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Estudo comparativo entre os efeitos biomoduladores do LED e do laser em feridas cutaneas
de ratos portadores de diabetes induzido.

RESUMO

O diabetes mellitus € uma das doencas ndo contagiosas mais comumente encontradas
na populacdo mundial. A hiperglicemia associada a doenca acarreta varias anormalidades
metabdlicas que determinam um atraso do processo de reparo de feridas cuténeas. A terapia
gue tem se mostrado promissora no tratamento dessas complicacdes € a fototerapia, que
apesar desse fato, ainda ndo possui seus efeitos biomoduladores completamente esclarecidos,
principalmente quanto aos mecanismos fisiolégicos envolvidos e aos efeitos do emprego da
luz emitida por diodo (LED), recentemente inserida nessa modalidade terapéutica. O presente
estudo foi realizado com o proposito de verificar comparativamente os efeitos
biomoduladores da terapia com LED e laser no reparo tecidua de feridas cuténeas dorsais de
ratos portadores de diabetes induzidos por aloxana, com um Unico momento de irradiacao,
trinta minutos apos o estabelecimento das lesdes. Foram utilizados 36 animais, divididos em
Sei's grupos experimentais. Trés grupos foram compostos por ratos diabéticos e trés por ratos
com nivels de glicemia sanguinea considerados normais. Foram realizadas lesbes dorsais
circunferenciais, com area de 0,5 cn?, em todos os animais. Em um grupo de ratos normais e
em um de ratos diabéticos essas lesdes ndo receberam nenhuma terapia coadjuvante, sendo
considerados como controle. Nos grupos restantes, as lesdes foram irradiadas com LED (640
+ 20 nm, 30 mW, 6 Jecnt) ou laser (InGaAIP — 660 nm, 30 mW, 6 Jcnf). Os animais foram
acompanhados durante sete dias por avaliacdo clinica através de fotografias diarias das
feridas. A avaliacdo macroscopica permitiu observar a dindmica de contracéo das feridas. Ao
final desse periodo os animais foram sacrificados e as feridas foram excisionadas. Os cortes
histolégicos confeccionados foram capturados e analisados histomorfologicamente e
histomorfometricamente. Os animais dos grupos submetidos a fototerapia apresentaram
evolucdo macroscopica do processo de reparo discretamente mais avancado que o grupo ndo
tratado. A terapia com LED foi significativamente mais eficaz que a terapia com laser na
reducdo do didmetro das feridas no periodo de 72 horas pés-lesdo. A luz coerente e ndo
coerente produziram efeitos muito semelhantes no reparo das feridas no periodo de 168 horas
pos-lesdo, tanto na andlise macroscopica, quanto microscopica. A ardlise microscopica
revelou quantitativamente e qualitativamente uma melhor evolucéo no reparo tecidual para os
grupos submetidos a fototerapia.

Palavras chave: Diabetes, LED, laser, cicatrizagéo, feridas.



Comparative study between biomodulators effects of LED and Laser in cutaneous wounds of
rats with the diabetes induced.

ABSTRACT

Diabetes mellitus is one of the noncontagious diseases more commonly found on the
world population. The hyperglycemia associated to this disease results in several metabolic
abnormalities that determine a delay on the process of cutaneous wound repair. The therapy
that has shown to be promising for the treatment of these complications is the phototherapy,
that despite of this fact, still does not have its biomodulators effects completely clarified,
especialy as physiological mechanisms involved and as its effects in the use of light emitted
by diode (LED), recently inserted in this therapeutic modality. This study was executed in
purpose of verifying comparatively the biomodulators effects of therapy with LED and laser
for tissue repair of cutaneous dorsum wounds of rats with diabetes induced by aloxana, with
only one moment of irradiation, thirty minutes after the establishment of the lesions. It was
used 36 animals, divided in six experimental groups. Three groups were compound for
diabetic rats and three for rats with levels of bloody glycemia considered normal. It was
executed circumferential dorsum lesions, with an area of 0,5cm?, in al the animals. In a group
of normal rats and in one of diabetic rats these lesions did not receive any supporting therapy,
being considered as control. In the groups left, the lesions were irradiated with LED (640 +
20nm, 30 mw, 6Jcnf) or laser (InGaAlIP — 660nm, 30mW, 6Jcnf).The animas were
accompanied during seven days for clinical evaluation through daily wounds pictures. In the
end of this period the animals were sacrificed and the wounds were removed. The histological
cuts made were captured and analyzed histomorphologicaly and histomorphometricaly. The
groups of animals submitted to phototherapy showed a macroscopic evolution in the repair
process discreetly more advanced than the untreated group. The therapy with LED was
significantly more efficient than the therapy with laser for the reduction in the wounds
diameter in the period of 72 hours post-lesion. The coherent and non coherent light produced
very similar results in the period of 168 hours post-lesion, in both macroscopic and
microscopic anaysis. The microscopic analysis revealed quantitatively e qualitatively a
bigger evolution for the tissue repair for the groups submitted to phototherapy.

Keywords: Diabetes, LED, laser, healing, wounds.
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1 INTRODUCAO
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1 INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) ou diabete € uma doenca metabdlica caracterizada pela auséncia
total da insulina ou mesmo pela resposta deficiente a agdo desse horménio. Cerca de 3% da
populacdo mundial, ou sgja, aproximadamente 100 milhdes de pessoas séo acometidos pela
doenca. Nas Américas, o nimero de individuos com diabete foi estimado em 64 milhdes para
0 ano 2025 (KING et al., 1998).

O diabetes causa uma série de complicagdes sistémicas determinando que a morbidade
associada e os disturbios ocasionados, como a microangiopatia, retinopatia, nefropatia e
neuropatia, sejam alvo constante de inimeras pesquisas (CONTRAN et al. 2000).

Ha quase meio século diversos pesquisadores vém estudando os problemas de cicatrizagéo
de feridas apresentados pel os portadores de diabetes, principa mente os que acontecem na fase
inflamatéria do reparo, que é caracterizada por eventos vasculares e celulares e que, neste
caso, apresentam-se aterados (GRANDINI, 1978; GOODSON; HUNT, 1979).

Esses estudos propiciaram o desenvolvimento de abordagens terapéuticas cada vez mais
eficientes que auxiliaram no processo de reparo tecidual com a minimizacéo da agdo dos
fatores que o retardam ou dificultam. Dentre essas abordagens, a fototerapia, que consiste na
utilizagdo terapéutica da luz, tem apresentado bons resultados como meio coadjuvante do
tratamento das complicacdes associadas ao diabetes (MIRZAEI et al., 2007; CHEN et al.,
2008; MEIRELES et al., 2008; SOBANKO; ALSTER, 2008).

A fototerapia teve sua origem relacionada a aplicagéo terapéutica do laser por Mester e
colaboradores (VINCK et al., 2003; ABRAMOVITS et al., 2005) e desde entdo, o laser
operando em baixa poténcia vem constantemente ganhando espaco na terapéutica médica
devido a baixa energia utilizada, auséncia de potencial fototérmico e a comprovada eficécia
na melhora estrutur al da cicatrizagéo (LOPES et al., 2006).

Contudo, a utilizacgo do laser na fototerapia possui como fator limitante o alto custo do
equipamento e determina que novas fontes de luz venham sendo introduzidas nessa
modalidade terapéutica. O destaque € o emprego da luz emitida por diodo (LED) que, apesar
dos estudos incipientes, também tem apresentado bons resultados a um baixo custo
(WHELAN et al., 2001; VINCK et al., 2003; WHELAN et al., 2003; AL-WATBAN;
ANDRESS, 2006).

Desta forma, a fototerapia merece destague como uma modalidade terapéutica eficaz na

minimizacdo dos efeitos adversos ocasionados pelo diabetes e o emprego de fontes de luz
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aternativas, como o LED, por ainda ndo possuir estudos conclusivos, merece a atencéo do
meio cientifico.

No presente trabalho € proposto um estudo experimental e comparativo dos efeitos
biomoduladores da fototerapia com a utilizacdo do laser em baixa poténcia e do LED no

reparo de feridas cutaneas de ratos portadores de diabetes induzido.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A peleeo sistema tegumentar

A pele congtitui 0 maior 6rgéo do corpo humano e é onde ocorrem interacfes celulares e
moleculares que comandam numerosas respostas cruciais ab meio ambiente (CONTRAN et
al., 2000). No ser humano, esse 6rgéo constitui cerca de 16% do peso corporal e juntamente
com 0s anexos cutaneos:. glandulas sudoriparas e sebéceas, pelos e unhas, formam o
tegumento ou sistema tegumentar (CORMARCK, 1991; STEVENS; LOWE, 1997).

A pele é formada de duas camadas. uma externa formada de tecido epitelial, e
denominada de epiderme e outra mais interna, basicamente formada de tecido conjuntivo,
denominada de derme. A epiderme tem sua origem embrioldgica no ectoderma e a derme é
derivada do mesoderma.

Abaixo da pele encontra-se afascia superficia ou a hipoderme, constituida de um tecido
conjuntivo frouxo contendo quantidades variaveis de gordura. Em individuos obesos ou que
vivem em clima frio essa camada € espessa e forma o paniculo adiposo (GARDNER; HIATT,
2003).

As fungbes da pele no organismo sdo muitas. Além de cobrir os tecidos moles
subjacentes, protege 0s mesmos contra lesdes, invasdo bacteriana e dessecagdo, regula a
temperatura corporal, recebe sensacbes continuas do meio ambiente (tato, temperatura,
pressdo e dor), realiza excrecdo através das glandulas anexas e absorve a radiacdo ultravioleta
(UV) solar para a sintese de vitamina D (STEVENS; LOWE, 1997; GARDNER; HIATT,
2003; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

2.1.1 Epiderme

A epiderme € constituida por tecido epitelial estratificado pavimentoso queratinizado,
podendo aparecer mais fina revestindo a naior parte do corpo humano, onde varia de 0,07 a
0,12 mm, e mais espessa em alguns locais, como nos cotovelos, planta dos pés e pama das
ma&os onde pode chegar a 1,4 mm. Neste caso a pele € denominada de pele espessa e apresenta
um tecido epiteliad com cinco camadas de células muito proximas, em intimo contato,
denominadas de queratindcitos e unidas entre s por um complexo juncional e por
desmossomos (GARDNER; HIATT, 2003; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).
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As camadas ou estratos celulares da epiderme recebem sua denominagdo de acordo com
aforma e a posicao das células que as compde.

No limite com a derme subjacente, em contato com a lamina basal e presa a ela por
hemidesmossomos, |ocaliza-se a camada basal, rica em células indiferenciadas e em ato grau
de proliferacéo pela atividade mitética intensa. Na seqliéncia, em direcdo a superficie livre,
encontra-se a camada espinhosa, que possui esse nome devido a presenca de pequenos
prolongamentos citoplasmaticos com tonofibril as associadas aos desmossomos, que mantém a
coesdo entre as células aumentando aresisténcia ao atrito. A camada basal, juntamente com a
espinhosa, forma a camada de Malpighi e refere-se as camadas da epiderme com células
mitoticamente ativas.

Na regido apical da epiderme encontram se, em sequiéncia, as camadas granulosa, |Gcida
e cornea. Esta Ultima fica em contato com a superficie epitelial livre, com espessura variavel e
€ composta por células pavimentosas e anucleadas, cujos citoplasmas mostram-se repletos de
gueratina. Essas caracteristicas determinam a nomenclatura de pavimentoso estratificado e
queratinizado ao epitélio que forma a epiderme (GARDNER; HIATT, 2003).

Na epiderme, além dos queratindcitos, encontramse outros trés grupos de células,
denominadas de ndo queratindcitos. S80 0os melandcitos, responsaveis pela producdo da
proteina melanina (pigmento castanho que funciona como filtro endégeno contra a radiacéo
ultravioleta); as células de Langerhans, dendriticas e com funcéo de captar e processar sinais
antigénicos, comunicando as informagdes para as células linféides; e as células de Merkel,
gue formam unides sindpticas com as terminacdes nervosas periféricas, funcionando como
receptores tatels (GARDNER; HIATT, 2003; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

2.1.2 Derme

A derme esta situada abaixo da epiderme e é formada por tecido conjuntivo cujas
funcdes principais sdo as de sustentacéo e nutricdo ao tecido epitelia que compde a epiderme.
A derme, a0 contrario da epiderme, possui muitos vasos sanguineos e linfaticos, aém de
terminacOes nervosas. Na derme localizam se os anexos epidérmicos. A péndices como unhas,
cabelos e glandulas séo ligados a ela.

A juncéo da derme com a epiderme (juncdo dermo-epidérmica) é estabelecida através
da lamina basal. Nesta regido a derme emite saliéncias em direcdo a epiderme, denominadas
de papilas dérmicas, com funcéo de melhorar a unido do conjunto e impedir sua separacdo em

caso de atrito.
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Existem duas camadas histolégicas na derme. Uma mais proxima a epiderme,
denominada de camada papilar e outra mais proxima ao tecido subcutaneo ou hipoderme,
denominada camada reticular. A camada papilar é formada por tecido conjuntivo frouxo e a
reticular de tecido conjuntivo denso, rico em fibras eldsticas do sistema elaurinico e
oxitalénico (COTRAN et al., 2000; GARDNER; HIATT, 2003; JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2004).

Figura 1 - Componentes teciduais da pele.
Fonte: COTRAN et al.,( 2000).

(e) epiderme, (d) derme, (b) células da camada basal, (m) melandcitos, (Ic) células de Langerhans, (v) capilares
sanguineos, (f) fibroblastos, (mc) mastécitos, (dc) dendrdcitos, (sc) estrato corneo, (s, g e h) anexos cutaneos.

Os fibroblastos e fibrocitos, células secretoras do tecido conjuntivo, estdo presentes na
derme produzindo fibras colégenas, elasticas e reticulares, aém matriz extracelular
(substancia fundamental) composta de macromol éculas (proteoglicanas, glicosaminoglicanas
e glicoproteinas) e &gua.

Asfibras nervosas da pele so do tipo ndo mielinizado e atuam sobre o fluxo vascular e
sobre os anexos cutaneos. Nela também é encontrado um sistema aferente de inervacdo mista
e numerosas terminaces nervosas livres, responsaveis pelas sensacdes de dor, temperatura,
pressdo e tato. Dentre estas terminagdes sensitivas encontram:se 0s corpuscul os de Pacini e de
Meissner (HIB, 2003; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

O colageno € o principa tipo de proteina fibrilar insolivel encontrado na matriz
extracelular do tecido conjuntivo da derme. Existem pelo menos quatorze tipos de colégeno,
sendo que osdo tipo I, Il elll sGo os mais abundantes e formadores de estruturas fibrilares ou

similares. O tipo 1V, forma reticulos bidimensionais e € o principal componente na lamina
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basal. A Tabela 1 mostra os principais tipos de colageno, suas caracteristicas e suas

distribui¢des no organismo humano.

Tabelal- Principais tipos de colageno. (CONTRAN et al ., 2000).

Tipo  Caracteristicas Distribuicéo

| Feixes de fibras em bandas com elevadaforca Pele (80%), 0sso (90%), tenddes, a maioria de outros
elastica orgéos

Il Fibras delgadas; proteina estrutural Cartilagem (50%), humor vitreo

11 Fibrilas delgadas: elasticas V asos sanguineos, Utero, pele (10%)

v Amorfo Todas as membranas basais

\% Amorfoffibrilasfinas 2-5% dos tecidos intersticiais, vasos sanguineos

VI Amorfo/fibrilas finas Tecidosintersticiais

VIl Filamento de ancoragem Juncdo dermoepidérmica

VIII Provavelmente amorfo Membrana do endotélio-Descemet

IX Possivel papel na maturagéo Cartilagem

O entendimento da reparacdo de lesdes (feridas) cutaneas, por envolver complexos
fenbmenos celulares e outros eventos que interagem entre si, € fundamental para o
conhecimento do comportamento da pele, cuja maior funcéo é servir de barreira de protecéo
contra 0 meio extracorpéreo (CORMARCK, 1991; ABLA; ISHIZUKA, 1995).

2.2 O processo de reparo tecidual

A capacidade do organismo vivo de substituir células lesadas ou mortas e promover o
reparo dos tecidos, apos 0 processo inflamatério, € fundamenta para a sobrevivéncia. Nesse
sentido, o processo de reparo esta presente para restaurar a integridade anatdmica e funcional
do tecido submetido a lesio (CONTRAN et al., 2000).

Este fendmeno culmina com a regeneracdo e recomposi¢cao da atividade funcional do
tecido e a substituicdo das células lesadas por células do mesmo tipo, as vezes sem deixar
vestigio residual da lesdo anterior. Pode ocorrer também uma substituicdo por tecido
conjuntivo num processo denominado de fibroplasia ou fibrose com a cicatrizacdo e o
restabelecimento da homeostasia SANTOS, 2000). O processo é dindmico e compreende
varias etapas que incluem a inflamacao, proliferacdo celular e sintese do colageno e de outros
componentes da matriz extracelular (SAHL; CLEVER, 1994; CONTRAN et al., 2000).

NoO processo de reparo, enquanto o agente agressor é destruido, uma seqiiéncia de
eventos ocorre no intuito de substituir o tecido lesado através da regeneracdo de células
parenquimatosas nativas ou pela proliferacdo de um tecido cicatricial ou mesmo pela
associacao destes dois eventos (RUBIN; FARBER, 2002; STEVENS; LOWE, 2002).
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O reparo completo dos tecidos alterna sucessivas reacfes anabdlicas e catabdlicas,
envolvendo os leucdcitos como protagonistas com sua conhecida atividade imune e reactes
catabdlicas de degradacdo de tecidos pela producdo de proteases e moléculas reativas de
oxigénio e nitrogénio (BALBINO et al., 2005).

A regeneracdo e a cicatrizacdo devem ser consideradas eventos distintos. Na
regeneracdo a reposicao tecidual € feita por células do mesmo tipo das que foram perdidas e
se 0 estroma estiver pouco alterado, ha reparacdo completa da lesdo. Ja a cicatrizac8o consiste
na subgtituicio de um tecido lesado por um tecido conjuntivo préprio: a cicatriz
(BOGLIOLO, 1978).

