realiza-
da alimpeza das lesdes, tanto da direita como da esquer-
da, com soluggo de Nacl 0,9%° e iniciava-se o tratamen-
to com o laser. Somente as lesdes da direita foram irradi-
adas de maneira pontual, em cada lado da ferida, a uma
distancia de 0,5 cm da borda. O equipamento utilizado
foi o laser AlGalnP, modelo Laserpulse, Ibramed’, com-
primento de onda de 660 nm, modo pulsado na frequéncia
de 20 Hz, na dose de 3 J e tempo de estimulacdo de 12 s.
As lesdes do lado esquerdo representavam o controle,
isto é, desempenhavam apenas o papel de elemento de
comparagdo e, para tanto, o Unico tratamento que rece-
biam diariamente era a limpeza com solu¢do de Nacl
0,9%. A terapia com laser era aplicada a cada dois dias,
sempre precedida pela mensurag@o da 4rea das lesdes e
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Figura 1. Delimitac@o do local a serem realizadas a remocao
do segmento de pele de 1 cm? do lado direito e esquerdo do
dorso do coelho, a um centimetro da coluna vertebral e da
borda da escédpula.
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registro das caracteristicas macroscopicas.

Para a avaliac@o histoldgica da qualidade da cica-
trizacdo através de exame microscopia Optica, foram
coletadas bidpsias das feridas, através do uso de punch de
6 mm, das lesdes da direita e esquerda, no décimo sexto
dia para o G1, e no oitavo para o G2.

As amostras coletadas permaneceram conserva-
das por 48 horas em formol tamponado 10%. A seguir,
foram inclusas em parafina, sendo, entdo, submetidas, com
micrétomo, a cortes transversais de 4 1. Foram coradas
com hematoxilina—eosina (HE), para avaliagdo global dos
cortes de tecido, e com Tricomico de Masson (TM), para
avaliar a presenca de fibras coldgenas existentes nos lo-
cais de fibrose do intersticio. As varidveis histologicas ava-
liadas, conforme descrito por Garros et al. [5], foram: prolife-
racdo vascular, células mononucleares e
polimorfonucleares, proliferacdo fibroblastica,
colagenizacio, reepitelizacdo. Além dessas, a presenca de
foliculos pilosos e queratina, que se encontra descrita na
Tabela 1. Foram atribuidos indices histol6gicos para os
achados: ausente, igual a zero; discreto, igual a um; mo-
derado, igual a dois; intenso, igual a trés.

A éreade contracio da ferida (C) foi calculada sub-

Tabela 1. A intensidade dos achados histolégicos para a
foliculos pilosos e queratina em colora¢do de hematoxilina—
eosina (HE) e Tricomico de Masson (TM) das bidpsias
cutaneas de coelhos aos 16 dias (G1) e aos 8 dias (G2) foram
analisadas segundo os critérios listados abaixo.

Ausente Discreta Moderada Intensa

Foliculos
Pilosos

Sem evidéncia de  Esparsos Moderada quantidade Grande quantidade
Foliculos Pilosos  Foliculos Pilosos ~ de Foliculos Pilosos  de Foliculos Pilosos

Moderada quantidade
Fina camada de  de queratina
queratina depositada sobre a
epiderme

Nio havia
Queratina queratina sobre a
epiderme

Grande quantidade
de depésito

Figura 2. Pequeno sangramento observado na lesdo tratada
logo apés a estimulagdo com o laser AlGalnP.

traindo-se a area inicial (Al), determinada no dia da
indug@o da lesdo, da drea da lesdo (A) nos dias 2, 4, 6, 8,
10, 12, 14 e 16, para o G1, e nos dias 2, 4, 6, 8 para o G2.
Assim, C = Al — A. A taxa de cicatrizacdo também foi
avaliada a partir desses resultados.

Avaliacdo estatistica dos dados foi feita pelo pro-
grama Statistical Package for the Social Sciences (SPSS).
As varidveis histoldgicas foram analisadas mediante tes-
tes ndo paramétricos de Mann-Whitney e de Wilcoxon.
O primeiro foi usado para analisar as diferencas de mé-
dias entre amostras independentes (animais diferentes)
comparando-se o lado direito e o esquerdo do Gl1, res-
pectivamente, com o direito e o esquerdo do G2. O se-
gundo comparou as médias de duas amostras (direita e
esquerda) do mesmo animal no G1 e no G2. Ainda, com
o teste de Wilcoxon foram comparadas as médias da drea
de cicatrizacao didria do lado direito e do lado esquerdo
de cada grupo. O nivel de significancia utilizado para
rejeitar a hip6tese de nulidade foi de 10% (P < 0,1).

