Efeito do laser de baixa intensidade na cicatrizacdo de queimaduras de 3° grau em ratos
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INTRODUCAO

A pele integra € a maior barreira contra infeccdes de microrganismos que 0 corpo
humano possui. Na queimadura o equilibrio da microbiota da pele integra é modificado,
facilitando o estabelecimento e crescimento de bactérias patogénicas. A proliferacdo dessas
bactérias pode ocasionar um quadro de sépsis, que até os dias de hoje é responsavel por 75%
dos Obitos em pacientes queimados (AZEVEDO; MACHADO; CHASSOT, 2002).
Segundo os autores acima, os acidentes por queimaduras ocupam o segundo lugar no mundo.
Estima-se que no Brasil ocorram em torno de um milh&o de acidentes por ano, envolvendo
queimaduras (LIMA JUNIOR et al, 2009).

Estudos tém buscado novos métodos terapéuticos que possam minimizar ou solucionar
as falhas do processo de cicatrizagdo tecidual. Dentre esses novos métodos o laser de baixa
intensidade atua como tratamento auxiliar, sendo um recurso utilizado para reducdo do
processo inflamatorio e consequente reepitelizacdo (BOURGUIGNON-FILHO, 2005).

As lesbes que atingem além da derme reticular sdo tratadas de forma mais cautelosa,
pois o risco de infecgcdo € maior, com possibilidade de amputacdes. Estas lesdes necessitam de
procedimentos cirdrgicos para promover a cura, como realizacdo de enxerto e retalho
pediculado. Para o sucesso destas cirurgias € necessario uma neovascularizagdo no local, que
pode ser favorecido com a utilizacdo do laser de baixa intensidade (LBI) (VECOSO, 1993).

O uso do laser no tratamento de queimaduras estd baseado na sua acéo
antiinflamatdria, com conseqliente analgesia. Isto foi observado em experimentos que
utilizaram lasers de diferentes comprimentos de onda, dosagens e modos de aplicacéo
(BAYAT et al, 2008; PEREIRA, 2005; SCHLAGER et al, 2000).

Nesse sentido, €& importante realizar estudos experimentais com abordagem
histopatoldgica para fornecer base cientifica do uso clinico-terapéutico do laser no tratamento
de feridas de queimaduras e da importancia de seus parametros com relacdo aos efeitos
observados. Nos estudos de Lange et al, 2003 e Pereira, 2005 observou-se resultados
exclusivamente positivos, porem percebemos ainda uma escassez de trabalhos que visem
comprovacdes sobre a utilizacdo do laser em questdo. Desta forma justifica-se a realizacdo de
novos estudos que esclarecam os beneficios resultantes dessa modalidade terapéutica quanto a

promocdo de cicatrizacdo em feridas.

OBJETIVO
Verificar o efeito do laser de baixa poténcia AlGalnP com diferentes dosagens

energéticas na cicatrizacdo de queimaduras de 3° grau em ratos Wistar.



METODOLOGIA
Amostra e Aspectos Eticos

Realizou-se um estudo experimental e prospectivo utilizando-se 36 ratos Wistar,
fornecidos pelo Biotério da Universidade Federal de Goias (UFG). Este trabalho foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa Médica Humana e Animal do Hospital das Clinicas da
UFG — n° 098/2009.

Os animais foram manipulados de forma cuidadosa e sempre pela manh& pelo mesmo
pesquisador e acompanhado por um Médico Veterinario. Realizou-se adaptacdo dos animais
ao ambiente proposto, priorizando o bem estar (JUNQUEIRA, 2007).

Protocolo para Lesao

No dia 0 os animais foram previamente anestesiados, utilizando medicacdo Ketamina
10% e Xilazina 2%, intraperitonial, solugéo 0,01ml/g.

Ap0s isto realizou-se tricotomia da regido dorsal do animal para consequentemente
realizacdo da lesdo térmica de 3° grau por meio de &gua a 95°C em contato com a regido
escapular do dorso do animal por 14 segundos. O dorso do animal permaneceu em contato
com a agua fervente através de um molde confeccionado para se padronizar a area a ser
lesada, da seguinte forma: O animal foi colocado dentro de um cilindro plastico PVC com
uma abertura de 2x2cm com posterior vedacdo das extremidades do cilindro.