A reparacdo tecidual pode ser dividida em trés fases. inflamatoria ou exsudativa, fase
proliferativa ou fibroblastica e fase de maturagcdo ou remodelacdo (BLANES, 2007). Clark
(1993) denomina essas fases de inflamagédo, formacéo de tecido de granulagdo com deposicéo
de matriz extracelular e remodelagdo tecidual .

Essas fases sdo complexas, atamente coordenadas, dinamicas e sobrepostas, com
eventos que finalizam uma fase e estimulam o inicio de outra, determinando as caracteristicas
dacicatriz (SILVA et al., 2007).

2.2.1 A faseinflamatoria ou exsudativa

A fase inflamatdria envolve um conjunto de reacfes locais e gerais do organismo. Este
mecanismo € composto por varios fendmenos complexos, que se associam e se
complementam uns aos outros formando uma reacd0 em cascata, envolvendo eventos
celulares com uma complexa interacdo entre células inflamatérias e células vasculares. A
inflamagdo pode ser considerada uma resposta organica inespecifica a lesdo tecidual, pois
independe se o0s agentes causadores sgam fisicos, quimicos ou bioldgicos (BOGLIOLO,
1978; CONTRAN et al., 2000).

Em resposta a lesdo ocasionada, os tecidos vascularizados desencadeiam 0 processo
inflamatério. Essa resposta est4 estreitamente interligada ao processo de reparagcdo. Para
Contran et al. (2000) “[...Ja inflamagéo serve para destruir, diluir ou encerrar o agente lesivo,
mas, por sua vez, pde em movimento uma série de eventos que, tanto quanto possivel,
cicatrizam e reconstituem o tecido danificado[...]” (pag. 44).

A seqgiiéncia de eventos inicia com a prevencao da perda de sangue originado da ruptura
dos vasos sanguineos durante a agressdo. E desencadeada a agregagdo plaguetéria com

subsequiente ativacdo da cascata de coagulacdo, resultando na formagdo de um trombo que
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limita a perda sanguinea. As plaguetas extravasadas aderem ao colageno do espaco
extravascular, usando receptores especificos de membrana, aderindo-se as proteinas da matriz
extracelular. Esse contato com o colégeno fibrilar ativa as plaquetas induzindo as proteinas
adesivas |lb/llla, especificas da membrana plaquetéria, e da integrina (3, favorecendo a
liberac&o do contetido de seus granulos: fibrinogénio, fibronectina, fator de Von Willebrand e
trombospondina.

Em seguida, as moléculas adicionais da matriz extracelular juntam se & massa agregada
de plaguetas e fibrina e essa interagdo estabelece e fortalece a matriz em formagdo. O
fibrinogénio do plasma que flui do sistema vascular lesado, bem como o fibrinogénio liberado
pelas plaquetas, sdo induzidos a polimerizar através da via intrinseca e extrinseca da
coagulacéo.

Esses eventos determinam que o gel extravascular, provisoriamente localizado na
cavidade criada pela lesdo, seja composto de material proveniente do sangue e por uma matriz
extracelular fraca formada por fibrinogénio, fibronectina e fator de VVon Willebrand. Boa parte
dessas substancias tem origem nas plaguetas ativadas que estéo capturadas no interior do
trombo (KNIGHTON et al., 1981).

A principal caracteristica da fase inflamatéria ou exsudativa é a liberacdo de mediadores
guimicos (histamina, serotonina, bradicinina, prostaglandinas e tromboxanos, linfocinas,
interleucina 1 e 2). Dentre outras agOes, esses mediadores atuam nos receptores das células da
microcirculagdo e nos leucocitos produzindo o aumento da permeabilidade vascular e
exsudacdo de plasma e de células sanguineas para o intersticio. 1sso se deve a retragdo das
células endotdiais, que perdem suas conexdes, aumentando a permeabilidade vascular,
permitindo a passagem de plasma, el ementos sanguineos, eritrocitos e leucocitos através do
fendbmeno da diapedese (BOGLIOLO, 1978).

A vasodilatacdo, com extravasamento de elementos para o exterior do vaso, forma o
exsudato e traduz-se clinicamente por tumor, calor, rubor e dor, cuja intensidade esta
relacionada com o tipo e grau de agressdo. Juntamente a essa resposta vascular, nesta fase,
existe uma importante resposta celular: os neutréfilos digerem bactérias e tecidos
desvitalizados, auxiliados pelos mondcitos que transformamse em macrofagos celulares.
Também ocorre a liberacdo do fator de crescimento pelas células epidérmicas e plagquetas
(SILVA et al., 2007).

A inflamacéo divide-se em padrfes agudo e cronico. A inflamacdo aguda tem duracéo
relativamente curta, de minutos a varias horas ou poucos dias. Suas principais caracteristicas

sd0 exsudacdo de liquido com proteinas plasméticas (edema) e migracdo leucocitaria
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(predominantemente de neutréfilos). E uma resposta imediata e precoce a0 agente nocivo,
independente da natureza do agressor ou da variedade de estimulos e com resposta muito
similar (SIQUEIRA JUNIOR; DANTAS, 2000). Este processo se caracteriza por trés eventos
principais. ateracdes no calibre vascular, que levam a um aumento no fluxo sanguineo,
mudangas estruturais na microvascularizagdo, permitindo a saida de proteinas plasméticas e
leucdcitos da circulag@o e emigracdo de leucdcitos da microcirculagdo com acumulagdo nos
focos de agressdo (MEDEIROS et al., 1995).

A reacdo inflamatdria aguda também é caracterizada pelos sinais cardeais. calor, rubor,
dor, edema e perda de funcdo, resultantes do aumento do fluxo sanguineo, aumento da
permeabilidade vascular, exsudacdo leucocitéria, liberacdo de agentes algicos e efeitos
induzidos pelos mediadores quimicos presentes.

Os estimulos necessarios para a inducéo da reacdo inflamatéria aguda séo fornecidos
pelos eventos subseqiientes a lesdo vascular. O fator de Hageman ativado, molécula do
sistema de coagulacdo derivada do plasma, inicia 0 sistema das cininas que culminam na
liberacdo da bradicinina, um peptideo ativo. Além das suas propriedades vasodtivas, a
bradicinina induz a producdo de metabdlitos araguidénicos, potentes moléculas pro-
inflamatdrias. O sistema fibrinolitico, responsavel pela degradacéo da fibrina, € composto por
agentes quimiotaxicos para neutréfilos. Os componentes do sistema complemento clivados
também participam da inducéo priméria da inflamacdo através da producéo de anafilatoxinas
gue levam a degranulacdo de mastécitos e estes, somados a matriz extracelular recém
formada, fornecem importantes substancias quimiotéxicas para os leucocitos. Os neutréfilos e
macréfagos por sua vez, respondem rapidamente a essa nova abundante fonte de agentes
guimiotéxicos e a esses estimulos ativadores. Os neutrofilos sdo os primeiros leucocitos a
chegar ao local dalesdo com funcdo de fagocitar e destruir qualquer bactéria presente na &rea
(KNIGHTON et al., 1981).

A inflamag&o cronica apresenta duragdo maior e esta associada histologicamente com a
presenca de linfocitos e macrofagos proliferacéo de tecido conjuntivo e de vasos sanguineos,
fibrose e necrose tecidual (CONTRAN et al., 2000).

Os macrofagos derivados de mondcitos acumulamse entre dois e cinco dias apés a
lesdo, auxiliando os neutréfilos na fagocitose de microorganismos, restos teciduais, e
removendo os neutrofilos exauridos. E importante ressaltar que os macréfagos liberam
diversos fatores de crescimento e citocinas, induzidos por sinais exclusivamente governados
pelo microambiente local, que sdo importantes nha manutencéo da reacdo inflamatoria e na

iniciac@o do processo de cura daferida.
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Com o comprometimento da microvasculatura no local lesado, e com a formagéo de um
trombo avascular, o tecido situado no centro da ferida fica relativamente isquémico. A
presenca de neutroéfilos e macréfagos ativados nessa area aumenta a demanda metabdlica pelo
oxigénio, fazendo sua tensdo cair e, em consequiéncia, o pH aumentar no espago ocupado pela
lesdo. Essa combinacdo de hipdxia, acidez e concentracéo de lactato ativa os macrofagos da
feridaaenviar sinais de perigo, que se manifestam pela elaboragdo de fatores de crescimento.
Dentro daferida, atensdo de oxigénio esta proxima do zero e durante este periodo observa-se
a angiogénese que pode ser resultante dos macr6fagos que migram ao interior da ferida
tornando-se andxicos, 0 que estimula o crescimento dos capilares (KNIGHTON et al., 1981).

Os principais fatores de crescimento ligados & migragdo e a coordenacdo dos
fibroblastos e macréfagos para a cicatriz séo os fatores de crescimento epidermal (EGF), o
fator de crescimento transformante beta (TGF-3) e o fator de crescimento derivado das
plaquetas (PDGF). Os fatores de crescimento derivados dos macréfagos sdo col etivamente
responsaveis pela seqiéncia de alteracbes que caracterizam a fase seguinte do reparo da
ferida. (HUYBRECHTS-GODIN et al., 1979; VINCK et al., 2003).

2.2.2 A faseproliferativa

A fase é denominada de proliferativa, possui duragcdo de 12 a 14 dias, e caracteriza-se
pelo reparo do tecido conjuntivo com formacdo de tecido de granulagdo e consecutiva
repitelizacdo. O processo de reparo comega logo no inicio da inflamacéo e, se em torno de 24
horas apos a lesdo ndo houver resolucdo, os fibroblastos e as céulas endoteliais vasculares
comecam a proliferar paraformar um tipo especial de tecido que caracteriza a cicatrizacdo e €
denominado de tecido de granulagdo. Esse apresenta aspectos histol égicos caracteristicos, que
sd0 aformac&o de novos e pequenos vasos sanguineos e proliferacdo de fibroblastos (RUBIN;
FARBER, 2002; STEVENS; LOWE, 2002).

No processo de reparo, por volta do segundo ou terceiro dia apds o trauma, 0s
fibroblastos produtores de colégeno sdo recrutados das margens da lesdo e induzidos a
sintetizar essa proteina, num processo seletivo conhecido como fibroplasia. O fibrinogénio do
exsudato inflamatério se transforma em fibrina formando uma rede, onde os fibroblastos
ficam aderidos, se multiplicam e comegam a secretar os componentes protéicos do tecido
cicatricial.

Concomitante a fibroplasia, ocorre intensa proliferacdo vascular. Entra em acéo também

o miofibroblasto que é uma célula presente no tecido de granulacéo € pela sua capacidade
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contrétil, reduz a area da lesdo, facilitando a repitelizacdo. 1sso ocorre devido a alguns
fibroblastos diferenciaremse em células contrateis denominadas miofibroblastos. Os
fibroblastos no tecido de granulacdo comecam a exibir caracteristicas funcionais similares as
células dos musculos lisos(GABBIANI et al., 1971).

A atividade mitética dos fibroblastos praticamente desaparece em torno do 15° dia,
guando passam a secretar as proteinas presentes no tecido de granulacdo, produzindo
componentes da substancia fundamental e colageno (BLANES, 2007; SILVA et al., 2007).

A fibroplasia tem inicio pela formag&o de tecido de granulacdo no espago do ferimento,
por uma matriz frouxa de colégeno, fibronectina e acido hialurénico contendo macréfagos,
fibroblastos e vasos recém-formados e exsudativos. O tecido de granulagdo comeca a ser
formado por volta do quarto dia apds a lesdo e nesta etapa, os novos fibroblastos acumulados
misturam-se a neoformagoes de capilares.

O principa componente do tecido de granulagcdo sdo os fibroblastos, células fibrilares
alongadas com nucleos hipercromaéticos de aspecto fusiforme e freguientes figuras de mitose,
agrupados formando feixes ou fasciculos. Os capilares recém formados apresentamse em
fileiras paralelas, perpendiculares a superficie daferida. O tecido é edematoso e caracteriza-se
por muitos espagos vazios, em decorréncia da imaturidade desses novos capilares, que tendem
a exsudarem fluidos. Quando observadas a olho nu, as superficies parecem conter muitos
granulos vermelhos, revelando a extremidade romba das al¢as dos novos capilares, que
avancam perpendicularmente e em direcdo a superficie. Tipicamente o tecido tem uma cor
vermelho-escura e sangra com muita facilidade (GUIDUGLI NETO, 1987).

A matriz extracelular, formada por constituintes plasmaticos, plaquetas, macrofagos e
fibroblastos migratérios, determinam um meio de aderéncia, migracdo e orientacdo das
células que irdo formar o tecido de granulagcdo em desenvolvimento. A anatomia da ferida
proporciona um estimulo para a migracdo e proliferacdo celular. A neovascularizacéo é
essencial nesse estagio, porque permite a troca de gases e a nutricdo das células
metabolicamente ativas (ECKERSLEY ; DUDLEY, 1988).

Uma continua modificacdo nos constituintes da matriz extracelular ocorre durante o
processo de reparo da ferida. Inicialmente, a matriz € composta de proteinas derivadas das
plaquetas e do plasma; com a migragdo dos macréfagos até a ferida e mais tarde com a
formagdo do tecido de granulagdo, onde os componentes da matriz extracelular s&o
produzidos pelas préprias células in situ. A combinacdo dos fibroblastos, que depositam
grandes quantidades de fibronectina, e o &cido hialurénico criaum microambiente eficiente

para a movimentacdo das células e proporcionam a continua fixagdo, desalojamento e fixacéo
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celular a matriz da ferida. A fibronectina juntamente com o acido hialurénico sdo os
componentes predominantes da matriz durante as primeiras fases do reparo de uma feridae a
medida que o processo de reparo evolui, ocorre diminuicdo da concentracdo do acido
hialurdénico e aumento a concentragdo dos proteoglicanos ou glicosaminoglicanos sulfatados.
Essa dteracdo na composicdo dos proteoglicanos também favorece a fixacdo e imobilidade
das células.

Quando cessa 0 movimento da matriz, as células diferenciamse em fendtipos mais
maduros. As células endoteliais maturam e resultam em capilares funcionais para células de
revestimento e os fibroblastos ddo inicio a formaco do colégeno. A medida que a ferida
avanga em seu processo de maturagdo, os proteoglicanos e a fibronectina sdo substituidos pelo
colégeno, que se torna o principal componente estrutural da cicatriz.

Os fibroblastos passam por vérias alteracBes fenotipicas, tornando-se céulas
migratorias, replicativas e imaturas, até células extremamente produtoras de colégeno. Nesse
caso, O citoplasma torna-se mais volumoso e contém um abundante reticulo endoplasmatico
rugoso, caracteristico de uma célula ativamente sintetizadora de proteinas.

O colégeno é a proteina mais abundante nos organismos animais e sua producéo
envolve diversos eventos. Cada molécula de coldgeno comple-se de trés cadeias
polipeptidicas enroladas umas as outras, em forma de hélice. Os muitos tipos de colagenos
encontrados nos tecidos sdo explicados pela composi¢do bioquimica das cadeias individuais e
a combinacéo dessas cadeias formadoras da molécula de colégeno. Entretanto, cada molécula
de coldgeno é similar, visto que as cadeias peptidicas possuem o aminoécido glicina em cada
terceira posicdo, com prolina e lisina freqlentemente nas outras posicoes. As cadeias
polipeptidicas sdo manufaturadas no citoplasma do fibroblasto, especificamente nos
ribossomas dessa célula. A partir dessas organelas, as cadeias passam para as cisternas do
reticulo endoplasmético rugoso, onde as trés cadeias sGo montadas numa hélice. Um aspecto
critico para a formagdo da hélice é a hidroxilacdo dos residuos de prolina e lising, para a
formacdo, respectivamente, de hidroxiprolina e hidroxilisina, sendo necessaria para a
estabilidade da hélice, e subsequente liberacdo da cdula. Em seguida a formagdo da hélice, a
molécula passa a ser conhecida como pro-coldgeno. Uma vez fora da célula, a molécula de
pré-colageno é clivada de seus dominios ndo helicais terminais por pro-colégeno-peptidases
especificas, sendo entdo designada tropocolageno. Sem os dominios ndo helicais terminais,
essas moléculas podem polimerizar, formando fibrilas que comporéo as fibras de colageno, ou

sgja, a coluna estrutural do coldgeno maduro. Os tipos de | alll de coldgeno sdo fibrilares, os
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tipos IV e V ndo sofrem clivagem proteolitica dos dominios terminais do pro-colageno, que
impedem a polimerizagdo para formacdo de fibrilas (GABBIANI et al., 1971).

Embora a baixa tensdo de oxigénio na ferida sgja o estimulo para a elaboracédo de
fatores vitais do crescimento pelos macrofagos, a hipdxia é prejudicial para varios processos
fisolégicos normais, em particular para a sintese de coldgeno pelos fibroblastos. Ha
necessidade de oxigénio para hidroxilagdo dos residuos de prolina e lisina nas cadeias
polipeptidicas montadas no citoplasma dessas células. Sem oxigénio suficiente, a molécula
helicoidal de pré-coldgeno ndo se forma, e nem é subsegientemente liberada no espaco
extracelular. Além do oxigénio, também é preciso vitamina C para que essas hidroxilactes
ocorram. O suprimento de oxigénio na ferida é derivado da nova vascularizagdo sanguinea
estabelecida.

No processo de reparo da ferida ocorre um equilibrio na permeabilidade dos gases, em
gue a hipdxia impulsiona a migracdo celular e o inicio da angiogénese. A partir dai, o
organismo eleva os niveis de oxigénio, suprindo as demandas metabdlicas associadas mais
tarde a sintese de coldgeno. Na pele, imediatamente depois do estabelecimento de uma leséo,
inicia-se 0 processo de cicatrizagdo com diminuicdo progressiva dessa area lesada. O fato
deve-se principamente a0 movimento centripeto de suas bordas, sobretudo em resposta a
acdo de miofibroblastos presentes no tecido de granulacéo e também pela retragdo das
margens da lesdo, causada pela acdo centrifuga das fibras elésticas da regido MCGRATH,;
SIMON, 1983). Esse fendmeno é denominado de contracdo da ferida e sua conclusdo pode
levar meses e muitas vezes ndo se completar (FALCAO et al., 2001). Esta contraco é
garantida por dois mecanismos distintos: em consequiéncia do ressecamento da crosta que se
da nos primeiros dias e pela acdo dos miofibroblastos (GABBIANI et al., 1971).