RESULTADOS

O procedimento cirdrgico de todos os animais
transcorreu sem complicagdes. Nao houve dbitos. A re-
cuperacdo anestésica e a analgesia pds-operatéria mos-
traram-se satisfatérias. As avaliacGes clinicas dos ani-
mais evidenciaram adequadas recuperag@o, manutencio
do estado geral, presenca de atividade fisica e disposi¢@o
alimentar.

Foi observado hiperemia e, por vezes, até
sangramento das lesdes durante o tratamento (Figura 2).
Também houve crostas ressecadas cobrindo todas as le-
sdes, porém as tratadas apresentavam essas crostas
escurecidas (Figura 3).

As lesdes experimentais, de maneira geral, ndo
apresentavam exsudacdo, nao tendo ocorrido nenhum
caso de contaminagdo bacteriana.

Inicialmente, a drea da ferida, em alguns animais,
aumentou e apds diminuiu gradativamente com o passar
dos dias, tendo-se constatado o fechamento completo das
lesdes até o 15° dia.

As médias das taxas de cicatrizagdo da lesdo tra-
tada e da lesdo de controle, obtidas através da mensuragao
realizada a cada dois dias no G1 e G2, estdo demonstra-
das na Figura 4. Como pode ser notada, a taxa de cicatri-
zacdo aumentou progressivamente, porém ndo foram
observadas diferencgas significativas entre as lesdes de
controle e as tratadas.

Na avaliag@o microscdpica, os resultados do G1
estdo dispostos na Tabela 2. Foi encontrado resultado sig-
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Lesiio tratada

Lesdo contrule

Figura 3. Lesdo tratada apresentando crosta escurecida em
compara¢do com a controle que se apresentava avermelhada.

nificativamente superior nos tratados para proliferacdo
vascular, proliferacdo fibroblastica, colagenizag@o e pre-
senca de foliculos pilosos. J4 no G2, foi observada dife-
renca significativa somente na prolifera¢do fibroblastica
(P =0,08) das lesoes tratadas. Ainda no G2, as varidveis
histolégicas dos foliculos pilosos e queratina, tanto dos
animais tratados como dos de controle, foram igual a
zZero.

DISCUSSAO

Optou-se pela contencdo manual dos animais
durante as estimulagdes, porque o procedimento nio pro-
duziria dor ou incémodo [3]. No presente trabalho foram
tomadas todas as precaucdes para evitar o estresse, con-

tando-se ainda com o temperamento ddcil dos coelhos,
Tabela 2. Achados histopatoldgico do G1 (16 dias) compa-
rando as médias da lesdo tratada com laser e da controle e o
valor de significancia (P).

Varidveis Histologicos Tratada Controle Valor p
Proliferacdo Vascular 2,14 1,78 0,04*
Células mononucleares 1,57 1,56 0,78
Células 1,43 1,89 0,15
Polimorfonucleares

Proliferacao Fibroblastica 2,29 2,11 0,10*
Colagenizagao 1,29 1,22 0,10*
Reepitelizagdo 1,57 1,22 0,56
Foliculos Pilosos 0,43 0,33 0,10*
Queratina 0,86 0,78 0,56

* Existe diferenca significativa a 10%
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=fi=Controle G1

tratada G2

Taxa de cicatrizacdo

== Controle G2

-20

-40

Dias de mensuragao da lesao

Figura 4. Grafico mostrando a média da drea de cicatrizacio
de cada mensuracdo do G1 e do G2. Nao houve diferenga
significativa entre o tempo de cicatrizacio da lesdo tratada
com laser e da controle.

o que facilitou a manipulacdo didria sem necessidade de
anestesia.

O dorso do animal foi o local escolhido para
inducio da ferida para evitar a irritagdo por contato ou
automutilacio [3,9]. As escdpulas e coluna vertebral fo-
ram utilizadas como referenciais anatdmicos visando a
padronizacio da regido de inducio das lesdes em todos
os animais. Nessas condi¢des, evitou-se uma variacao
na irrigagdo sanguinea local, que, caso ocorresse, pode-
ria determinar diferengas no processo cicatricial.