Durante o tratamento todos receberam curativos oclusivos esterilizados com associagdo
topica de pomada Sulfadiazina de Prata e gel base de papaina 8%. Para oclusdo foi utilizado
gaze esteril em cima da lesdo e manta confeccionada com tecido morin que revestia todo
animal. Trocou-se o curativo diariamente, limpando-se a ferida com soro fisiologico.

A analgesia foi realizada durante todo o tratamento com Cloridrato de Tramadol,
30mg/Kg.

Grupos Experimentais

Foram utilizados 36 ratos Wistar pesando de 300 a 350 gramas, com lesdes de terceiro
grau, divididos em trés grupos contendo 12 animais cada, sendo o primeiro o grupo controle,
o qual ndo recebeu tratamento com laser, o segundo recebendo tratamento com dose de 3,0
Jlcm? e o terceiro com dose de 6,0 Jcm®. Cada um destes grupos foram divididos em
subgrupos contendo 3 animais cada para observacdo aos 0, 3, 7, 14 e 21 dias ap0s a inducgao

da queimadura (DAI).



Aplicacéo do Laser

Foi utilizado o aparelho - Diodo Laser Continuo AlGalnP, com as seguintes
especifica¢des: comprimento de onda: 660nm, poténcia do aparelho: 35 mW, poténcia média
de saida: 20 mW, tipo do feixe: colimado, area de emissdo: 0,035 cm? e selecionado o modo
continuo. A aplicagdo do laser ocorreu trés vezes por semana, em ambiente de penumbra, no
modo pontual perpendicularmente a area queimada, obedecendo ao tempo que o aparelho
fornece em cada ponto. Para a aplicacdo do laser foi construido um suporte para fixacdo da
caneta em um angulo de 90 graus em relacdo a lesdo, os animais foram previamente contidos
em um tubo de material plastico, em decubito ventral, com os membros em extensdo.

Baseando-se na metodologia utilizada no trabalho de Borato (2006).

Avaliacdo Macroscopicas

Nos dias experimentais estabelecidos acima, analisou-se macroscopicamente as fases
do processo inflamatorio, isto é, inflamacéo, proliferacdo e maturagdo. Foram analisados os
seguintes parametros: cor da lesdo, diferenciando as areas de hiperemia, estase, necrose,
eritema, edema, presenca de crostas, neovascularizacdo, hemorragia, reepitelizacdo e tempo
de fechamento da lesdo. Os animais utilizados no estudo foram eutanasiados por injecéo letal

de Tiopental Sodico 100mg/Kg de peso.

Avaliacdo Morfométrica

Para analise da contracdo da ferida, fotografaram-se as lesdes utilizando-se uma
camera digital acoplada em tripé, mantida a uma distancia constante de 20 cm da lesdo, e em
seguida, as imagens foram analisadas pelo software Image J (NIH) verséo 1.3.1.

A area da ferida foi contornada utilizando-se o software acima por um pesquisador que
desconhecia qual o tratamento utilizado. Logo ap0s os valores foram calculados atraves da
formula:  GC= Area T° — Area T %@ % evtandsia y 100

Area T°

dia da eutanésia —
T =

Onde T° = dia da indugdo da leséo, dias 3, 7, 14 e 21 dias apds inducéo da lesdo

AvaliacBes Microscopicas



O tecido lesionado foi retirado por meio de biopsia, processado para inclusdo em
parafina, cortados a 4 micrometros de espessura e corados pela técnica de hematoxilina e
eosina (HE).

Os processos patoldgicos gerais analisados foram:

Crostas Fibrina, necrose, hemorragia, exsudato, infiltrado PMN e MN

Derme Fibrina, hemorragia, edema, infiltrado PMN, infiltrado MN, hiperemia,
neovascularizacdo, necrose do colageno, necrose dos anexos, fibroblastos e

colageno

Hipoderme | Infiltrado PMN, colageno da cicatriz, necrose, infiltrado MN, hemorragia,
hiperemia, fibroblasto e neovascularizagéo

Tecido Infiltrado PMN, necrose, infiltrado MN, neovascularizagéo, fibrina, hiperemia,

1
profundo® | o orragia, fibroblastos e colageno

Bordas das | Reepitelizagdo, colageno, infiltrado MN, infiltrado PMN, fibroblastos e

lesGes neovascularizagédo

1-(paniculo carnoso e tecido adiposo); PMN (polimorfonucleraes); MN (Mononucleraes)
A anélise foi qualitativa, sendo considerado como ausente (0), discreto 1-25% da
lamina (1), moderado de 26 a 50% (2) e acentuado acima de 51% (3).