Em um curto espaco de tempo, o fechamento de uma ferida por processo de contragéo
de suas margens é considerado insuficiente por ainda restar uma area Situada dentro do
perimetro correspondente, denominada de &rea de epitelizacdo. No espaco de tempo referido,
a cicatrizacdo se dara como resultado de uma combinacdo dos processos de contracdo e
epitelizacdo (MCGRATH; SIMON, 1983).

O inicio da repitelizacéo pela migracéo das células epiteliais ocorre algumas horas apos
0 estabelecimento de alguma lesdo cuténea. Essa células epiteliais sdo provenientes das
margens das feridas, estimuladas pelo fator de crescimento epidérmico e fator das margens
livres e, durante a migracdo, sofrem alteracOes, retraindo tonofilamentos intracelulares,
dissolvendo desmossomas e formando filamentos de actina periféricos. Tais ateracdes

liberam as células da membrana basal subjacente e das células epiteliais adjacentes, dando-



31

lhes a capacidade de movimentar-se lateramente. As células migram sobre uma matriz
extracelular provisoria, em que uma significativa proporcéo de fibronectina € produzida pelas
proprias células epiteliais migratdrias e essa migracdo € mais evidente e rgpida quando a
superficie da ferida esta umedecida e bem oxigenada. Quando uma crosta esta recobrindo a
ferida, esse processo migratério sofre atraso. Quando a repitelizacéo é completada em toda a
superficie da ferida cuténea, as células epiteliais voltam ao sue fenGtipo normal,
reconstituindo a membrana basal pelo novo epitélio, e restabelecendo os desmossomas e
hemidesmossomas. Senelhante & sintese do colégeno, a repitelizacdo € favorecida pela
presenca de oxigénio, fornecido pela angiogénese e pela exposi¢céo ao ar.

Ao final dafase proliferativa o leito da ferida est& preenchido com tecido de granulagéo,
possui uma rede de capilares neoformados que perpassam o leito da ferida e a rede linfatica
comeca a regenerar. Lentamente o tecido de granulacdo adquire mais fibras colagenas e
comega a ter aparéncia de cicatriz, por causa do acimulo de massa fibrosa (GUIDUGLI
NETO, 1987).

2.2.3 A fase de maturacéo e remodelamento da matriz extracelular

A fase de maturagdo ou remodelamento da matriz extracelular pode ser considerada o
final do processo de reparo de uma ferida. Esse processo € lento, podendo levar meses ou
anos. Essa fase se caracteriza pela ocorréncia de dois eventos importantes. a deposicéo,
agrupamento e remodelacéo do colageno e a regressdo endotelial.

E nessa fase que a cicatriz adquire sua maior tensiio e o colégeno adquire maior forca
ténsil e empalidece, mas mesmo assim uma cicatriz cutanea completamente madura tem
apenas 70% de sua resisténcianormal (ABLA; ISHIZUKA, 1995).

A remodelacdo do colageno inicia-se na formagdo do tecido de granulacdo e mantém se
por meses apos a repitelizacdo. As colagenases e outras proteases produzidas por macréfagos
e células epidérmicas déo direcdo correta as fibras colagenas difusas. Ha diminuicdo de todos
os elementos celulares, inclusive fibroblastos, bem como de elementos do tecido conjuntivo e
a regressdo endotelial ocorre através da diminuicdo progressiva de vasos neoformados.
Clinicamente a cicatriz se torna menos espessa, mudando de cor (BLANES, 2007).

A resisténcia de uma cicatriz conjuntiva fibrosa pode ser atribuida a dois fatores: o
acumulo da deposicdo de colageno e a remodelagem das fibrilas dessa proteina, onde podem
ser formados feixes maiores, com maior nimero de ligacBes covalentes transversais entre as

fibrilas que a compde.



32

O processo de remodelagem da cicatriz envolve a continua producdo, digestéo,
agregacio e reorientacio das fibrilas de colageno. E atingido um equilibrio entre a producio e
a degradacdo do colageno, de modo que, embora a producdo de colageno continue elevada
numa ferida em reparo, essa estrutura ndo cresce em tamanho. O colégeno € depositado em
um “molde” de fibronectina de maneira aleatéria; dependendo da natureza e diregdo das
tensdes aplicadas ao tecido. Num processo de remodelamento essas fibras de colédgeno sdo
digeridas pela enzima colagenase e novamente formadas em arranjos similares aos ocorrentes
no tecido normal e adjacente a lesdo. A colagenase € produzida por Vérios tipos celulares na
ferida, como leucdcitos, macréfagos, fibroblastos e células epiteliais. Assim, os feixes de
fibras colagenas tornam-se gradativamente mais espessos, resultando em uma configuracéo
regular, que esta diretamente relacionada as for¢as mecéanicas a qual o tecido esta submetido
durante a atividade normal (CLARK, 1985).

No inicio do processo de reparo, o tropocolégeno sofre polimerizacédo fora da célula,
formando fibrilas pelo uso de forgas eletrostaticas fracas e pontes de hidrogénio. Contudo, sob
o controle de enzima lisloxidase, lisinas, hidroxilisinas e lisinas glicosiladas situadas na
molécula de tropocoladgeno sdo oxidadas até aldeidos. Em seguida, os adeidos formam
ligagbes com outros grupos adeidos, ou com residuos de lisina ndo oxidada. Essas ligactes
cruzadas formam se entre moléculas de tropocolageno no ambito da fibrila e entre as proprias
fibrilas, de modo gue se formam fibras maiores de colageno, compostas por muitas fibrilas. A
formagdo dessas fibras maiores de colageno, apresentando uma quantidade significativa de
ligacBes cruzadas entre as fibrilas, explica a grande resisténcia ténsil inerente as cicatrizes.

Embora a sintese do coldgeno sgja dependente do oxigénio, sua degradacdo pela
colagenase € independente da presenca desse gas. Sendo assim, uma cicatriz de um ferimento
sem uma vascularizagdo e oxigenacdo adequadas tornar-se-a cada vez mais frégil, em
decorréncia dos processos catabdlicos associados a lise do colédgeno, sem gue ocorra uma
sintese concomitante. A cicatriz passa a apresentar a forma de uma massa fibrosa acrescida de
fibras colégenas. Observa-se apoptose dos fibroblastos e das células endoteliais, e os
eosindfilos aparecem nas Ultimas fases da reparagdo, presumindo que possam estar ligados a
fatores de crescimento (TODD et al., 1991).

A figura 2 mostra, de forma esquematizada, 0s principais eventos que ocorrem no

processo de reparo tecidual em uma ferida cuténea com base nos dados supracitados
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Figura 2 - Esqguema demonstrando a evolucdo do processo de reparo de umaferida cutanea.
Fonte: http://www.worl dwidewounds.com/2005/august/Schultz/images/New_fig_3.jpg.

2.3 Feridas

Uma ferida é definida como sendo qualquer lesdo que interrompe a estrutura anatbmica
ou a funcdo fisioldgica do tecido biolégico (BORGES et al., 2001). Pode ser representada
pela interrupcdo da continuidade de um tecido corpéreo, em maior ou em menor extensdo,
causada por qualquer tipo de trauma fisico, quimico, mecanico ou desencadeada por uma
afeccdo clinica, que aciona as frentes de defesa organica para o contra ataque (ABLA,;
ISHIZUKA, 1995).

2.3.1 Classificacao

As feridas podem ser classificadas, de acordo com o tempo de reparo dos tecidos, em
agudas e adnicas. As agudas decorrem de cirurgias e traumas, onde 0 processo de reparo se
da de forma normal, em tempo adequado e sem agravos. As feridas cronicas sdo aquelas onde
0 reparo ndo ocorre em tempo esperado, apresentando complicagcbes ABLA; ISHIZUKA,
1995).
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Outro tipo de classificacdo é efetuado com base na observancia anatbmica da
profundidade da ferida. Essa pode ser classificada como superficial, quando envolve apenas a
epiderme, com perda parcial, quando envolve a epiderme e a porgdo superior da derme ou
com perda total onde existe acometimento da epiderme, derme, tecido subcutaneo e eventual
invasdo de musculos, tendbes e o0ssos. Esse sistema de classificacdo € usado para
estadiamento de feridas crénicas (SILVA et al., 2007)

As feridas podem ser classificadas segundo diversos parametros, que auxiliam no
diagnostico, na evolugdo e na definicdo do tipo de tratamento, tais como: quanto ao
diagnostico etiologico: define a origem da doenca que propiciou 0 aparecimento da lesdo
cutanea, quanto a causa: define 0 mecanismo de agdo, quanto a morfologia: descreve a
localizagdo, numero, dimensdo e profundidade, quanto ao grau de contaminacdo: limpa,
contaminada ou infectada, quanto a fase cicatricia: define as trés etapas. inflamatoria,
proliferativa e de maturacdo, quanto a caracteristica do exsudato: relata a sua presenca ou
auséncia, aspecto, coloracéo e odor, quanto as fistulas: indica presenca, local e origem, quanto
a caracteristica do leito da ferida: necrético, fibrinoso, necrético-fibrinoso, granulacéo e
epitelizacdo, quanto a cultura da secrecdo: define o agente etiologico e a antibioticoterapia
especifica, quanto a evolucdo da ferida: aguda ou cronica e quanto ao tipo de cicatrizagao:
primaria, secundariaou primériatardia (ABLA; ISHIZUKA, 1995).

2.3.2 Tipos de cicatrizacdo

No processo de reparacao de uma ferida ocorrem todos 0s eventos inerentes ao processo
de reparo tecidual (BORGES et al., 2001).

O processo de cicatrizagdo, na maioria das vezes, busca resultado semelhante ao
processo de regeneracdo, preenchendo o espaco perdido por uma lesdo (CONTRAN et al.,
2000).

A cicatrizacdo de feridas € um fendmeno complexo e ordenado que, segundo Contran et
al. (2000) envolve varias etapas. introducdo de um processo inflamatério agudo pela lesdo
inicial, regeneracéo das células parenquimatosas com subsequiente migracéo e proliferacéo,
sintese de proteinas da matriz extracelular, remodelagem de tecido conjuntivo e de
componentes parenguimatosos e colagenizagdo com aquisicao de resisténcia daferida

Nas feridas cujas bordas sdo aproximadas por sutura (feridas incisionais) e que néo
tenham outro agravante, como infeccbes, a cicatrizacdo € favorecida e denominada

cicatrizacdo primaria ou por primeira intencdo. Em contrapartida, nas feridas mais amplas
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(excisionais), com bordas afastadas ou com agravantes, a cicatrizagdo ocorre por segunda
intencdo BOGLIOLO, 1978; FARIA, 2003). A cicatrizagdo por primeira intencéo € mais
rapida e leva a formacdo de cicatrizes menores, visto que a destruicdo tecidual nas bordas é
menor, quando comparada a feridaexcisiona (BOGLIOLO FILHO, 2004).

A cicatrizagdo por primeira intencdo (sem perda de tecido) difere da cicatrizacdo por
segunda intenc&o em Véarios aspectos, como na reagdo inflamatdria mais intensa, formacéo de
maior quantidade de tecido de granulacdo, e na grande contracéo da ferida, principalmente em

grandes feridas superficiais (GARDNER; HIATT, 2003). A figura 2 demonstra o processo.

2.3.3 Tratamentos

Uma revisdo histérica demonstra a secular busca por um tratamento de feridas que
ofereca uma melhor cicatrizagdo em um curto espaco de tempo. Desde a pré-histéria, varios
agentes, como extratos de plantas, agua, neve, gelo, frutas e lama eram aplicados sobre as
feridas. Ha relatos que na antiguidade as mesmas eram lavadas com &gua ou leite e o curativo
era realizado com mel ou resina. Outras vezes eram cobertas com |a de carneiro, folhas e
cascas de arvore. Hipdcrates preconizava que as feridas contusas fossem tratadas com calor e
pomadas para promover a supuragdo, remover material necrético e reduzir a inflamagdo
(ANDRADE €t al., 1992).

O avanco da ciéncia levou a descoberta de tratamentos mais eficientes. Hoje se sabe que
varios fatores podem contribuir para a ateracdo desse processo de reparo em tecidos
biol6gicos, alguns dificultando e outros o facilitando.

Os fatores agravantes sdo classificados em sistémicos e locais. Os sistémicos incluem a
idade, a imobilidade, o estado nutricional, vascularizagdo, doencas associadas e 0 uso de
medicamentos continuos e drogas imunossupressoras. Os fatores locais sG0 a presenca de
infeccdo, a localizagdo anatdbmica da ferida, presenca de tecido desvitalizado, entre outros
(SANTOS, 2000). Dentre os fatores facilitadores, podem ser destacadas algumas terapias,
como a farmacoterapia (LAVAGNA et al., 2001) e afototerapia (HAWKIN; ABRAHAMSE,
2006).
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2.4 Diabetes mellitus

O diabetes mellitus (DM) € um distdrbio crénico do metabolismo dos carboidratos,
lipidios e proteinas. A doenca se caracteriza pela resposta defeituosa ou deficiente dainsulina,
e se manifesta pela utilizacdo inadequada dos carboidratos (glicose) com consequente
hiperglicemia (CONTRAN et al., 2000). E considerada uma sindrome de etiologia mdltipla,
gue decorre da auséncia de insulina e/ou da incapacidade da insulina de exercer
adequadamente seus efeitos. As consequéncias do DM no longo prazo incluem danos,
disfuncdo e faléncia de véarios 6rgéos, especialmente rins, olhos, nervos, coracdo e vasos
sanguineos. Com freqiiéncia, os sintomas classicos (perda inexplicada de peso, polidipsia e
polidria) estdo ausentes, entretanto, podera existir hiperglicemia de grau suficiente para causar
alteracbes funcionais ou patologicas por um longo periodo antes que o diagndstico sga
estabelecido. A sindrome diabética passa por um estagio de distirbio do metabolismo da
glicose, caracterizado por valores glicémicos situados entre a normalidade e a faixa diabética
antes do surgimento de hiperglicemia mantida, acompanhada do quadro clinico classico do
DM (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1999).

As formas mais comuns e importantes do DM surgem de distirbios primarios do
sistema de sindizacdo das células ilhota-insulina do pancreas. O diabetes pode ser dividido
em duas variantes, tipo 1 e tipo 2, que diferem entre si nos padrfes de heranca, respostas a
insulina e origens, com defeitos genéticos menos comuns das fungBes das células R
pancredticas. O diabetes tipo 1 € também denominado de diabetes mellitus insulino-
dependente e é responsavel por cerca de 10% do diabetes priméario. A maioria dos 80 a 90%
dos pacientes restantes apresentam diabetes tipo 2, conhecido como diabetes insulino-
independente (CONTRAN et al., 2000).

O DM ¢é uma doenca que apresenta lesdes patol dgicas nas |lhotas de Langerhans e em
outros orgaos pela insuficiéncia de insulina, denominada Diabetes Tipo |, ou deficiéncia da
acao dainsulina, denominada Diabetes Tipo || (LERNMARK, 1985). Embora os dois tipos de
diabetes tenham mecanismos patogénicos diferentes, as complicacdes tardias nos vasos
sanguineos, rins, olhos e nervos caracterizadas pela hiperglicemia, glicoslria, tendéncia ao
desenvolvimento de aterosclerose, microangiopatia, nefropatia e neuropatia sdo as mesmas e
constituem as principais causas de morbidade e mortalidade da doengca (CONTRAN et al.,
2000).
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O DM é caracterizado pela heterogeneidade de disturbios hiperglicémicos, onde esta
hiperglicemia é considerada um resultado da deficiénciainsulinica, em presenca excessiva, de
forma relativa ou absoluta, de glucagon. Essa deficiéncia excessiva da insulina desenvolve a
cetose e é decorrente de uma ateragdo pancredtica caracterizada por uma menor secrecéo de
insulina ou uma menor acdo hormonal em nivel periférico (WILSON; FOSTER, 1998).

A insulina € um horménio considerado anabolizante e propicia a utilizaco da glicose
no tecido adiposo e no tecido muscular, inibindo a glicogendlise e a neoglicogénese hepatica,
com aumento da sintese protéica e lipidica Na sua auséncia, ocorre uma diminuicdo da
utilizacéo da glicose pelos tecidos insulino-dependentes e a concomitante manutencdo de um
ritmo aumentado de producdo enddgena da glicose com conseqiiente aumento dos seus niveis
sanguineos. As llhotas de Langerhans, micro-6rgaos localizados no pancreas, através das
células 3 so as responsaveis pela producdo desse horménio. Quando ocorrem alteractes
pancreaticas nesses 0rgdos, ocorre uma diminuicdo da producdo de insulina com o
estabelecimento do DM (GUY TON; HALL, 1998; FUCHS et al., 2004).

O emagrecimento do paciente, observado no DM, é causado pelo estado catabdlico,
com aumento da mobilizacdo lipidica e degradacdo protéica e associado as perdas
hidroeletroliticas. Esse estado é proporciona a deficiéncia insulinica. Em casos mais graves
s80 observados cetose, desidratacdo, cetoacidose ou mesmo coma. No entanto, o quadro
clinico do DM revela hiperglicemia, polidispsia, politria, polifagia, emagrecimento, prurido
fregliente, cetose esporédica e repercussdes no metabolismo glicidico, lipidico, protéico e
hidromineral. Em longo prazo podem ocorrer macroangiopatias, aterosclerose, e outras lesdes
vasculares, que levam ao comprometimento dos olhos, rins, nervos, musculos, pele, 0ssos,
placenta, pulmdes, provocando danos no endotélio com espessamento da membrana basal,
aumento da adesividade e viscosidade plaguetéria, agregacao eritroplaquetéria, obliteracéo e
microtromboses (LACERDA, 1988).

O comprometimento da funcdo da insulina afeta, além do metabolismo da glicose, 0
metabolismo dos lipidios e das proteinas. A assimilacéo da glicose no tecido adiposo e
muscular encontra-se acentuadamente diminuida ou abolida. O armazenamento de glicogénio
hepatico e muscular bem como a glicogendlise séo cessados, determinando uma hiperglicemia
de jgum e glicosiria. A glicosliria por sua vez provoca uma diurese osmética com
consequiente polilria e acentuada perda de agua e eletrélitos. A perda de &gua elevadatende a
provocar a deplecdo de agua intercelular, estimulando os receptores da sede no cérebro,
causando uma sede intensa (polidipsia). A deficiénciada insulina causa uma oscilacéo entre o

anabolismo provocado por esse hormoénio e o catabolismo das proteinas e lipidios, levando a
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protedlise, onde os aminoacidos sdo removidos pelo figado e utilizados para formacéo de
glicose. Esse quadro leva a um balanco energético negativo, quer resulta no aumento do
apetite (polifagia). A deficiéncia de insulina também provoca uma degradacdo excessiva das
reservas adiposas, aumentando o indice de écidos graxos livres. A oxidacdo desses da origem

a corpos cetbnicos, causando cetonemia ou cetondria (CONTRAN et al., 2000).