Foram realizadas duas lesdes cirdrgicas em cada
animal, para tentar minimizar as diferencas individuais
na cicatrizag@o e assim melhor comparar a evolugdo da
cicatriza¢do da lesdo tratada com a da les@o de controle.
Porém, Bisht et al. [2] desenvolveram semelhante
metodologia em ratos e relataram que mesmo que a mai-
oria dos efeitos do laser sejam predominantemente lo-
cais, os efeitos bioestimu-latdrios podem ser observados
na ferida contralateral ndo irradiada. Suspeita-se que fa-
tores teciduais liberados da ferida irradiada na circula-
¢do sanguinea podem ter um efeito no local da ferida
contralateral. Esse efeito sistémico pode provocar uma
falha na observacio dos efeitos significantes ao compa-
rar o tecido tratado com laser com o do lado oposto do
mesmo animal [3,8]. Ainda, foi afirmado por certos au-
tores que o LBP apresenta efeito sistémico, pois, através
de radia¢des ndo locais, outras doengas apresentam me-
lhora [3,17].

O laser visivel de 632.8 nm de comprimento pa-
rece ser o mais efetivo para a cicatrizagao de feridas [7,16].
Atualmente, novos instrumentos estdo disponiveis no
mercado, possibilitando otimizar as respostas dos tecidos
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superficiais. Esses equipamentos, além de oferecerem
melhores respostas do que o HeNe pela proximidade do
comprimento de onda, permitem irradiacdes durante inter-
valos de tempo menores porque apresentam maior potén-
cia média. Dentre esses langamentos, encontra-se 0 emis-
sor AlGalnP e o AsGa, com poténcias, respectivamente,
30 mW e 15 a 30 mW, contra uma poténcia de 2 mW do
HeNe [3]. Conforme ja referido, maior poténcia reduz o
tempo de estimulag@o. Devido as suas caracteristicas e ao
fato de poucas pesquisas terem sido realizadas até o mo-
mento com o AlGalnP, este equipamento foi o escolhido
para a realizac@o deste experimento.

A energia do laser é absorvida apenas por uma
fina camada de tecido adjacente além do ponto atingido
pela radiacdo. Esta € a razdo pela qual é recomendada a
aplicacdo de lasers de baixo poder de penetragio, além de
a aplicac@o ser pontual a lesdo [3,4,15,21]. Desse modo,
optou-se, neste trabalho, pela aplicacdo pontual nas bor-
das da lesdo, como forma de estimulacdo. Contudo, hd
ainda trabalhos que utilizam o método de varredura acom-
panhado da aplicacdo pontual [10] ou ndo para estimulacdo
[23].

Apesar do grande nimero de publicagées sobre
as acoes do LBP, os seus mecanismos de acdo ainda nao
estdo bem esclarecidos, assim como a dose a ser utiliza-
da, o intervalo de tempo de aplica¢@o do laser, a densida-
de de energia, a frequéncia das aplicacdes, as caracteris-
ticas do aparelho e a profundidade do tecido tratado
[1,3,21]. Em um trabalho utilizando LBP em ratos foi
comparada a frequéncia da aplicac@o do tratamento: di-
aria, do 1° ao 6° dia; a cada dois dias; somente no 1° dia;
somente no 3° dia; somente no 5° dia. Concluiram que os
melhores resultados foram obtidos no tratamento a cada
dois dias [23]. Por essa razao, foi estabelecido para este
estudo que a frequéncia de estimulacdo aconteceria a cada
dois dias.

A literatura cientifica sobre o uso do laser
AlGalnP € reduzida. Schindl et al. [18], em 2003, torna-
ram-se os pioneiros no estudo dos efeitos
bioestimulatdrios dessa aplicac@o de laser através da and-
lise dose-dependente, utilizando dose de 2, 4, 8 J/cm? ,
na veia umbilical humana. Observou-se que houve efei-
to dose-dependente, pois a proliferacdo de células
endoteliais foi diretamente proporcional ao aumento da
dose utilizada [3]. Porém, em outro estudo, foram anali-
sados o efeito do laser AlGaInP na dose de 4 ¢ 8 J/cm? na
cicatrizagao de feridas induzidas em ratos. Verificaram
que o tratamento com 4 J/cm? foi mais eficaz que o de 8
J/em?, pois apresentou maior proliferacdo vascular e
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manteve uma maior reducdo do didmetro da drea da feri-
da em todos os instantes da analise. Ainda, observaram
nos tratados que a extensdo do edema e o nimero de
células inflamatdrias reduziram-se precocemente, além
de ter sido induzido o aumento de fibras de coldgeno
depositadas, quando comparadas com o controle [11].
Neste estudo, ndo foi observado diferenca no nimero de
células inflamatdrias, talvez porque a lesdo controle ti-
vesse sofrido influéncia do tratamento do laser da
contralateral. Porém, o niimero de fibras de coldgeno de-
positadas, assim como no estudo anteriormente citado, foi
superior na tratada em comparac¢ao com o controle.