Através do Picro Sirius realizou-se a identificacdo e quantificacdo do colageno.

Analise Mesoscopica
Por meio da mesoscopia mediu-se o tamanho da ferida aberta utilizando o Programa

Image J.

Anélise Estatistica
A andlise estatistica foi realizada por meio do programa Sigma Stat. Todas as variaveis
foram testadas quanto a distribuicdo normal e variancia homogénea. Quando a distribuicéo foi
considerada normal e com variancia homogénea utilizou-se testes paramétricos (ANOVA).
Em casos em que a distribuicdo ndo foi normal ou que a variancia ndo foi homogénea,
utilizou-se testes ndo paramétricos (Kruskal-Wallis). As diferencas observadas foram

consideradas significantes quando p<0,05.




RESULTADOS

A inducgdo da leséo através do tubo PVC em agua a 95°C, no tempo de 14 segundos
favoreceu uma maior uniformidade da lesdo. Através da histologia observou-se
necrose/desestruturacdo de epiderme, derme papilar, derme reticular e hipoderme,
comprovando queimadura de 3° grau.

Por meio do método de contencdo do animal no tubo plastico e suporte para caneta
laser conseguiu-se aplicar a terapéutica no modo pontual com menor dispersédo da luz, tendo
em vista que a caneta ndo se movimentava durante a aplicagéo.

Com a utilizagdo da Papaina a 8% associada a Sulfadiazina de Prata e ao curativo
oclusivo ndo houve formacgdo de crosta durante todo tempo de tratamento, mantendo a
umidade da lesdo. As lesdes ndo apresentaram caracteristicas macroscopicas de infeccéo.

As alteragbes macroscopicas podem ser observadas nas figuras 1 e 2. Aos 3 DAI nao
houve diferenca na necrose entre os trés grupos analisados. No grupo 3 J/cm? apresentou
maior hiperemia nas bordas das lesGes que o grupo 6 J/cm?, e este maior que 0 grupo controle.
Aos 7 DAI o grupo 3 J/cm? apresentou menor necrose que o grupo 6 J/cm?, e este por sua vez
menor que o grupo controle. No 14° DAI o grupo 3 J/lcm? apresentou maior tecido de
granulacdo e fibrose comparado aos demais grupos, estes Gltimos ainda possuiam necrose no
centro e fibrose ao redor da lesdo. No 21° DAI o grupo 6 J/cm? teve uma maior reepitelizacao
e fibrose que o grupo 3 J/cm? e este maior que o grupo controle.

Na analise morfométrica para verificacdo da contracdo de bordas das lesdes de 3 dias
teve-se como resultado um aumento caracteristico de edema nas lesdes dos grupos controle, 3
Jicm2 e 6 J/cm2. Nos demais dias as lesdes dos grupos que receberam a terapéutica laser houve
contracdo de borda maior que no grupo controle, porem ndo foi estatisticamente significativo
(Figura 3).



FIGURA 1. Anélise macroscopica do aspecto das lesGes apos 3 e 7 dias de tratamento. (A)

(B) (C) Area de hiperemia (seta), ao centro presenca de necrose proveniente da queimadura
(tecido de coloracéo esbranquicada). (D) (E) (F) Presenca de necrose proveniente de vasos (*)



14 Dias 21 Dias

FIGURA 2. Analise macroscopica do aspecto das lesGes ap0s 14 e 21 dias de tratamento. (A)
Necrose (cabeca de seta) acentuada no centro da leséo e fibrose moderada (seta). (B) Fibrose
acentuada (seta) e tecido de granulacdo (seta segmentada). (C) Fibrose acentuada (seta) e

necrose (cabeca de seta). (D) (E) (F) com presenca de tecido de granulacdo (seta segmentada).
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FIGURA 3: Percentual de reducéo das lesdes ao longo dos dias experimentais.