2.4.1 Farmacos hiper glicemiantes

Existem véarios farmacos capazes de induzir um estado hiperglicémico e por isso sdo
utilizados na indugdo do diabetes em experimentagcOes animais. A maioria age inibindo as
células 3 pancredticas determinando a depressdo da secrecdo de insulina com conseqiiente
elevacdo dos niveis sanguineos de glicose. Dentre os agentes hiperglicémicos mais
comumente utilizados com esse propdsito podem ser citados o diazoxido, a fenitocina, a
clorotiazida a estreptozotocina e a aloxana (HARDMANN et al., 2003).

A aoxana e a estreptozotocina sdo as drogas que apresentam citotoxicidade especifica
para as células 3 das ilhotas de Langerhans pancredticas mais estudadas. O mecanismo de
acdo de ambas envolve a determinagdo de uma insuficiéncia priméria de produgdo insulinica
no pancreas, que determina uma resposta trifasica nos niveis de glicose durante as primeiras
horas de administracdo, com consequente estabelecimento de um estado hiperglicémico
permanente nas 24 horas seguintes, caracteristico do diabetes.

A estreptozotocina (STZ) é uma droga muito utilizada para a inducéo experimental do
diabetes, pois administracdo em ratos adultos provoca um estado hiperglicémico severo.
Apesar desse fato, alguns trabalhos demonstraram que em experimentos crénicos, a
administragdo de STZ tem potencial oncogénico, desencadeando o aparecimento do
insulinoma (hiperinsulinismo) gue leva a hipoglicemia ou mesmo a tumores no figado e nos
rins (ARISON; FEUDALE, 1967; KAZUMI et al., 1978; IWASEet al., 1991).

A aoxana ou aloxan € um composto quimico descoberto por Justus Von Liebig e
Friedrich Wohler, depois da descoberta da uréia, em 1828. O nome é derivado da alantoina,
um produto do &cido arico excretado pelo feto no alantdide e do écido oxalurico, derivado do
&cido oxdlico e da uréia, achados na urina. Originalmente a aloxana € obtida pela oxidagdo do
acido urico pelo &cido nitrico.

A aoxana (5, 6 Dioxiuracil monohidrato) possui uma massa de 142.07 g/mol e um
ponto de fusdo igual a 256 °C. Sua formula molecular € GHoN,O4 e é representada pela
figura 3.
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Figura3 - Férmulaestrutural daaloxana.

A aoxana é um composto hidrdéfilo, totalmente solivel em égua, que prontamente se
decompde em pH neutro (LENZEN; MUNDAY, 1991; MUNDAY et al., 1993).

A atividade diabetogénica da aloxana foi inicialmente observada por Dunn e
colaboradores, em 1943, quando estudavam os efeitos do écido Urico e seus derivados na
producdo da lesdo renal em coelhos e desde ent&o permaneceu como uma opgao econdmica e
amplamente utilizada por inUmeros pesquisadores como alternativa a inducéo do diabetes
experimental (JUNOD et al., 1969; ORLOFF et al., 1975; ORLOFF et al., 1988)

A droga foi amplamente estudada com o objetivo de identificar a seu mecanismo de
acado na destruicdo das células 3 pancredticas (JORNS et al., 1997).

A aoxana induz um estado hiperglicémico, com conseqlente producéo de diabetes
guimica, devido aos seus efeitos citotéxicos nas células 3 @as ilhotas de Langherans
pancredticas. A acdo da droga ainda ndo estd completamente esclarecida, porém existem
relatos de que a mesma se acumula rgpida e seletivamente nas células 3 causando necrose e
seu completo desaparecimento (ASAYAMA et al., 1984). Alguns estudos relatam o efeito da
aloxana nos canais i6nicos e no potencial de membrana dessas células (HERSON;
ASHFORD, 1997). Por outro lado, outros estudos afirmam que a inibicdo da producéo de
insulina pelas células 3 se da por outros mecanismos, que ndo envolvem a de necrose e/ou
apoptose das mesmas (GORUS et al., 1982).

Borget al. (1979) em seus estudos concluiram que a aloxana interfere de formarépida e
reproduzivel com o metabolismo oxidativo das ilhotas pancredticas e que esse feito é
eficientemente prevenido pela glicose.

A droga inibe a acdo das enzimas glicoquinases e hexoquinases e sofre redox na
presenca fisiologica de agentes redutores, gerando espécies reativas de oxigénio
(superoxidos). Acredita-se que esses superoxidos estdo envolvidos nas mudancas toxicas que
desencadeiam a morte das células 3 pancreaticas (OBERLEY, 1988).
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A acdo diabetogénica da aloxana pode ser caracterizada pela producéo de radicais livres
com elevada toxicidade, especificamente para as células 3 pancredticas, levando a uma
degeneracdo e morte definitiva das mesmas (GRANKVIST et al., 1979). A toxicidade seletiva
da aloxana para essas células é atribuida a capacidade das células 3 acumularem a mesma,
somado ao fato de que a célula 3 pancredtica demonstra uma maior suscetibilidade aos
radicais peroxidos, se comparadas as demais células do organismo humano (JORNS et al.,
1999).

2.4.2 Diabetes ereparo tecidual

O diabetes, diante da intolerancia a glicose causada pela deficiéncia da insulina
circundante, causa uma série de alteracdes na homeostase e se refletem no retardo do reparo
tecidual que é t&o mais grave e precoce quanto pior for o controle da hiperglicemia.

As dteracOes histologicas decorrentes da hiperglicemia estdo presentes em diversos
tecidos, uma vez que se trata de uma desordem sistémica. Grande parte dessas alteragoes
parecem ser provenientes do acumulo de AGEs (advanced glycosylation end) ou produtos
terminais de glicosilacdo avangada irreversiveis nos tecidos. A interagdo entre os AGEs e as
células endoteliais causa proliferacdo com edema nessas células e um espessamento das
membranas basais com consequiente aumento da parede dos vasos sanguineos e obliteracdo do
[Gmen vascular, prejudicando o suprimento tissular de oxigénio e nutrientes e a eliminagéo de
metabdlitos. Estas ateragdes vasculares estdo diretamente relacionadas a incidéncia e a
progressdo de outras complicacbes do diabetes como a microangiopatia, neuropatia,
nefropatia e retinopatia (CAMPBELL, 1971; SEPPALA et al., 1997; RENVERT, 2003;
JAKUS; RIETBROCK, 2004).

O comprometimento das fases inflamatdria, proliferativa e de remodelamento na
presenca da hiperglicemia na auséncia de insulina pode ser observado através de vérios
eventos. Existem evidéncias de que a insulina € um horménio pro-inflamatério e a sua
auséncia compromete o processo inflamatério (LEME, 1981).

O diabetes promove uma cronificagdo do processo inflamatorio. Na presenca da doenca
h& uma exacerbacdo do nimero de células inflamatérias no local da lesdo com macréfagos
congestos em relagdo ao materia fagocitado e com fibroblastos menores e menos
desenvolvidos demonstrando um retardo na resolucdo da fase inflamatéria e
conseqlientemente um prejuizo no processo de reparo (GOLUB et al., 1978). Também foram
encontradas evidéncias clinicas e experimentais que atribuem a anormalidade de cicatrizacéo
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no diabético ao déficit de formacdo do colégeno, levando a defeitos no tecido de granulacéo e
vasos sanguineos (GOODSON; HUNT, 1979).

Por outro lado, Nishigaki (1989) estudou o processo de cicatrizacdo em ratos diabéticos
e relatou uma resposta inflamatéria insignificante no periodo imediatamente posterior a lesdo.
Também observou uma incompleta formacdo de rede de fibrina, com reduzida atividade
fibroblastica e retardo na epitelizacéo.

Um estudo conduzido por Nagy et al. (1960) mostrou que ratos hiperglicémicos
produzem menos tecido de granulagdo que ratos normais, mesmo sob a influéncia local do
hormdnio do crescimento.

Grandini (1978) estudou os efeitos do diabetes induzido na cicatrizagdo de feridas de
ratos submetidos a pancreatectomia parcial e observou que os animais diabéticos
apresentaram retardo na reparacdo. As diferencas no processo de reparo foram observadas
principalmente na diferenciagdo comprometida dos fibroblastos com consequiente diminuicéo
da maturacdo do tecido conjuntivo.

Golub et al. (1978) observaram que a atividade colagenolitica com reducéo da sintese
de coldgeno estava presente em ratos diabéticos. Outros autores sugerem que na pele de ratos
diabéticos, além do retardo e diminuicdo da sintese de fibras coldgenas, ha um maior
catabolismo das fibras sintetizadas, diminuindo o colageno existente nos tecidos (SCHNEIR
et al., 1979).

Bowersox (1986) estudou o metabolismo do coldgeno em ratos diabéticos com a
utilizacdo de radioisotopos e constatou que, associada a baixa sintese, existia também uma

elevada degradacéo do colégeno pré-existente na pele desses animais.

2.5 Uso da luz coerente e da luz ndo coer ente na biomodulagéo tecidual

2.5.1 Luz coerente e ndo coerente

A luz coerente € uma radiagdo com uma largura de banda muito estreita. A coeréncia €
uma relacdo entre duas ondas luminosas, que mantém uma relacéo de fases constante, uma
nao afetando a outra (Y OUNG, 1998).

Exemplos de luz coerente sdo os laseres, dos quais a radiacdo emitida possui fétons em
fase, isto € com disposicdo tempora e espacia idéntica. Em contrapartida as fontes de luz

incandescente e a fluorescente ndo posstem essas propriedades e por isso s8o denominadas



42

fontes de luz ndo coerente. Os LEDSs (diodos emissores de luz) também néo apresentam essa
propriedade e portanto emitem uma luz néo coerente (PACHECO, 2007).

Tanto a luz coerente quanto a ndo coerente vem sendo empregadas na biomodulagéo
tecidual, através da fototerapia ou terapia com o emprego de luz. Contudo, os estudos de
fototerapia se concentraram na terapia com laser em baixa poténcia (TLBP) e é recente o
emprego dos LEDs no reparo tecidual (WHELAN et al., 2001; 2003).

2.5.2 Principios do sistema laser

O termo laser é acrdnimo de light amplification by stimulated emission of radiation, que
significa luz amplificada por emissao estimulada de radiacéo.

Laseres sdo considerados aparelhos que geram ou amplificam radiacdo coerente em
freqUéncias na regido do infravermelho, visivel e ultravioleta do espectro eletromagnético
(PACHECO, 2007).

O principio de funcionamento de um sistema laser consiste no bombeamento de um
foton, ou particula energética de luz, para um meio ativo ou meio laser. Essa acéo faz com
gue os aomos do meio laser absorvam, reflitam ou transmitam a energia fornecida por esse
foton. Nas duas Ultimas situacbes (transmiss@o ou reflexdo) ndo havera modificacbes na
energia luminosa do sistema, mas quando existe absor¢do o fendbmeno € observado (Y OUNG,
1998).

A absorcdo do féton (n) fornecido pelo processo de bombeamento faz com que os
elétrons dos aomos do meio laser sejam excitados e ocupem um nivel quantico superior de
energia, gerando uma inversdo de populagdo. O sistema permanece por um periodo muito
curto nesta situacso, cerca de 10 e ao retornar a sua situacdo original elimina seu excesso
de energia na forma de liberacdo de dois fotons (2n) exatamente com as mesmas
caracteristicas do foton incidente. Esse principio € descrito como emissdo estimulada de
radiacdo (BAXTER, 1998; LOW; REED, 2001).

Os fotons liberados pelo processo de emissdo estimulada sdo realimentados ao sistema
até ganharem energia suficiente para serem liberados da cavidade laser ou de ressonancia,
gerando o efeito laser.

Para que o laser sgja gerado, um aparelho laser deve possuir basicamente trés
elementos. uma cavidade de realimentacdo Optica, um 0 meio laser e um sistema de

bombeamento (figura 4).
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Figura4 - Esquemade uma cavidade |aser.

O sistema de bombeamento consiste em uma fonte de energia que permita o estimulo
inicial da excitagdo atbmica do meio laser possibilitando a emissdo estimulada de radiaco.
Esta energia pode ser fornecida de varias maneiras. energia elétrica (laseres de diodo ou de
gases), energia luminosa produzida por |ampadas flash (laseres da familia Y AG) ou por outro
laser, como os laseres com meio ativos liquidos que geralmente sdo bombeados por laseres de
argbnio (PACHECO, 2007).

O meio ativo ou meio laser pode ser constituido por diversos tipos de materiais: aguns
sblidos, cristais, semicondutores, vapores, gases e liquidos. Cada um desses materiais
fornecendo uma variedade diferente de emissdes no espectro eletromagnético (GENOVESE,
2000). Os meios laser mais utilizados nas irradiaces de LLLT (low level laser terapy) séo os
da mistura gasosa de hélio e nebnio (HeNe), e os semicondutores (diodo) de arseneto de galio
(GaAs), arseneto de gdlio e dluminio (GaAlAs) e fosfato de indio, gdlio e aluminio (INGaAlP)
gue habitualmente produzem radiacéo na faixa situada entre 630 e 950 nm (BAXTER, 1994).
A figura 4 representa um laser com meio ativo gasoso e afigura 5 um laser de diodo.

A cavidade Optica, cAmara de realimentacdo Optica ou camara ressonante oOptica é
constituida por um tubo que contém o meio ativo ou meio laser. Nesse tubo existem espelhos
alinhados de maneira a permitir o deslocamento ressonante dos fotons, fazendo com que
passem vérias vezes pelo meio ativo ou meio laser. I1sso faz com que os fétons resultantes da
emissao estimulada adquiram energiatoda vez que passem pelo meio ativo (amplificacéo), de
maneira a acumularem energia suficiente para que, quando alcancem um desses espelhos que
possui uma propriedade refletiva menor aos demais (espelho parciamente refletivo), o
atravessem e sgjam liberados da cadmara de ressonancia ou cavidade Optica, emitindo o laser
(PACHECO, 2007).



O primeiro aparelho laser que se tem conhecimento foi desenvolvido por Theodore
Maimam, em 1960. Maimam usou teorias desenvolvidas anteriormente, como a dos MASERS
- amplificacdo de microondas por emissao estimulada de radiacdo (acrdnimo para Microwave
Amplifiers by the Stimulated Emission of Radiation), para desenvolver um laser de rubi
operando em 694,3nm. Desde entdo, vérias fontes laseres foram desenvolvidas utilizando
diversos materiais ativos e técnicas de bombeamento ou ativacdo (GENOV ESE, 2000).

Concomitantemente a essa evolucdo, a aplicacdo dos laseres foi se ampliando para
diversas areas, desde dispositivos para uso militar a instrumentos de diagnéstico e terapia nas
areas de saude, principamente pela possibilidade de focalizacdo em pequenas areas e a
emissdo de altas densidades de energia (BAXTER, 1994; NICOLAU, 2001).

_ Uniao P-N

Figura5 - Esquemade um laser de diodo (GaAs).
Fonte: Desenho baseado em Y OUNG(1988).

2.5.3 Propriedades e comportamento da radiacdo laser

Os feixes de radiacdo emitidos pelos laseres possuem importantes caracteristicas de
direcionalidade, pureza espectral e intensidade (PINHEIRO, 1998a; PACHECO, 2007).
Comparativamente a uma |lampada fluorescente ou incandescente convencional e a um LED,
as caracteristicas que diferem aluz laser sGo a monocromaticidade, a brilhancia, a coerénciae
adirecionalidade (NICOLAU, 2001).

A propriedade de direcionalidade ou unidirecionalidade da luz laser é representada pelo
guase paralelismo do feixe de luz ou fotons produzidos pelo equipamento laser, com discreta
divergéncia angular e acentuada colimagdo (PACHECO, 2007). Alguns autores afirmam que
a luz colimada permite concentrar o feixe de luz em um ponto focal, mantendo a poténcia
Optica ao longo de distancias considerdveis e determinando uma maior concentracdo de
energiaou brilho (BAXTER, 1998; GENOVESE, 2000).
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O laser é um feixe de luz quase monocromatico porque € formado somente por ondas
comprimento que oscilam muito pouco e, portanto, possuem praticamente a mesma
freqliéncia (PACHECO, 2007).

A monocromaticidade é baseada no fendmeno da geracdo de fétons com comprimento
de onda situado em um valor definido no espectro eletromagnético, com oscilagdes
despreziveis e em uma faixa muito pequena de variacdo, gerando a visualizagdo de apenas
uma cor. No outro extremo da andlise teriamos fontes geradoras de luz compostas por uma
grande variedade de comprimentos de onda, que resultam na visualizagdo da cor branca
(BAXTER, 1994). O laser € uma das poucas fontes de luz que produzem um comprimento de
onda especifico (YOUNG, 1998).

A coeréncia espacia e tempora da luz laser esta relacionada com os mecanismos de
emissao estimulada. O laser € um exemplo tipico de excitagdo coerente cumulativa de energia
A coeréncia do laser é descrita pelo resultado da emissdo estimulada, que gera fétons
coerentes onde as energias se somam e se deslocam na mesma direcdo no espaco (coeréncia
espacial), possuindo as depressdes e os picos das ondas de luz emitida em perfeita sintonia
temporal, ou sga, em fase e influindo na amplitude e poténcia (coeréncia temporal)
(PACHECO, 2007).

O laser € uma forma de radiacdo néo-ionizante, altamente concentrada e que, em
contato com diferentes tecidos biol 6gicos, resulta, deperdendo do tipo e de outros parametros
do laser, em efeitos térmicos, fotoquimicos e ndo- lineares (PINHEIRO, 1998b).