Em um estudo usando LBP (660 nm) em feridas
experimentais em ratos, na dose de 3 J/cm?, durante 7
dias consecutivos, constatou-se a eficdcia na
reepitelizacio dos tecidos, tanto em animais jovens como
nos de mais idade [4]. Resultado semelhante foi encon-
trado em um experimento com coelhos, em que a dose
de 3 J/cm?acelerou a reepitelizaco relativamente ao con-
trole [7]. Esses estudos serviram como referéncia para a
escolha da dose de 3 J na presente pesquisa. Levou-se
também em consideracgdo o fato de outros autores terem
avaliado doses de 2 e 4 J [11,18,20]: optou-se por uma
dose intermedidria, para avaliacdo de seus beneficios.

Em relagdo a drea de cicatrizag¢@o, ndo foi en-
contrada diferenca significativa entre os tratados e con-
troles do mesmo grupo. Esse resultado também foi en-
contrado em um trabalho com ratos que foram submeti-
dos ao laser AsGaAl, com doses de 0,5, 1,5 e 4 J/cm?, em
que ndo houve diferenca significativa na reducdo do dia-
metro da ferida entre os grupos [22].

O resultado mais significativo encontrado foi em
relacdo a proliferacdo vascular, com diferenca significativa
(P =0,046). A formagao de novos vasos parece ser substan-
cialmente favorecida pela aplicacdo do laser, pois um niime-
ro relativamente maior de elementos de pequeno e médio
calibre € observado no grupo irradiado. Hiperemia e
sangramentos também puderam ser observados durante o
tratamento. Tatarunas et al. [20] constataram que no 15°
dia de irradiacdo com o laser AsGa, houve completa
revascularizagio de feridas cirdrgicas, o que poderia in-
fluenciar positivamente em tecidos com déficit vascular.
Avaliando a ac¢do do LBP no pega do enxerto cutaneo
aut6logo em cdes, um grupo de estudo observou a pre-
senca de colorac@o rosada mais precoce nos enxertos ir-
radiados. Atribuiram isso ao efeito bioestimulador do laser
que provoca estimulo microcirculatério, além de, possi-
velmente, permitir que as reanastomoses vasculares ocor-
ressem a partir de 24 h ap6s a cirurgia [14].
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Em nivel celular, a exposi¢cdo a radiacdo causa
efeitos nos eritrocitos, leucodcitos, fibroblastos e
queratindcitos. O aumento da proliferacdo dos tecidos
conectivos ocorre através da energia absorvida pelos
aminodcidos e 4cidos do niicleo, ou por bioestimulagdo
dos croméforos, incluindo a hemoglobina, melanina e dos
citocromos mitocondriais [21]. E a0 mecanismo que atri-
buimos a observagao do escurecimento da crosta que
recobria as lesdes tratadas.

Em relagio a reepitelizacdo, ndo houve diferenca
estatistica significativa, porém foi observada média superi-
or das tratadas em relacdo aos controles, tanto no G1 como
no G2. Talvez essa diferenca pudesse ter sido observada se
os grupos fossem maiores. Ou ainda, se as lesdes tratadas e
as controles fossem em animais diferentes, pois pode ter
havido uma influéncia sistémica, como j4 citado anterior-
mente [8,17]. A regeneracio epitelial € citada por diversos
autores como um dos atributos da terapia a laser [6]. Em
um estudo avaliando os achados histopatolégicos das le-

CONCLUSOES

Com base nos dados observados neste trabalho
€ possivel sugerir que a irradiacdo pontual do laser
AlGalnP, na dose de 3 J/cm? atuou como agente
bioestimulador na cicatrizagdo de lesdes cirtrgicas ex-
perimentais. Isso pode ser comprovado pela
implementacdo acelerada do processo proliferativo ce-
lular, resultando em reparo completo durante o periodo
de tratamento testado.
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NOTAS INFORMATIVAS

'Ketalar- Pfizer Brasil, Guarulhos, SP.

2Dormonid- ROCHE Brasil, Jacarepagud, RJ.

SFentanest- Cristdlia Rodovia Itapira, km 14, Itapira, SP.
“Isoforine - Cristdlia Rodovia Itapira, km 14, Itapira, SP.
STramadon- Cristélia, Rodovia Itapira, km 14, Itapira, SP.

Solug¢@o de Cloreto de S6dio 0,9% — Industria FarmacéuticaTexon
Ltda, Viamao, RS.

"Laserpulse- Industria Brasileira de Equipamentos Médicos LTDA,
Amparo, SP.

sdes experimentais em ratos tratadas com laser AlGalnP,
os autores observaram aceleracdo no processo de regeneragao
da epiderme e reparagio da derme [6].
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