Por meio da mesoscopia observou-se aos 21° DAI o tamanho das lesdes abertas em
cada grupo: controle média=132mm; grupo 3 J/cm? média=152mm e grupo 6 J/cm?
média=16mm. Pelos dados acima, verificou-se maior reepitelizagdo no grupo 6J/cm? (p<0,05)
quando comparado aos demais (Figura 6).

Na analise microscopica observou-se ao 7° DAI que a intensidade de colageno no
tecido profundo foi significativamente (p<0,05) maior nos grupos que receberam dose de
laser a 3 JJcm2 e 6 Jcm/2 quando comparado ao grupo controle (Figura 4). Foi observado uma
maior reepitelizacdo na borda da lesdo ao 21° DAI no grupo de 6 J/cm? quando comparado ao
grupo controle, sendo estatisticamente significativo (Figura 5). No mesmo tempo de
tratamento a area de reepitelizacdo formada apresentou colageno tipo | e nas demais areas
colageno tipo 111. Com excecdo dos dados acima, todos 0s outros parametros analisados néo

apresentaram diferencas entres 0s grupos controle e tratados.



FIGURA 4. Fotomicroscopia da pele de rato com lesdo por queimadura de 3° grau, aos 7 dias
com producéo de colageno. Grupo CT (controle): Tecido profundo, observa-se coladgeno
mais precoce (cabecga de seta), hiperemia, neovascularizagdo (seta) e acentuado infiltrado
inflamatorio, (H&E, escala=20pum). Grupo 3 J/cm2 Colageno mais espesso (cabeca de seta),
com fibras mais organizadas, (H&E, escala=20um). Grupo 6 J/cmz2: Colageno mais espesso e

organizado (cabeca de seta), (H&E, escala=20um).



FIGURA 5. Fotomicroscopia da pele de rato com lesdo por queimadura de 3° grau, aos 21
dias com reepitelizacdo. Grupo CT: Ferida aberta (seta), reepitelizacdo nas bordas (seta
pontilhada), hiperemia e pélo (cabega de seta) na area de reepitelizacdo (seta pontilhada),
(H&E, escala=100um). Grupo 3 J/cmz2: Hiperemia, hiperplasia da epiderme (seta pontilhada)
e lesdo aberta, (H&E, escala=100um). Grupo 6 J/cm?2: Reepitelizacdo acentuada (seta
pontilhada), colageno organizado em derme a baixo da area de reepitelizagdo e abaixo da

leséo aberta (seta), presenca de infiltrado inflamatorio, (H&E, escala=100um).



FIGURA 6. Mesoscopia da pele de rato com lesdo por queimadura de 3° grau, aos 21 dias.

Comprimento das lesbes abertas. (CT) 132 mm; (3 J/cm?) 152 mm e (6 J/cm?2) 16 mm.



DISCUSSAO

O laser AlGalnP foi o escolhido, pois engloba os efeitos relacionados com a densidade
de energia, e ainda possui uma poténcia média emitida de 20mW, a qual é muito superior ao
do HeNe ou mesmo do AsGa. Isto proporciona um menor tempo de exposi¢éo, tendo em vista
que Poténcia e Tempo sdo grandezas inversamente proporcionais. Outra vantagem é
decorrente do fato do material gerador (semicondutores) estar na forma de um diodo, o qual
facilita o projeto do aparelho, bem como a sua utilizacdo, em relacdo ao HeNe, ja que ndo ha
necessidade de fibra 6ptica (GUIRRO e GUIRRO, 2004).

As lesOes de 3° grau tratadas com laser AlGalnP, no modo pontual, em uma dose de 6
Jicmz, possuiu melhor aspecto macroscopicopico e maior reepitelizacdo que os demais grupos
aos 21 dias, diferente do relatado por Mello et al, 2007, que utilizando ratos Wistar tratados
com laser HeNe no modo varredura a 4 J/cm2 e com laser pontual na mesma intensidade,
encontrou que modo varredura obteve cura total da lesdo apds 14 dias de tratamento. Porem
existe uma grande dificuldade em se comparar os resultados levando-se em consideracao que
0os comprimento de onda dos lasers utilizados sdo diferentes, alem disso, o referido autor
realizou aplicacdes diarias, enquanto que no presente estudo foram feitas 3 aplicacdes por
semana.