Os aparelhos laser podem levar aos tecidos uma grande quantidade de energia com
extrema precisdo e por isso seu emprego na biomodulagdo tecidual. De maneira gera sdo
classificados como ndo cirdrgicos ou de baixa poténcia e laseres cirdrgicos ou de alta poténcia
(PINHEIRO, 1998a; GENOVESE, 2000).

Os laseres da alta poténcia (1 a 100W) foram introduzidos na medicina inicialmente em
cirurgias oftaimolégicas e até os dias de hoje sua aplicacdo médica é no corte, solda e
destruicéo de tecidos, utilizando por base as propriedades fototérmicas e fotoablativas do laser
com o tecido (AMIR et al., 2000).

Os laseres de baixa poténcia sdo amplamente utilizados terapeuticamente (PINHEIRO,
19984). Esses laseres estdo situados na porcdo visivel do espectro, bem como no
infravermelho préximo. Os comprimentos de onda utilizados estdo entre 600 e 1000nm, faixa
onde sd0 menos absorvidos e consequlentemente gpresentam uma boa transmissdo na pele e

nas mucosas. Até mesmo porgue o emprego da luz como método terapéutico implica na sua
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utilizacdo em uma faixa estreita do espectro eletromagnético, com comprimentos de onda que
véao de 300nm a 1.100nm (ANDERS et al., 1993).

O comprimento de onda do laser determina a ocorréncia de diversos eventos celulares
(VECOSO, 1993; GENOVESE, 2000). Varios efeitos podem ser esperados, como antialgicos,
bioestimulantes de trofismo celular, antiinflamatorio, antiedematoso, normalizador
circulatério (BUSO, 2006) e estimulante do reparo tecidual, que para alguns autores € 0 mais
expressivo (FARIA, 2006; RABELO et al., 2006; SILVA, 2006).

Esses efeitos séo procedentes de uma complexa interacéo da luz com tecidos onde a
energia depositada pode ser refletida, ocorrendo quando parte da luz incidente retorna, sem
haver interacdo com a matéria, em direcdo a sua fonte de excitagdo; absorvida, quando o
tecido bioldgico absorve aluz laser, sendo esta absorcéo dependente tanto do comprimento de
onda emitido, como do coeficiente de absorcao tecidual; difundida, quando a luz laser muda
sua angulacdo no interior do tecido e transmitida, ocorrendo quando a radiagéo laser consegue
atravessar o tecido biolégico (Figura6) (TATARUNAS et al., 1998; GENOVESE, 2000).
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Figura 6 - Possibilidades de interacéo daluz com os tecidos biol 6gicos.

Para eficacia terapéutica da biomodulacéo é esperado que a energia emitida pelo laser
sgja absorvida e transformada através de efeitos bioquimicos e/ou biofisicos no tecido
biol 6gico, podendo ainda ser propagada para tecidos vizinhos (GENOV ESE, 2000).

Cools (1984) dividiu os efeitos da TLBP (terapia com laser de baixa poténcia) em dois
grupos. Os efeitos no primeiro grupo foram denominados de primérios ou diretos, podendo
ser bioguimicos, bioelétricos e bioenergéticos. Os do segundo grupo foram denominados de
secundérios ou indiretos e envolvem a promocéao de estimulos como o da microcirculagéo eo
trofismo celular.

A laserterapia promove um efeito cicatricial determinado por alguns mecanismos, como

o incremento na producdo de ATP (KARU et al., 1995), proporcionando um aumento da
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atividade mitética (SILVA, 1998), aém do aumento da sintese protéica (PASSARELLA et
al., 1988; GRECO et al., 1989). Também é observado um estimulo da microcirculagdo com
melhora do aporte nutricional que, associado ao aumento da atividade mitética, resulta numa
multiplicacdo celular facilitada e neoformagdo vascular a partir de vasos existentes (COOLS,
1984; SILVA, 2006).

A TLBP também contribui para a deposi¢cdo de fibras colégenas, tanto na fase inicial
como na fase tardia do tratamento, bem como na minimizacdo da presenca de células

inflamatorias na zona de lesdo nafase inicia do processo cicatricia (TAVARES et al., 2005).

2.5.4 Principiosdo sistema LED

A palavra LED tem origem no termo inglés light emitting diode que significa diodo
emissor de luz.

Os diodos emissores se tornaram um tipo relativamente novo de fonte de luz e ja
demonstraram ter muitas aplicacdes nos painéis alfanuméricos e outros. Como sdo pequenos e
funcionam com baixa poténcia, também sdo muito utilizados nos sistemas de comunicacao
por via optica (Y OUNG, 1998).

Diodo é um tipo ssimples de semicondutor, material esse com habilidade variada de
conducdo de corrente elétrica. Geralmente sdo obtidos de um material que teve impurezas
(&tomos de outros materiais) adicionadas, por um processo chamado de dopagem. Os LEDs
sdo geralmente dopados com arseneto de galio ou fosfeto de gdlio. No caso do fosfeto de
gdio, emitem luz visivel vermelha ou amarela, de acordo com a concentracéo de fésforo e se
dopado com arseneto de gdlio, emitem radiacfes infravermelhas. Utilizando-se fosfeto de
gdio dopado com nitrogénio, aluz emitida pode ser verde ou amarela (MEDEIROS, 2001).

O LED é um dispositivo optoeletrénico que consiste na juncdo entre semicondutores
fortemente dopados tipo p e tipo n, como o arseneto de gélio. Essas duas regides distintas (p e
n) possuem propriedades distintas. A primeira, denominada de “p”, é receptora de elétrons e a
segunda, denominada de “n”, € doadora de elérons (MEDEIROS, 2001). Isso significa que
gualquer semicondutor do tipo n tem um nimero muito grande de elétrons de mobilidade alta,
a0 passo que 0s materiais tipo p tém orificios ou lacunas, que sdo positivos e muito menos
moveis. Quando dois materiais desse tipo sdo unidos, as cargas moveis tendem a se reorientar,
isto € o0s elétrons reposicionamse espontaneamente podendo cair em lacunas vazias do
material tipo p até que se estabeleca a estrutura de nivels de energia. Este fendbmeno implica

na queda de elétrons para orbitais inferiores, liberando energia na forma de fétons. 1sso
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acontece em qualquer diodo, mas sO € visivel quando o diodo for composto de certos
materiais. Os atomos de certos diodos, por exemplo, sdo organizados de tal modo que o
elétron se dedoca a uma distancia relativamente pequena. Como resultado, a frequéncia do
féton emitido é tdo baixa que é invisivel para o olho humano, pois esta na porcéo
infravermelho do espectro eletromagnético (Y OUNG, 1998).

Entretanto, para que a emissdo de luz ocorra de forma duradoura e observavel, ou sgja,
para que exista luminescéncia, uma fonte de eletricidade deve ser aplicada ao diodo. A luz
emitida, portanto, se da devido a energizagdo da juncéo p-n por um processo denominado de
eletroluminescéncia (RABELO, 2003; FARIA, 2006).
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Figura 7 - Representacdo dajuncdo e semicondutores para a construcdo de um LED.
Fonte: http://micro.magnet.fsu.edu/primer/javallasers/diodelasers/index.html .

2.5.5 Propriedades e comportamento da radiacéo emitida pelo LED

A principal diferenca da luz emitida pelo LED em relacdo & emitida pelo laser é a
auséncia de coeréncia, pela alta divergéncia do feixe luminoso emitido e ela emisséo em uma
faixa ampla do espectro, oscilando em uma amplitude de cerca de 20nm (PACHECO, 2007).
Também ocorre a inexisténcia de uma cavidade ressonante na sua producéo (RUBINOV,
2007).

Analisando a coeréncia da luz, sob o ponto de vista da biomodulacdo, é valido observar
que, em condicgdes fisioldgicas, a absor¢do da luz de baixa intensidade pelo sistema biolégico

€ de natureza ndo coerente.
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E sabido que o tempo de decomposicdo da coeréncia de fotoexcitagdo determina a
interacdo com moléculas adjacentes, sobre condicBes menores do que 102 segundos. Em
uma fototerapia com aplicacdo de luz coerente sobre a pele, o tempo médio de excitacdo
depende da intensidade da luz. Por exemplo, aplicando-se uma fluéncia de 1 mwi/cn?, o
tempo é em torno de 1 segundo, determinando que a coeréncia sgja perdida ao longo dos
primeiros estratos da pele, antes que produza a absor¢do da luz pelas moléculas
fotorreceptoras (RUBINOV, 2007).

Outro aspecto importante na andlise das propriedades do LED é a ampla faixa espectral
gue o mesmo ocupa, com amplitude maior de variagdo no comprimento de onda da luz

emitida, se comparado ao laser (figura 8).
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Figura 8 - Distribuicao espectral do LED e do Laser.
Fonte: Corraza, 2007.
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2.6 Emprego da fototerapia no reparo de feridas cutaneas

Varios estudos indicam os efeitos benéficos do emprego terapéutico da luz no reparo de
feridas cutaneas. Pugliese et al. (2003) e Medrado et al. (2003) estudaram os efeitos da terapia
com laser de baixa poténcia em feridas cutaneas de 72 ratos Wistar e concluiram que houve
uma reducdo na reacdo inflamatdria, um aumento da producdo de coldgeno e uma maior
proliferacéo de miofibroblastos, principa mente nos grupos submetidos a fluéncia de 4 Jcm?2.
Whelan et al. (2001) utilizaram Dtoterapia com LED e relataram gque a mesma produziu in
vitro aumentos no crescimento celular de 140-200% em fibroblastos, osteoblastos, e células
muUsculo-esgueléticas de ratos, aumento do crescimento de 155-171% de células epiteliais
normais humanas e diminuicdo de até 36 % no tamanho de feridas isquémicas em ratos.
Whelan et al. (2002) analisando o efeito da aplicacédo de LED sobre a mucosite oral de
pacientes pediatricos transplantados concluiram que, embora mais estudos sejam necessarios,
a terapia com LED parece ser Util na prevencdo de mucosite oral nesses pacientes. Whelan et
al. (2003) concluiram, apls estudos em esponjas de acetato de polivinil implantadas em
dorsos de ratos geneticamente diabéticos, que o uso do LED para fototerapia potencializa o
processo de reparo tecidual e é promissor na reabilitacdo de pacientes lesionados, dispondo os
mesmos de forma mais rgpida para o retorno as suas atividades normais.

A maioria dos estudos apontam para uma contribuicdo positiva da utilizagdo da
fototerapia com esse proposito (aproximadamente 89% dos estudos), revelando um
incremento da formacdo de novos vasos, do nimero de fibroblastos e da producdo de
coldgeno, bem como na aceleragéo da reepitelizagdo (tabela 2).

Poucos estudos apresentaram resultados nulos (8,3%), quando do emprego de diferentes
laseres comprovaram que ndo existiu beneficio no uso da fototerapia em feridas cutaneas
(ALLENDORF et al., 1997, PETERSEN et al., 1999; WALKER et al., 2000a) (tabela 2).



51

Tabela 2 - Andlise compartimentada do uso da fototerapia no reparo de feridas cutaneas.

Modelo Agravo Efeito Fonte

Rato
Sem fatores agravantes (ALLENDORFet al., 1997)
(KLEBANOV et al., 2005)
(GALet al., 2005)
(AL-WATBAN e ANDRES, 2006)
(GALet al., 2006)

(YILMAZ et al., 2006)

+ + + + O

+ (GLUSHKOVA et al., 2006)
+ (SILVEIRA et al., 2007)
+ (GARSSEN et al., 2000)
0 (WALKER et al., 2000b)
+ (AL-WATBAN e ZHANG, 2006)
+ (NAKASONEget al., 2003)
+ (WHELAN et al., 2003)
+ (DEMIR, YARAY et al., 2004)
+ (DEMIR, BALAY et al., 2004)
+ (DO NASCIMENTO et al., 2004)
+ (MENDEZ et al., 2004)
+ (RIBEIROet al., 2004)
+ (STADLER et al., 2005)
+ (PINHEIROet al ., 2005)
Diabetes + (REDDY et al., 2001)
Diabetes + (MAIYA et al., 2005)
Diabetes + (REDDY, 2003)
Diabetes + (RABELO et al., 2006)
Uso de corticéide + (PESSOA et al., 2004b)
Humano
Sem fatores agravantes + (SIMUNOVICet al., 2000)
+ (HOPKINS et al., 2004)
Diabetes + (SCHINDL et al., 1998)
Diabetes + (SCHINDL et al., 2002)
Diabetes + (YU et al., 1997b)

Vaca Sem fatores agravantes + (GHAMSARI et al., 1997)
Cavalo Sem fatores agravantes 0 (PETERSEN et al., 1999)
Invitro

Sem fatores agravantes + (DANNOet al., 2001)
+ (WEBB e DY SON, 2003)
+ (HAWKINS e ABRAHAMSE, 2005)
+ (HAWKINS e ABRAHAMSE, 2007)
O=efeitonulo  + = efeito positivo - = efeito negativo.

A maioria dos estudos empregam ratos como model 0s experimentais, tendo sido obtidos
efeitos positivos da fototerapia. Contudo poucos estudos empregam fatores agravantes aos

processos de reparo tecidual, justificando a realizacdo de novos estudos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O presente estudo propds a verificacdo comparativa dos efeitos biomoduladores da
terapia com laser (InGaAlP — 660nm, 30mW, 6Jcnt) e LED (640 + 20nm, 30 mw, 6J/cnt)
no reparo tecidual de feridas cutaneas dorsais de ratos portadores de diabetes induzido por
aloxana submetidas a um Unico momento de irradiac&o, trinta minutos apds o estabel ecimento

cirdrgico das leses.

3.2 Objetivos especificos

1) Andlise da evolucdo clinica do processo de reparo das feridas dos grupos de animais
diabéticos e controles, tratados e ndo tratados através de medidas biométricas;

2) Andlise histomorfoldgica das lesdes cuténeas dos espécimes em estudo, dos grupos

de animais diabéticos e controles, tratados e ndo tratado;

3) Andlise histomorfométrica das lesbes cuténeas dos espécimes em estudo, dos grupos

de animais diabéticos e controles, tratados e ndo tratados.
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4 METODOLOGIA

4.1 Aspectos éticos

O presente estudo foi submetido & apreciacio do Comité de Etica em Pesquisa - CEP da
UNIVAP - Universidade do Vae do Paraiba e obteve aprovacdo, sob protocolo
A058/CEP/2007, seguindo os principios éticos da experimentacdo animal de acordo com as

normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal - COBEA (anexo A).

4.2 M odelo experimental

Foram utilizados 54 ratos (Rattus norvegicus albinus, Rodentia mammalia), da
linhagem Wistar, machos, adultos, com peso entre 180 e 250g, provenientes do biotério da
UFSM - Universidade Federal de Santa Maria

Os animais passaram por um periodo de ambientacdo de 10 dias no biotério do Centro
de Ciéncias da Salide da Universidade Comunitéria Regional de Chapeco - UNOCHAPECO
(loca de redlizacgo do experimento) antes dos procedimentos experimentais. No biotério, o
macro-ambiente era semi-controlado, com foto-periodo de 12 horas. Os animais foram
alimentados com dieta padréo de agua e ragdo ad libitum.

Obedecendo aos padrdes do local de experimentacéo, as caixas de acondicionamento, a

agua e a racdo fornecida foram autoclavadas.

4.3 Inducao do diabetes experimental

A inducdo do diabetes experimental foi efetuada em 36 animais, aleatoriamente
escolhidos, através da administracdo de 42mg/kg, por via endovenosa, de mono-hidrato de
aloxana (SIGMA-AIldrich Inc. St. Louis, MO, USA, lote 083K2511), diluido em solucéo
salina estéril (LIMA et al., 2001; LERCO et al., 2003).

Para a inducéo do diabetes, os animais foram mantidos em jejum solido por 24 horas,
com fornecimento de &gua ad libitum. Ao término desse periodo foram colocados em uma
caixa aguecida por uma lampada incandescente a uma temperatura na faixa de 40°C, durante
um periodo de 10 minutos, para permitir uma melhor visualizacdo das veias caudais. Foram
pesados e em seguida anestesiados, com a administragdo, por via intramuscular, de cloridrato

de quetamina a 10%, na dose de 1g/kg de peso corporeo, associado ao cloridrato de xilazina a
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2%, na dose de 0,02g/kg de peso corpéreo (MASSONE, 2003). As drogas anestésicas foram
aplicadas de forma independente, com a utilizagdo de seringas de 1ml de capacidade e agulhas
de 8 x 0,30mm. Esse procedimento anestésico foi adotado como padréo no presente estudo e
foi utilizado em todos os momentos onde se fez necessério.

A solucdo de aoxana foi administrada lentamente, por via endovenosa, em uma das
veias da cauda.

Decorridos 30 minutos, os animais foram novamente acondicionados em caixas e
normamente alimentados. Os ratos receberam uma solugdo de glicose a 10% como Unica
fonte hidrica, por um periodo de 24h. Essa manobra, segundo Mazzanti et al. (2003) previne a
mortalidade nos primeiros momentos pos-inducgdo do diabetes experimental.

No presente estudo, dos 36 animais submetidos a inducdo do diabetes, um rato foi a
obito durante os procedimentos de inducdo (2,8%) e outros seis ratos durante 0s primeiros
seis dias pos-inducdo (16,7%). Dos 29 animais restantes, 11 animais foram descartados do
estudo por ndo atingirem nivels de glicemia sanguinea considerados adequados para a
caracterizacdo do diabetes dentro dos parémetros pré-estabel ecidos (glicemia menor do que
180 mg/dl) (MAZZANTI et al., 2003).

Os 18 animais restantes foram divididos em trés grupos experimentais, cada qua
composto de seis animais. A tabela 3 mostra o comportamento da glicemia sanguinea e do

peso dos animais durante o periodo de indugédo do diabetes.

Tabela 3 - Evolugdo da glicemia sanguinea e do peso dos animais durante o periodo de indugéo do diabetes.

Grupo experimental Glicemia sanguinea(mg/dl) Peso (g)
Diabético (inicia — dia dainducéo) 70,76 £12,94 256,97 + 22,39 (n = 36)
Diabético (ap6s sete dias) 175,32 + 30,91 233,59+ 28,25 (n = 29)
Controle (inicial) 73,28 £ 13,44 252,67+ 15,47 (n = 18)
Controle (ap0s sete dias) 75,39 £ 14,20 261,44 + 11,63 (n=18)

O periodo de inducéo do diabetes experimental foi de sete dias, desde a administracéo

da aoxana até a formac&o dos grupos experimentais.

4.3.1 Determinacao dos niveis de glicemia sanguinea

A medida dos niveis de glicemia sanguinea foi efetuada em todos os animais, em trés

momentos distintos. O primeiro momento foi imediatamente antes da indugdo, o segundo
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depois de decorridos sete dias (momento de estabelecimento das lesdes cutaneas) e o ultimo
no 14° dia (periodo de sacrificio dos animais).

Para coleta do sangue e determinacdo dos nivels glicémicos, em todos 0s momentos, 0s
animais ficaram em jgjum de 12 horas, recebendo gpenas fonte hidrica durante esse periodo.
Em todas as coletas, os animais foram previamente anestesiados de acordo com o
procedimento padréo adotado neste estudo e citado anteriormente.

No primeiro e no sé&timo dias a coleta de sangue se deu pela puncéo do plexo venoso
retro-orbital com a utilizagdo de um tubo capilar de vidro para coleta de hematdcrito
(WAYNFORTH; FLECKNELL, 2004). O sangue coletado foi acondicionado em tubos
coletores de 4ml modelo Vacuette® - VACUETTE DO BRASIL LTDA, revestidos
internamente com acelerador de codgulo §0,) e com gel separador. A Ultima coleta foi
realizada por puncdo cardiaca WAYNFORTH; FLECKNELL, 2004), hga vista que nesse
momento os animais foram sacrificados.

O soro sanguineo foi obtido por centrifugacdo e a dosagem imediata da glicose foi

realizada no mesmo pelo método enzimético-colorimétrico da glicose-oxidase.

4.4 Distribuicdo dos grupos experimentais

Para as avaliagOes propostas no presente estudo, os 36 animais selecionados foram
divididos em seis grupos experimentais, com seis animais cada (trés grupos de ratos
diabéticos e trés grupos de ndo diabéticos). Os 18 animais diabéticos e os 18 animais ndo
diabéticos foram divididos em grupos compostos por seis animais ndo tratados, seis animais

tratados com LED e seis animais tratados com laser (Fig. 10).
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Figura 10 - Distribuic&o dos grupos experimentais.

O grupo diabético e o grupo controle foram compostos de animais com lesdo dorsal e
sem fototerapia, denominados de animais placebo, animais com lesdo dorsal e submetidos a
fototerapia com a utilizacdo de laser (INGAIP — 660nm) denominados de LASER e animais
com lesdo dorsal e fototerapia com LED (640 £ 20nm) denominados de LED. A tabela 4
exemplifica a distribuicdo dos animais nos grupos experimentais:

Tabela 4 - Distribuicdo dos grupos experimentais.

Grupos (n =6) Ferida cutanea N&o diabético Diabético LED L aser
Placebo controle X X
LED controle X X X
LASER controle X X X
Placebo diabético X X
LED diabético X X X
LA SER diabético X X X

4.5 Procedimento cirurgico

O procedimento cirdrgico visou estabelecer lesbes cutaneas circunferenciais em todos
os animais.
Previamente ao procedimento, os animais foram anestesiados e os pélos do seu dorso

foram tricotomizados. A tricotomia foi realizada inicialmente com uma nméguina elétrica e
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complementada com uma lamina de ago inoxidavel (lamina de barbear) acoplada a um

navalhete. A figura 11 representa o procedimento.

Figura 1l - Tricotomia e assepsia do dorso dos animais.

Apébs a realizacdo da tricotomia, foi realizada a assepsia do local com uma gaze
esterilizada levemente embebida numa solugcdo de gluconato de clorexidina a 2% e cada
animal foi submetido a uma lesdo cuténea Unica, executada no lado direito do dorso com um
punch cirdrgico descartavel de 0,8 cm de diametro. A figura 12 representa a seqiéncia de
procedimentos.

Todos os animais foram submetidos a uma les3o circunferencial, com érea de 0,5 cn,
no lado direito do seu dorso. A &rea dalesdo foi calculada pela equagdo matemética: area=p .

r?, onde o raio da les3o (r) foi de 0,4 cm e correspondeu & metade do diametro do punch
utilizado, que media 0,8 cm.
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Figura 12 - Procedimento cirargico de estabel ecimento das |esdes dorsais.

Ao término do procedimento cirdrgico, cada animal foi acondicionado em uma caixa

autoclavada, identificada com a hora exata do estabel ecimento da lesdo.

4.6 Fototerapia

A fototerapia objetivou fornecer a érea lesionada uma densidade de energia (DE) de 6
Jen?, em uma Unica aplicagdo, 30 minutos apds o estabelecimento da lesdo, com a utilizagdo
de duas fortes emissoras diferentes. uma fonte laser de fosfeto de indio, gdlio e aluminio
(InGaAlP), emitindo de forma continua em um comprimento de onda de 660 nm e com uma
poténcia de saida de 30 mW ou uma fonte LED, com um diodo emissor de luz emitindo na
faixa espectral de 640 £ 20 nm e poténcia de saida de 30 mW.

A fototerapia foi realizada em quatro grupos de animais (LED controle, LASER
controle, LED diabético e LASER diabético). Nos grupos placebo (placebo controle e placebo
diabético) ndo foi realizada fototerapia, contudo, os animais foram igualmente manipulados

para que ndo se produzisse nenhum viés em relagdo aos demais grupos.

4.6.1 Equipamentos utilizados

O equipamento laser utilizado foi um modelo produzido em escala industrial para
Fisioterapia (Endophoton® LLT 0107 — KLD Biosistemas Equipamentos Eletronicos Ltda.) e
0 equipamento LED foi produzido no Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento (IP&D) da

UNIVAP especificamente para este estudo. A figura 13 ilustra os equipamentos e as suas
especificacoes.
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LED - 640 + 20nm LASER InGaAlP - 660nm
Poténcia = 30 mW Poténcia = 30 mW

Figura 13 - Equipamentos utilizados na fototerapia.

A poténcia de emissdo dos equipamentos foi verificada com a utilizacdo do dispositivo
Integrated 2-Watt Broadband Power and Energy Meter System - 13 PEM 001/J (Melles Griot

Photonics Components Group - Carlsbad, California 92011, USA). O equipamento € ilustrado
na figura 14.

hitps2ishop. mallesgriot comiproductsinstrumentsidelasi aspxTpf_id=+13+PEM+D0 1% 21

Figura 14 - Equipamento utilizado para a aferi¢do da poténcia das fontes emissoras.

4.6.2 Fototerapia nos grupos LASER (LASER controle e LASER diabético)

A lesdo circunferencial de area igual a 0,5 on? foi irradiada, 30 minutos apds o seu
estabelecimento, com a utilizacdo de uma fonte laser continua de fosfeto de indio, gdio e
auminio (InGaAIP — 660nm). A &rea do feixe do laser era de 0,035 cn?. O equipamento foi
afastado em 1 cm de disténcia da lesfo, de modo que, através da andlise da divergéncia de
emissdo do feixe pudesse cobrir toda a &rea da mesma.

A densidade de energia preconizada foi de 6 Jcn?, e portanto o tempo de irradiaczo foi
calculado em 100 segundos.
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Cada animal foi acondicionado em um suporte articulavel que permitiu o
posicionamento adequado do mesmo sob a fonte emissora. A lesdo foi recoberta com um

filme de PV C transparente para evitar a contaminagao cruzada.
4.6.3 Fototerapia nos grupos LED (LED controle e LED diabético)

Nestes grupos, a irradiacdo da lesdo foi efetuada 30 minutos apos o seu estabel ecimento
com a utilizagdo de uma fonte LED emitindo na faixa espectral de 640 + 20nm, poténcia de
saida de 30 mW e didmetro do feixe a 1 cm de distanciade 0,5 cn.

O equipamento foi acoplado a um suporte de atura regulavel e na sua extremidade foi
adaptado um distanciador, também denominado de stopper, afastando-o em 1 cm do local de
irradiacdo, para que a aea foca do feixe emitido pelo equipamento correspondesse
exatamente com aérea da lesfo.

A DE utilizadafoi de 6 Jcnt e o tempo de irradiacdo foi calculado em 100 segundos.

4.7 Coleta de dados par a a analise macr oscopica

Apbés o0 estabelecimento das lesbes, as mesmas foram fotografadas diariamente,
durante o periodo de sete dias, com a utilizacdo de uma camera de captura de foco fixo,
modelo Moticam® 2300 (Motic, British Columbia, Canada), com resoluciio de trés
megapixels e com o acessorio tubo acrilico acoplado a objetiva e uma régua milimetrada

posicionada na sua base (figura 15).
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Figura 15 - Cameradigital Moticam® 2300 com acessorios.

As fotografias didrias e a observagdo clinica visual das feridas objetivaram a andlise
biométrica do didmetro das lesdes e das caracteristicas da crosta.

A presenca de crosta foi atribuida a visualizagdo da mesma sobre a lesdo, mesmo que
estivesse em fase de descolamento. A auséncia de crosta foi definida como a inexisténcia de
qualquer cobertura sobre a leséo.

A andlise do didmetro da lesdo foi efetuada com a utilizagdo do programa Imajel. Este
programa foi calibrado para cada fotografia analisada. A opcéo pelo mesmo foi pelo fato de
possuir utilizag&o livre e gratuita.

Os procedimentos foram os seguintes. Apos a calibracdo do programa, utilizouse a
ferramenta point selections e demarcaram-se 12 portos eqidistantes em toda a circunferéncia
dalesdo. Em seguida utilizouse o comando selections — fit elipse para unir esses pontos. Com
0 comando measure obteve-se o diametro de Ferret da ferida, definido como o comprimento
da projecéo do maior perfil da elipse criada a partir da unido dos pontos demarcados no bordo
da leso sobre uma linha de referéncia (HINDS;MCNELLY, 1982). Como as feridas
apresentavam formato eliptico, o didmetro de Ferret obtido pelo programa Image] foi o maior

didmetro da dlipse. A figura 16 demonstra a obtencéo da medida do mesmo.



Diametro de Ferret
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Figura 16 - Figurarepresentativa do didmetro de Ferret obtido na elipse formada pelo contorno das feridas.

Os procedimentos executados no programa Imagel] sdo descritos na sequéncia de
imagens na figura 17.

UNIAD DOS PONTOS ATRAVES DO
COMANDO SELECTION - FIT ELIPSE

MARCACAD DE DOZE PONTOS MNA
MARGEM DA LESAD

CALCULD DO DIAMETRO ATRAVES DO
COMANDO MEASURE (CONTROL + M)

Procedi mentos executados no programa | mageJ para obter o valor do didmetro das feridas.
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4.8 Coleta de dados par a a analise microscépica

Apbs sete dias do estabelecimento das lesBes cuténeas, os animais foram sacrificados e
o tecido da érea correspondente a lesdo foi excisionado com a utilizacdo de uma lamina de
bisturi n° 15 montada em um cabo n° 3. A peca foi removida com um formato losangular, de
modo a preservar 0,5 cm de margem livre em todo o contorno da lesfo. Esse procedimento
permitiu que durante a macroscopia a peca removida fosse seccionada no sentido
correspondente ao menor didmetro do losango, determinando que, posteriormente, os cortes
histologicos efetuados correspondessem sempre a regido mediana da lesdo e sempre do
mesmo plano anatdmico do animal. O procedimento de excisdo em forma de losango é
ilustrado na figura abaixo:

Figura 17 - llustragéo daforma de excisao dos tecidos para andlise histol 6gica.

O tecido removido foi acondicionado em um cassete histologico identificado e
imediatamente colocado em um recipiente contendo formalina tamponada a 10%.

Os tecidos permaneceram na formalina por um periodo de 24h e ao término deste foram
submetidos ao processamento histol égico automatizado. Apos foram emblocados em parafina,
submetidos a microtomia, obtendo-se cortes de 3um de espessura, e corados através do
método HE (hematoxilina/eosing). As laminas histol6gicas permanentes foram submetidas a
andlise por microscépica de luz e a captura digital, para posterior analise estereoldgica. A
captura das imagens foi efetuada através de uma camara digital da marca Leica®, com
resolucdo de 1280 X 1024 pixels e acoplada a um microscopio trinocular. As fotomicrografias
foram obtidas com o0 uso de objetivas de 4, 10, 20 e 40 vezes e as imagens armazenadas no
formato TIFF (Tagged Image File Format). A figura 19 demonstra o equipamento utilizado.
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Figura 18 - Fotografia do equipamento de captura digital.

Microscopicamente foram analisados parametros quantitativos e qualitativos. A andlise
histomorfométrica Quantitativa) compreendeu a contagem de células inflamatérias, vasos
sanguineos e fibroblastos. A andlise histomorfoldgica (qualitativa) compreendeu a avaliacéo

da evolucdo do reparo das lesdes.

4.8.1 Andlise histomorfoldgica

A andlise histomorfoldgica foi efetuada segundo o proposto por Yu et al. (1997). Os
pardmetros avaliados envolveram aspectos qualitativos relacionados a evolucéo do processo
de reparo da lesdo como um todo, englobando as modificacBes morfol 0gicas dos tecidos que
compde a epiderme e a derme e pela observacdo do grau de epitelizacdo, contelido celular
(tipo e formato), presenca e constituicdo do tecido de granulacéo, padréo de deposicdo do
colageno e caracteristicas da vascul arizaggo. Dependendo desses parametros, foram atribuidos

graus a evolucdo no reparo de cada lesdo. A tabela 5 demonstra os critérios utilizados.
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Tabela5- Demonstragéo dos parametros avaliados na analise histomorfol 6gica propostos por

(YUetal., 1997).

Grau Par&metro avaliado Critéric
la3 Epitelizacéo Nenhuma ou minima
Contetdo celular Nenhuma ou minima (principal mente para células inflamatérias)
Tecido de granulagéo Nenhum ou esparso nas bordas daferida
Deposi¢do de coldgeno Nenhuma
Vascularizacdo Nenhuma
4a6 Epitelizacdo Minima (menos da metade do diédmetro daferida). Moderada (mais de
Conteldo celular Predominantemente inflamatdrias. Poucos fibroblastos
Tecido de granulagéo Nenhum ou delgada camada no centro do ferimento. Espesso nas
Deposicéo de colageno Poucas fibras de colageno
Vascularizagdo Poucos capilares
7a9 Epitelizacéo Completamente epitelizado. Camada del gada
Contetdo celular Maisfibroblastos. Ainda com células inflamatérias
Tecido de granulagéo 7 - Escasso no centro dalesdo. Principal mente tecido adiposo abaixo
8 — Delgada camada no centro da lesdo e poucas fibras col agenas
9— Camada mais espessa, com mais colégeno
Vascularizagéo M oderada vascul arizagdo
10a12 Epitelizagdo Camada de epitélio mai s espesso
Conteldo celular Predominancia de fibroblastos
Tecido de granulagéo Uniformemente espesso
Deposi¢édo de coldgeno Deposi¢do moderada a extensa de col dgeno, porém menos
Vascularizagéo Extensa neovascul arizacdo
13al15 Epitelizacdo Espesso

Contetido celular
Tecido de granulagéo
Deposicédo de colageno
Vascul arizac8o

Menor nimero de fibroblastos na derme

Uniformemente espesso

Denso, organizado e com fibras orientadas paral elamente (feixes)
Sistema capilar bem definido

A andlise histomorfoldgica foi efetuada por um mesmo observador em dois momentos
diferentes, separados temporalmente por um periodo de quinze dias, com a finaidade de
diminuir possiveis vieses. Nos dois momentos, os cortes histolégicos, correspondentes a
regiao mediana das lesbes, foram analisados no microscdpio de luz onde o observador possuia
liberdade para percorrer os campos e modificar 0s aumentos no equi pamento.

A observacdo se deu mediante um teste cego e de forma aeatéria. Para isso a
identificagdo das laminas foi ocultada com uma fita adesiva e o vaor numérico, referente ao
grau histolégico atribuido na andlise, era anotado sobre a mesma.

Apobs o primeiro momento de analise, as fitas adesivas foram removidas e os valores
numeéricos foram transcritos para uma tabela com a respectiva associagdo ao animal
correspondente. Esse procedimento permitiu que, durante o segundo momento de andlise,
todos os procedimentos fossem repetidos, garantindo a execugdo do teste cego e de forma
aleatoria
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4.8.2 Anéalise histomorfométrica

Para a andlise histomorfométrica das fotomicrografias utilizouwse o programa ImageJ
associado ao plugin Cell Counter.

A quantificagdo de células inflamatorias, vasos sanguineos e fibroblastos foi efetuada no
programa com a sequéncia de comandos. calibracdo do programa, carregamento da
fotomicrografia no programa ImageJ. Utilizagdo do comando rectangular selections, seguido
dos comandos edit — selection — specify determinando uma area de andlise da fotomicrografia
(com o programa previamente calibrado a &rea pode ser determinada com preciséo e
correspondeu a 271.699 pm? — 400 x 400 pixels). Utilizagio do comando image — crop (Ctrl +
Shift + X) e corte da area a ser analisada com a criagdo de uma nova imagem. Utilizaco do
plugin cell counter e realizagdo da contagem manua das células ou dos vasos de interesse. A
figura 20 demonstra a sequiéncia descrita.

Foram efetuadas duas contagens para cada corte histolégico. Uma em cada regido

considerada da derme, superficial e profunda.
4.9 Andlise estatistica
Para verificar a existéncia ou ndo de diferencas estatisticamente significativas entre os

grupos, foi realizado o teste ANOVA seguido do posteste de Bonferroni. Foi definido um

valor de p < 0,05 como determinante de significancia estatistica.
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Figura 19 - llustracéo da seqiiéncia de comandos executados no programa Imaged para quantificagdo dos
parametros histol 6gicos e andlise histomorfométrica.
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S5 RESULTADOS

O presente estudo compreendeu um periodo de 14 dias, considerados desde a inducéo
do diabetes até o sacrificio dos animais.

No decorrer do periodo experimental, os seguintes resultados puderam ser observados.

5.1 Evolucéo clinica e laboratorial dos animais

A observacao visua diaria, somada a verificagdo da glicemia sanguinea e do peso dos
animais em momentos pré-determinados permitiu 0 monitoramento da evolugdo clinica e
laboratorial dos mesmos. Os resultados €0 referentes averificagdo do peso e da glicemia
sanguinea em trés momentos distintos: no inicio do experimento (dia da inducéo do diabetes),
apos sete dias (dia do procedimento cirdrgico) e no 14° dia, que correspondeu ao momento do
sacrificio.