No estudo de Mello et al, 2007 foi encontrado presenca de coldnias bacterianas,
enquanto que neste estudo ndo foi observada contaminacdo. Pode-se afirmar que a utilizacéo
do curativo oclusivo com tépicos de Sulfadiazina de Prata e Papaina 8% impediu a
colonizacdo bacteriana nas feridas tratadas. O autor citado acima relata ainda que a lesao
tratada com LBI apresentou hiperqueratose area focal discreta na epiderme, que consistia em
uma crosta de células ortoqueratotica. A presenca de crosta ndo foi observada na presente
pesquisa, mostrando a eficacia do desbridamento quimico com a Papaina a 8% e os beneficios
do curativo oclusivo em lesBes por queimaduras.

Ao verificar-se neste estudo com a utilizacdo do laser de 660nm, uma maior
quantidade de colageno aos 7 dias e menor area de necrose nos grupos tratados com laser
corroboramos com Chagas-Oliveira et al, 2008, que comparou o periodo de cicatrizacdo entre
a terapéutica nos comprimentos de onda 660 nm e 780 nm, encontrando que 0 grupo que
recebeu tratamento com o laser 660 nm apresentou melhor resultado nas fases inicias do
processo inflamatorio. Assim como Meirelles, 2005 que também verificou a eficacia do laser
de 660 nm de comprimento de onda na fase inicial da leséo.

N&o se observou cicatrizagdo completa das lesGes aos 14 dias nos diferentes grupos do

presente trabalho. Santos et al, 2010, utilizando laser de 660nm em lesdes de queimaduras de



3° grau em ratos Wistar, também ndo observou cicatrizagdo aos 14 dias. Acredita-se que esta
diferenca de demais estudos (BOURGUIGNON-FILHO, 2005) que afirmam uma cicatrizacdo
completa aos 14 dias se deve ao fato das feridas cutaneas terem diferentes microambientes,
agentes causais diferentes e variac0es na terapia com LBI.

Até 0 14° DAI a lesdo possuia necrose proveniente da queimadura e , assim como no
trabalho de Santos et al, 2010. Motivo este que pode ndo ter facilitado o processo de
aceleracdo da cicatrizacdo através da terapéutica com o LBI, assim afirma-se que ndo havia
ambiente adequado para a efetividade do LBI sobre o restante das células vivas.

Neste experimento pode-se dizer que a evolucdo no processo de cicatrizagcdo da
queimadura de terceiro grau, tanto nos grupos irradiados quanto no controle, se comportou de
acordo com as fases da evolugdo do processo cicatricial. A destruicdo tecidual causada pela
inducdo da queimadura produziu lesdo ate hipoderme, que de acordo com a literatura
(GOMES, SERRA, PELLON, 1995) resulta em alteracdo do metabolismo e liberacdo de
substancias que desencadeiam resposta inflamatoria. Houve uma melhora significante deste
quadro no grupo irradiado com laser 6J/cm2. Corroborando com os achados evidenciados no
estudo de Pereira, 2005, que também utilizou o laser AlGalnP em lesdes de terceiro grau.

Aos 21 dias observou-se caracteristicas macroscopicas da fase proliferativa, onde
houve a formacéo de tecido de granulacdo evidenciadas principalmente no grupo que recebeu
dose de 6 J/cm2. Estas caracteristicas, isto é, presenca de fibroblastos, colageno e capilares sao

sdo essenciais para regeneracéo tecidual (GUIRRO e GUIRRO, 2004).

CONCLUSAO

A aplicacdo do laser AlGalnP na dose de 3 J/cm? foi mais eficaz nas fases iniciais da
cicatrizacdo enquanto que na dose de 6 J/cm? foi melhor na fase mais tardia da lesdo, uma vez
que, na dose de 3J/cm? foi observado menor area de necrose e na dose de 6 J/cm?2 favoreceu a

producdo de coladgeno aos 7 dias e maior reepitelizacao aos 21 dias.
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