O peso dos animais no inicio do experimento variou entre 211g e 291g, com uma média
aproximada de 2509 (Tabela 6). Essa média teve dois comportamentos distintos nos diferentes
grupos experimentais, demonstrando-se significativamente aumentada no grupo controle, no
periodo de 14 dias (p<0,01). Em contrapartida, o grupo diabético possuiu uma diminuicdo do

peso, com diferencas significativas no sétimo e décimo quarto dias (p<0,001 para ambos).

Tabela 6 - Evolugéo do peso dos animais durante o estudo.

Gr upo experimental Pesoinicial - dia da ApOs sete dias- Peso no ApO6s 14 dias- Peso no
Upo exp inducéo (g) dia dalesdo (g) diado sacrificio ()
Controle 252,67 + 15,47 (n = 18) 261,44+1163(n=18) 27528+ 10,83 (n=18)"
Diabético 256,97 + 22,39 (n = 36) 23522+ 19,65 (n=18)% 228,75+ 12,87 (n = 14)®°

Comparagao entre os grupos controle e diabético. Valores expressos em media + desvio padréo.
= p<0,01 em relac&o ao grupo controleinicial (diadainducao), 8= p< 0,001 em relagdo ao grupo controle no
mesmo periodo e ao grupo diabético inicial (diadaindugdo), = em relacéo ao grupo diabético no diadalesio
(ANOVA + Bonferroni).

A

A glicemia sanguinea mensurada também revelou um comportamento distinto nos
grupos controle e diabético.

Os ratos do grupo controle apresentaram, em todos os momentos de verificagdo, niveis
de glicemia sanguinea compativeis com 0s preconizados para animais sadios, que variam
entre 75 e 99 mg/dl (LOPES et al.,2007). Em contrapartida, os ratos portadores de diabetes
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induzido apresentaram uma elevacdo da glicemia sanguinea que foi significante aos sete e aos

14 dias (p<0,001). (Tabela 7 e Figura 21).

Tabela 7 - Evolugéo da glicemia sanguinea dos animais durante o estudo.

Apos 14 dias- Glicemia

Glicemiainicial—dia  Apéssetedias- Glicemia . e
no dia do sacrificio

Grupo experimental ; 5 ' 2]

dainducao (mg/dl) no dia da lesdo (mg/dl) (mg/dl)
Controle 7328+1344(n=18) 7539+ 14,20 (n= 18) 7743+ 1543 (n=18)
Diabético 7076+1294(n=36) 19468+1184(n=18)"" 18950+ 7,84 (n=14)""

Comparagao entre os grupos controle e diabético. Valores expressos em media + desvio padrao.
A = p<0,001 em relacdo ao grupo controle no mesmo periodo, ®= p< 0,001 em relago ao grupo diabético inicial
(diadainducdo) (ANOVA + Bonferroni).

—+— Controle —s— Diabético
250 -
E 200 - * *
=
E 5 150
& E 100
E & *
s 501
)
0 . -
0 T 14
Tempo (dias)

Figura 20 - Gréfico demonstrativo da evolugéo da glicemia sanguinea dos grupos experimentais durante o
estudo em fungéo do tempo. * = p<0,001.

5.2 Evolucao do reparo das feridas— analise macr oscopica

A andlise biométrica das fotografias das lesdes permitiu a avaliagdo da evolucdo do

didmetro das feridas e a andlise das caracteristicas da crosta.

5.2.1 Didmetro das feridas

Os resultados apresentados séo referentes ap didmetro das feridas, avaliado nas 24, 48,

72, 96, 120, 144 e 168 horas pos-cirurgia.
A andlise intergrupos revelou que o didmetro foi significativamente menor nos grupos

submetidos a fototerapia. As diferencas foram mais evidentes no grupo diabético do que no

grupo controle.
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A reducdo do diametro das feridas no periodo de 168 horas pds-cirurgia foi de 39,3% no
grupo placebo controle, 50,5% no grupo LED controle de e 51,1% no grupo LASER controle.
As diferencas foram estatisticamente significativas entre os grupos LED controle e LASER
controle em relacéo ao grupo placebo controle (p<0,05).

Para o grupo diabético, a reducdo do diametro foi de 30,1% no grupo placebo, de 45%
no grupo LED e de 44,5% no grupo LASER. Houve diferenca estatisticamente significante
para ambos os grupos: LED diabético e LASER diabético em relacdo ao grupo placebo
diabético (p<0,01). A tabela 8 e a figura 22 demonstram essa relacéo.

Tabela 8 - Evolugdo do didmetro das feridas nos grupos experimentais durante o estudo.

Tempo pos-cirurgia (h) 24 48 72 96 120 144 168
Med 7,95 741 6,97 6,51 5,89 5,61 4,83

Placebo
o N3 DP 0,09 0,36 0,32 0,31 0,49 0,50 0,55

rupo Nao

diab&tico LED Med 7,70 712 6,20 577 511 4,82 3,82
(Controle) DP 0,61 0,64 0,35 0,27 0,42 0,50 0,51
L ASER Med 7.74 7,17 6,34 585 5,25 4,89 3,79
DP 0,36 0,36 0,27 0,31 0,45 0,40 0,53
Med 8,29 7,82 7,59 7,23 6,70 6,31 5,79

Placebo
DP 0,30 0,66 0,30 0,37 0,35 0,50 0,50
Grupo LED Med 7,85 7,39 6,30 6,16 5,80 5,24 4,32
Diabético DP 0,41 0,36 0,14 0,13 0,41 0,53 0,15
L ASER Med 7,91 7,71 6,70 6,31 5,89 5,26 4,39
DP 0,31 0,73 0,59 0,50 0,61 0,57 0,36

Med = média

DP = Desvio padréo

A Placebo confrole
» LED controla
[0 LASER controle
——— Linear (Placebo controle)

i Bl e

Placeba diabdtico

LED diabético
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Figura 21 - Gréfico demonstrativo da evolucéo do diametro das feridas dos grupos experimentais durante o
estudo em fungdo do tempo.
LED ** / LASER * = LED diabético e LASER diabético em relagéo ao placebo diabético (p<0,01) e LED
controle e LASER controle em relag&o ao placebo controle (p<0,05) (ANOVA + Bonferroni).
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A andlise intragrupos demonstrou que em todos 0s grupos houve uma reducdo
estatisticamente significante do didmetro das feridas no periodo de 24 para 168 horas
(p<0,001).

Observouse também uma diferenca estatisticamente significativa na reducdo do
didmetro das feridas no periodo entre 144 e 168 horas para 0 grupo LED controle (p<0,05) e
LASER controle (p<0,01).

—A— Placebo controle —s— LED controle —&— LASER controle

| e W

h

Diametro da lesdao (mm)
f n

Ly

%]

0 24 48 T2 96 120 144 168 1462
Tempo pos-cirurgia (horas)

Figura 22 - Gréfico demonstrativo da evolucdo do didmetro das feridas do grupo controle durante o estudo em
funcéo do tempo.
* = LED controle e LASER controle em relagé@o ao placebo controle (p<0,05) (ANOVA + Bonferroni).

O grupo LED diabético, comparado ao grupo placebo diabético apresentou uma
diferenca estatisticamente significativa na reducéo do diametro das feridas no periodo de 72

horas.

No periodo de 168 horas pos—cirurgia, os grupos LED diabético e LASER diabético
mostraram uma reducdo significativa no diametro das feridas em comparacdo ao grupo
placebo diabético (p<0,01).
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Figura 23 - Grafico demonstrativo da evolucdo do didmetro das feridas do grupo diabético durante o estudo em
fungdo do tempo.
* = LED diabético em relagdo ao placebo diabético (p<0,05). ** = LED diabético e LASER diabético em relagéo
ao placebo diabético (ANOVA + Bonferroni).

5.2.2 Caracteristicas da crosta

A andlise da presenca de crosta nas feridas dos animais € representada pela fregiiéncia
de aparecimento da mesma nos grupos experimentais em funcdo do tempo. A figura 25
demonstra a dinamica.

A crosta gpareceu sobre as lesbes dos animais nas 48h seguintes ao procedimento
cirdrgico. Nesse momento observouse que 50% do grupo placebo controle ja possuiam crosta
formada, contra 20% do grupo placebo diabético. Nas 72h subsequientes ao estabel ecimento
das lesbes todos 0s animais apresentaram crosta formada sobre as mesmas.

Os animais submetidos a fototerapia apresentaram uma formagdo mais precoce da
crosta se comparados aos animais ndo tratados. Esta apareceu nas 48 h em 66,7% dos animais
dos grupos LED controle e LASER controle e em 50% dos animais do grupo LED diabético e
em 20% dos animais do grupo LASER diabético.

A perda da crosta comegou a ser observada a partir das 120h dos grupos LED controle e
LASER controle. Nos grupos LED diabético, LASER diabético e placebos o inicio da perda
da crosta pode ser observado tardiamente, apenas depois das 144 h. Os dados s&o mostrados
natabela 9 e figura 25.
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Tabela9- Evolugdo do didmetro das feridas nos grupos experimentais durante o estudo.

Tempo pos-cirurgia (h) 24 48 72 96 120 144 168
Grupo Placebo 0,0 50,0 66,7 100,0 100,0 83,3 66,7
N&o
diabético LED 0,0 66,7 833 100,0 833 66,7 50,0
(Contrale) LASER 0,0 66,7 833 100,0 83,3 66,7 50,0
Placebo 0,0 20,0 80,0 100,0 100,0 80,0 80,0
Grupo
Diabético LED 0,0 50,0 100,0 100,0 100,0 75,0 50,0
LASER 0,0 20,0 80,0 100,0 100,0 100,0 60,0
Valores expressos em %.
A Placebo controla 4 Placebo diabético
» LED controle = LED diabético
0 LASER controle m LASER diabgtico
—— Polindmio (Placebo controle) - - - . Polindmio (Placebo diabético)
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Figura 24 - Presenca de crosta pés-cirurgia nos animais de diferentes grupos experimentais.

5.3 Evolucéo do reparo das feridas— analise histomor fol 6gica

Os resultados da andlise histomorfologica (qualitativa) representam os critérios
propostos por Yu et al. (1997). As médias dos valores numeéricos atribuidos estéo expressas
natabela 8.
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Tabela 10 - Representacdo numérica da andlise histomorfol gica dos vérios grupos estudados.

Grupo experimental Grau histolégico atribuido
Placebo controle 5,58 + 0,66

LED controle 7,75+ 0,80

LASER controle 7,83+0,54

Placebo diabético 3,40+0,19

LED diabético 6,38+ 0,24 *

LASER diabético 6,20 £ 0,51 *

Representacdo numérica da média + erro referentes aos graus atribuidos na andlise qualitativa propostapor Yu et
al., (1997) paraaevolucdo do reparo dasferidas. * = (p<0,05) em relagéo ao grupo placebo diabético (ANOVA
+ Bonferroni). Valores representados pela média + erro.

O grupo placebo controle apresentou vaores compativeis com uma epitelizacdo
moderada (mais da metade do didmetro da ferida), predominio de células inflamatorias bem
evidentes e em &reas extensas da derme, principalmente na regido superficial. Uma delgada
camada de tecido de granulacdo ao centro do ferimento, mais espesso nas bordas, poucas
fibras colagenas e poucos capilares sanguineos. Comparativamente a esse grupo, 0S grupos
LED controle e LASER controle apresentaram completa epitelizacéo, representada por uma
delgada camada de tecido epitelial, predominio de fibroblastos ao infiltrado inflamatério e
presenca de tecido de granulagdo escasso no centro da lesdo, acompanhado de poucas fibras
colagenas e as vezes com tecido adiposo abaixo do epitélio. Nestes grupos a vascul arizagdo
apresentouse moderada, com presenca de vasos congestos e dilatados.

O grupo placebo diabético ndo apresentou nenhuma ou uma minima epitelizacdo, um
contelido celular predominante para células inflamatdrias com discreta vascularizagdo e
auséncia de fibras colagenas. Os grupos tratados (LED diabético e LASER diabético)
apresentaram caracteristicas histolégicas indicativas de aceleracdo do processo de reparo
guando comparados ao grupo placebo diabético. A epitelizacdo apareceu recobrindo metade
ou menos do diédmetro da ferida re maioria dos casos. O infiltrado inflamatorio foi frequiente,
porém menos intenso que no grupo placebo diabético. Puderam ser evidenciados fibroblastos
em processo de proliferacdo, poucas fibras colagenas e uma presenca discreta de vasos
sanguineos.

As caracteristicas histologicas indicaram uma aceleracdo da cicatrizacdo pela
fototerapia, mais evidente nos grupos de animais tratados com LED e LASER se comparados
aos animais do grupo controle.
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Figura 25 - Fotomicrografia daregido mediana daferida de animal do grupo controle submetido afototerapia,
indicando um processo de reparo com compl eta epitelizacdo. (HE, 40X).

Figura 26 - Fotomicrografia da regi&io mediana da ferida de animal do grupo diabético submetido afototerapia,
indicando um processo de reparo com epitelizagdo incompleta e um infiltrado inflamat6rio maior se
comparado ao grupo controle. (HE, 40X).

5.4 Evolucdo do reparo das feridas — analise histomorfométrica

Os resultados apresentados sdo referentes ao término do periodo experimenta (7° dia do
estabel ecimento das lesdes) e obtidos através da quantificacdo das células inflamatérias, vasos

sanguineos e fibroblastos.
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5.4.1 Contagem de células inflamatoérias

Observouse que na porcdo superficial do grupo placebo controle ocorreu uma
predominancia da populacdo de &lulas inflamatérias em relagdo a regido profunda desse
mesmo grupo (p<0,05). A diferenca também foi significativa entre essa regido e a regido

superficia dos grupos LED controle e LASER controle.
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Figura 27 - Gréfico demonstrativo nimero de células inflamatérias da derme superficial e profunda.
* A (p<0,05) em relagéo ao placebo controle superficial. ** B (p<0,01) em relac&o ao placebo diabético
superficial (ANOVA + Bonferroni). Vaores em média + erro.

Para os grupos LED diabético e LASER diabético a diferenca também foi significativa,
porém somente entre o nimero de células inflamatérias da regido superficia, que se

apresentou significativamente diminuido em relacéo ao grupo placebo diabético (p<0,01).
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Figura 28 - Fotomicrografia da derme superficial demonstrando o predominio de células inflamatérias naregido
dalesdo (seta). HE, 40X .

Figura 29 - Fotomicrografia da derme profunda comnucleos basofilosindicativos de célulasinflamatorias
(setas). HE, 200X.

5.4.2 Contagem de vasossanguineos

Na figura 31 estéo expressas as contagens do nimero de vasos sanguineos encontrados
em cada regido avaliada nos grupos experimentais.
Houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos analisados neste periodo.

Entre os grupos placebo diabético superficial e profundo (p<0,01) em relagdo ao grupo
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placebo controle profundo e entre os grupos LED diabético superficial e LASER diabético
superficial (p<0,05) em relagdo ao grupo placebo diabético superficial.
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Figura 30 - Gréfico demonstrativo nimero de vasos sanguineos da derme superficial e profunda.
* (p<0,05) em relagdo ao placebo diabético superficial. ** (p<0,01) em relagédo ao placebo controle profundo
(ANOVA + Bonferroni). Valoresem média + erro.
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Figura 31 - Fotomicrografia da derme destacando a presenca de vasos sanguineos (setas). HE, 100X.
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5.4.3 Contagem de fibroblastos

Pode ser observado um discreto aumento no numero de fibroblastos na derme
superficia e na profunda nos grupos controles submetidos airradiagdo com LED e LASER se
comparados ao grupo placebo controle, porém sem diferencas significativas.

Ja para o grupo diabético rouve o predominio de fibroblastos na derme profunda em
relacdo a derme superficial e também a presenca de um nimero discretamente superior para
0s grupos tratados com LED e LASER em relagdo ao grupo controle. Esses nimeros também
ndo apresentaram diferencas estatisticamente significantes. A figura 3 mostra os valores

encontrados.
1560
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Figura 32 - Gréafico demonstrativo do nimero de fibroblastos encontrados na derme superficial e profunda.
Valores em média + erro.



Figura 33 - Fotomicrografia da derme destacando a presenca de fibroblastos (setas). HE, 200X .
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6 DISCUSSAO

6.1 Ensaios biol6gicos

O presente estudo foi idealizado com o objetivo de verificar comparativamente a acdo
da fototerapia com 0 uso do LED (luz ndo coerente) e do laser (luz coerente) em animais
diabéticos e ndo diabéticos, levando-se em conta as evidéncias existentes de que o diabetes é
um fator que retarda o processo de reparo tecidual e que a fototerapia acelera o mesmo.

Como modelo experimental optouse pelo rato Wistar, considerando seu facil manuseio
e pelas caracteristicas j& conhecidas na indugdo do diabetes, pois amaioria dos modelos
utilizados nos estudos levantados no presente trabalho foram ratos (69%) e nos estudos com
esses animais, 89% apresentaram efeitos positivos da fototerapia e somente 13,9% possuiam a
presenca de fatores agravantes, justificando arealizacdo do presente estudo.

Optou-se pela utilizagdo da aloxana devido ao diabetes experimental induzido por este
fa&rmaco reproduzir, em ratos Wistar, sinais cléssicos do diabetes humano revelando
caracteristicas como a glicosuria, polifagia, polidipsia e a hiperglicemia (DE LIMA et al.,
2001) e também pelos custos reduzidos do farmaco e sua conhecida utilizagdo na inducéo do
diabetes experimental (JORNS et al., 1997).

A andlise dos dados obtidos no acompanhamento da evolugdo clinica dos animais
permitiu afirmar que os 18 animais do grupo controle evoluiram sem quaisquer alteracoes
significativas durante o periodo experimental. Os parametros observados, como peso, ingestao
alimentar e hidrica mantiveram-se dentro dos niveis esperados para ratos adultos sadios.

Em contrapartida, os ratos dos grupos diabéticos evoluiram com parémetros clinicos e
laboratoriais indicativos de diabetes. Os testes laboratoriais revelaram uma significativa
elevacdo da glicemia sanguinea e a pesagem dos mesmos demonstrou uma diminuicéo
gradativa de peso.

Lacerda (1988) explica que o quadro de perda de peso € evidenciado em organismos
portadores de diabetes devido a presenca de um estado catabdlico, com aumento da
mobilizacéo lipidica e degradacdo protéica, associados as perdas hidroeletroliticas. Al-Watban
et al. (2006) observaram uma reducéo de peso no grupo de ratos diabéticos de 27%, enquanto
0 grupo ndo diabético apresentou um aumento de 18% no peso durante as 4 semanas de
estudo. Dados semelhantes também foram constatados por outros autores que realizaram
pesquisas experimentais em animais portadores de diabetes induzido (OBERLEY, 1988;
KLIBERet al., 1996; MAIYA et al., 2005).
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A glicemia sanguinea elevou-se significativamente no grupo submetido a inducéo do
diabetes. Alguns estudos consideram a hiperglicemia em niveis superiores a 180 mg/dl como
indicativo do diabetes e esse parametro foi utilizado no presente trabalho para formacéo do
grupo diabético experimental (MAZZANTI et al., 2003). Esse critério permitiu constatar que,
no presente estudo, 50% dos animais submetidos a inducdo manifestaram a hiperglicemia
caracteristica da doenca corroborando com o encontrado em outros trabalhos. Lerco et al.
(2003) obtiveram 39% de animais diabéticos, 21,9% de ndo diabéticos e um indice de

mortalidade de 39% durante a primeira semana pés inducéo.

6.2 Evolucgéo do reparo das feridas

A eficacia da fototerapia na aceleracdo do processo de reparo de feridas cutaneas é
amplamente conhecida. Apesar de vérios trabalhos ndo encontrarem resultados satisfatorios,
na maioria das vezes por utilizarem parametros experimentais de forma inadequada ou
empregando densidades de energia baixas e incapazes de produzir qualquer efeito bioldgico, o
nimero de pesquisas que comprovaram a sua eficacia vem tornando-se expressivo ao longo
do tempo (ALLENDOREF, et al., 1997; PETERSEN et al., 1999; SCHLAGER et al., 2000;
WALKER et al., 2000a; WHELAN et al., 2001; VINCK, 2003; RABELO et al., 2006;
CORAZZA, 2007).

O processo de reparo de feridas € habituamente avaliado clinicamente pela
aproximacao dos tecidos das suas margens e a maioria dos trabalhos utiliza o didmetro das
mesmas como parametro desta verificagdo.

Nessa perspectiva, no presente estudo foram evidentes os beneficios da fototerapia, pois
o didmetro das feridas apresentou reducdo significativa no periodo de 168 horas pés—cirurgia
para todos 0s gupos submetidos a irradiacdo com laser ou com LED. Essa reducdo foi mais
evidente no grupo de ratos diabéticos em relagdo ao grupo de ndo diabéticos, corroborando
com os dados encontrados por outros autores em trabalhos semelhantes (REDDY et al., 2001;
REDDY, 2003; PESSOA et al., 2004a; MAIYA et al., 2005; RABELO et al., 2006). Al-
Watban et al. (2006) concluiram que a terapia com o uso de LED é dose dependente e os
efeitos encontrados em animais ndo diabéticos foram menores aos encontrados para animais
diabéticos.

Os resultados encontrados no presente estudo permitem afirmar que a luz coerente e ndo
coerente apresentaram efeitos similares no periodo de 168 horas pos-cirurgia quanto ao

didmetro das feridas O grupo diabético, submetido a fototerapia com LED, apresentou uma
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reducdo significativa no didmetro das feridas nas 72 horas pos-cirurgia, quando comparado ao
grupo placebo e diabético LASER.

No processo nhormal de reparo, o periodo de 72 horas corresponde ao final da atividade
dos granulécitos e das células epiteliais (CONTRAN et al., 2000). O melhor efeito encontrado
parao LED nessa fase do processo de reparo indica o envolvimento de eventos fotoguimicos
independentes da coeréncia da luz empregada, pois na biomodulagdo, mesmo com a utilizagéo
de uma fonte de luz coerente, coeréncia € perdida ao longo dos primeiros estratos da
pele, antes que produza a absor¢do da luz pelas moléculas (RUBINOV, 2007). Trabahos
comparativos da acdo da luz coerente e ndo coerente concluiram que alguns efeitos sdo
independentes da coeréncia da luz, como o realizado por Demidova-Rice et al. (2007), que
ndo encontraram diferencas entre a terapia com luz ndo coerente de 635 = 15 nm e luz
coerente (laser de HeNe de 632,8 nm) no reparo de feridas cutaneas dorsais de ratos.

Young et al. (1989), submetendo culturas celulares a irradiacdo com diferentes
comprimentos de onda, com luz coerente e ndo coerente concluiram que a luz, em certos
comprimentos de onda pode ser um agente terapéutico Util, estimulando ou inibindo a
proliferacBo celular onde necess&rio. Também concluiram que a coeréncia ndo era
determinante em aguns comprimentos de onda para os resultados observados no estudo.

Leme (1981) ja afirmava em seu estudo que a insulina € um horménio pro-inflamatorio
€ Na sua auséncia todas as fases do processo de reparo podem estar comprometidas. Ha muito
tempo, também se sabe que, na presenca de diabetes, ha um aumento do nimero de células
inflamatdrias no local da lesdo com macrofagos congestos em relacéo ao material fagocitado
(GOLUB et al., 1978).

No presente estudo, as células inflamatérias apresentaramse significativamente
diminuidas nos grupos tratados em comparagdo aos grupos controle, tanto para animais
diabéticos quanto ndo diabéticos. Klebanov et al. (2005) estudaram o efeito da luz coerente e
ndo coerente sobre a atividade funcional do exsudato leucocitério em feridas cutaneas de ratos
e demonstraram que ambas estimularam no ferimento a transicdo da fase inflamatéria para a
proliferativa sem diferencas significativas entre elas, concluindo que a coeréncia ndo € exigida
para essa atividade. Em outros estudos, esses mesmos autores também ndo observaram
diferencas significativas da luz coerente e da ndo coerente na atividade da enzima superoxido
desmutase ou na formagao de 6xido de nitrogénio pelos fagocitos do fluido das feridas e na
diminuicdo do estresse oxidativo desse mesmo fluido (KLEBANOQV et al., 2006a; 2006b).
Alguns mecanismos antiinflamatorios da fototerapia com a utilizagéo do LED também ja sdo

conhecidos. Lim et al. (2007) investigaram o efeito antiinflamatério da irradiacdo com LED
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635nm comparada a0 uso de inibidores da ciclooxigenase numa cultura de fibroblastos
gengivais humanos e concluiram que a irradiacdo inibe a sintese de PGE2 e da COX. Deland
et al. (2007) com o uso da fototerapia com LED constataram um aumento do coladgeno e uma
diminuicdo da inflamagéo com redugdo do aparecimento de dermatite induzida em pacientes
submetidos a radioterapia no tratamento do cancer de mama. Weiss et al. (2005) descreveram
a experiéncia de dois anos de utilizacdo do LED 590nm em cirurgia dermatol ogica, relatando
gue o componente antiinflamatorio do LED associado a componentes de regulacéo celular
gudam a melhorar o resultado de outros tratamentos de rejuvenesci mento.

O nimero de vasos, no presente estudo, se apresentou aumentado NOS grupos
submetidos a irradiagdo de LED e laser, sem diferencas significativas entre as duas terapias.
Contudo, esse aumento foi mais evidente nos grupos de animais diabéticos.

Para alguns autores, a angiogénese € uma das caracteristicas histolégicas mais
importantes do tecido de granulacéo no processo de cicatrizagéo de pele (BIONDO-SIMOES
MDE et al., 2005), tanto que a mesma foi evidente em varios estudos realizados com o
emprego da TLBP, desde os trabalhos de Barkovskii (1983) e Del'tsova et al. (1983), que
revelaram a influéncia do laser no aumento da microvascularizacdo das estruturas nervosas e
dos tecidos do intestino delgado de 15 gatos adultos. Atualmente existem evidéncias que a
coeréncia também ndo € exigida para 0 seu estabelecimento. Corazza et al. (2007)
compararam os efeitos do laser e do LED na angiogénese de feridas cutaneas em ratos e
demonstraram que tanto a irradiagdo com LED vermelho quanto com laser vermelho
resultaram em angiogénese, demonstrando que a coeréncia ndo era essencial para determinar a
proliferagdo vascular.

No presente trabalho ndo foi observada diferenca significativa no niumero total de
fibroblastos entre os grupos estudados, apesar de ser observado um discreto aumento dessas
células na derme superficial e na profunda nos grupos tratados.

A literatura € controversa sobre os resultados encontrados no comportamento dessas
células em estudos semelhantes. Schmitt et al. (1993) pesquisando sobre a regeneracéo do
tenddo em cdes, demonstraram que o tratamento com fototerapia nd modificou
significativamente a producéo de fibroblastos e a sintese de fibras colagenas. Porém outros
autores, como Carvalho et al. (2003), estudando o efeito do laser de baixa poténcia (HeNe)
em feridas cuténeas de ratos, relataram que houve um incremento do processo
cicatricial com uma rede de fibras coldgenas melhor elaborada nos animais tratados com
laserterapia do que em animais ndo submetidos a0 mesmo tratamento, corroborando
com dados encontrados em outros trabalhos (HALLMAN et al., 1988; SOARES et al.,
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1989).
A andlise da literatura, somado aos resultados encontrados no presente trabalho
demonstraram a existéncia de véarias evidéncias de que a luz coerente e a ndo coerente

produzem efeitos semelhantes no tecido biol 6gico.
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7 CONCLUSOES

Com base nos parametros expostos e nos resultados obtidos durante o

desenvolvimento do presente estudo, pode-se concluir que:

» Os animais dos grupos submetidos a fototerapia apresentaram evolucéo clinica
macroscopica do processo de reparo discretamente mais avancado que Gs grupos

ndo tratados;

» A andlise microscopica revelou quantitativamente e qualitativamente uma melhor

evolucdo no reparo tecidua para os grupos submetidos a fototerapia;

> A fototerapia com uma Unica aplicacéo de LED demonstrou-se significativamente
mais eficaz na reducéo do didmetro das feridas no periodo de 72 horas pos-leséo

gue a aplicacdo, nos mesmos parametros, do laser de InGaAlP;

» A fototerapia promoveu um melhor efeito nos animais diabéticos acelerando o
processo de reparo, aumentando o nimero de fibroblastos, diminuindo o nimero
de céulas inflamatdrias e aumentando o nimero de vasos;

» A luz coerente e ndo coerente produziram efeitos muito semelhantes no reparo das
feridas em todos os periodos de tempo pos-lesdo, tanto na analise macroscopica,

guanto microscopica.
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Apéndice A — Analises estatisticas

ANALI SE DA EVOLUCAO DO PESO NOS GRUPOS EXPERI MENTAI S

One-way Anal ysis of Variance (ANOVA)

Sour ce of
variation

Treatments (between col umms)
Resi dual s (within col ums)

F = 16.551
The P value is < 0.

Vari ation anong columm nmeans is significantly greater than expected

by chance.

Bartlett's test for

ANOVA assunes t hat

Bartlett statistic

Degrees of Su
freedom squ
5
116
121

m of Mean
ares squar e

0001, considered extrenely significant.

honmogenei ty of variances.

all colums conme from popul ati ons with equa
SDs. The followi ng calculations test that as

(corrected) =

The P value is 0.0032.
This test suggests that the difference anmong the SDs is

very significant.

Si nce ANOVA assunes popul ations with equa

17.831

transform ng your data (reciprocal or |og) or

nonparanetric test.

Bonf erroni

sunption.

SDs, you shoul d consi der

selecting a

Mul ti pl e Conparisons Test

If the value of t is greater than 2.997 then the P value is |ess

t han 0. 05.

Conpar i

son

Mean
Di ff erence

Controle inici vs
Controle inici vs
Controle inici vs
Controle inici vs
Controle inici vs
Controle 7d vs
Controle 7d vs
Controle 7d vs
Controle 7d vs
Control e 14d vs

Controle 7d

Control e 14d
Di abéti coinic
Di abéti co7d

Di abéti col4d
Control e 14d
Di abéti coinic
Di abéti co7d

Di abéti col4d
Di abéti coinic

-8.770
-22.610
-4.300
17. 450
23.920
-13. 840

4.470
26. 220
32.690
18. 310

1.523 ns P>0.05

3.926 ** P<0.01
0.8622 ns P>0.05
3.030 * P<0. 05
3.885 ** P<0.01

2.403 ns P>0.05
0.8963 ns P>0.05
4,553 *** P<0. 001
5.310 *** P<0. 001
3.671 ** P<0.01
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Controle 14d vs Di abético7d 40. 060 6. 956 *** P<0.001

Controle 14d vs Di abéticol4d 46. 530 7.558 *** P<0.001
Di abéti coinic vs Di abético7d 21.750 4.361 *** P<0.001
Di abéti coinic vs Di abéticol4d 28. 220 5.186 *** P<0.001

Di abéti co7d vs Di abéti coldd 6.470 1.051 ns P>0.05
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ANALI SE DA EVOLUGAO DA GLI CEM A NOS GRUPOS EXPERI MENTAI S

One-way Anal ysis of Variance (ANOVA)

Sour ce of Degrees of Sum of Mean
vari ation freedom squar es squar e
Treatments (between col umms) 5 334498 66900
Resi dual s (wit hin col ums) 116 19589 168. 87
Tot al 121 354087
F = 396. 16

The P value is < 0.0001, considered extrenely significant.
Vari ation anong columm nmeans is significantly greater than expected
by chance.

Bartlett's test for honogeneity of variances.

ANOVA assunes that all columms come from popul ati ons with equa
SDs. The follow ng calculations test that assunption.

Bartlett statistic (corrected) = 6.457

The P value is 0.2642.

This test suggests that the difference anong the SDs is
not significant.

Bonferroni Miltiple Conparisons Test
If the value of t is greater than 2.997 then the P value is |ess
t han 0. 05.

Mean
Compari son Di fference t P val ue
Controle inici vs Controle 7d -2.110 0.4871 ns P>0.05
Controle inici vs Controle 14d -4,150 0.9581 ns P>0.05
Controle inici vs Diabéticoinic 2.520 0.6718 ns P>0.05
Controle inici vs Diabético7d -121.40 28.026 *** P<0.001
Controle inici vs Diabéticol4dd -116.22 25.098 *** PpP<0.001
Controle 7d vs Controle 14d -2.040 0.4710 ns P>0.05
Controle 7d vs Diabéticoinic 4.630 1.234 ns P>0.05
Controle 7d vs Di abético7d -119.29 27.539 *** P<0. 001
Controle 7d vs Di abéticol4d -114. 11 24.642 *** P<0.001
Controle 14d vs Di abéticoinic 6.670 1.778 ns P>0.05
Controle 14d vs Di abético7d -117.25 27.068 *** P<0.001
Controle 14d vs Di abéticol4d -112.07 24.201 *** P<0.001
Di abético inic vs Diabético7d -123.92 33.034 *** P<0.001
Di abético inic vs Diabéticolad -118.74 29.010 *** P<0.001

Di abético7d vs Di abéticolad 5.180 1.119 ns P>0.05



ANALI SES DO DI AVETRO DAS FERI DAS - GRUPO CONTROLE

One-way Anal ysis of Variance (ANOVA)

Sour ce of Degrees of Sum of Mean
vari ation freedom squar es squar e
Treatments (between col umms) 20 185. 57 9.279
Resi dual s (wit hin col ums) 105 19. 199 0.1828
Tot al 125 204. 77
F = 50.744

The P value is < 0.0001, considered extrenely significant.
Vari ation anong columm nmeans is significantly greater than expected
by chance.

Bartlett's test for honogeneity of variances.

ANOVA assunes that all columms come from popul ations with equa
SDs. The follow ng cal culations test that assunption.

Bartlett statistic (corrected) = 22.646

The P value is 0.3065.

This test suggests that the difference anmong the SDs is
not significant.

Bonferroni Miltiple Conparisons Test
If the value of t is greater than 3.806 then the P value is |ess
t han 0. 05.

Mean
Compari son Di fference t P val ue
Pl acebo 24hs vs Pl acebol68hs 3.124 12.654 *** P<0.001

Pl acebo 24hs vs Pl acebo 48hs
Pl acebo 24hs vs LED 24hs

Pl acebo 24hs vs LASER 24hs
Pl acebo 48hs vs Pl acebo 72hs
Pl acebo 48hs vs LED 48hs

Pl acebo 48hs vs LASER 48hs

. 5440 2.204 ns P>0.05
. 2500 1.013 ns P>0.05
.2150 0.8709 ns P>0.05
. 4340 1.758 ns P>0.05
. 2880 1.167 ns P>0.05
.2370 0.9600 ns P>0.05

Pl acebo 144hs vs LED 144hs

Pl acebo 144hs vs LASER 144hs
Pl acebol68hs vs LED 168hs 1.012
Pl acebol168hs vs LASER 168hs 1.043

192 ns P>0.05
920 ns P>0.05
099 ~* P<0. 05
225 ~* P<0. 05

O00000000000000000

Pl acebo 72hs vs Pl acebo 96hs 4650 1.884 ns P>0.05
Pl acebo 72hs vs LED 72hs 7700 3.119 ns P>0.05
Pl acebo 72hs vs LASER 72hs 6310 2.556 ns P>0.05
Pl acebo 96hs vs Pl acebo 120hs 6160 2.495 ns P>0.05
Pl acebo 96hs vs LED 96hs 7350 2.977 ns P>0.05
Pl acebo 96hs vs LASER 96hs 6550 2.653 ns P>0.05
Pl acebo 120hs vs Pl acebo 144hs 2810 1.138 ns P>0.05
Pl acebo 120hs vs LED 120hs 7830 3.172 ns P>0.05
Pl acebo 120hs vs LASER 120hs 6460 2.617 ns P>0.05
Pl acebo 144hs vs Pl acebol1l68hs 7840 3.176 ns P>0.05

3.

2.

4.

4.
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LED 24hs
LED 24hs
LED 24hs
LED 48hs
LED 48hs
LED 72hs
LED 72hs
LED 96hs
LED 96hs
LED 120hs
LED 120hs
LED 144hs
LED 144hs
LED 168hs

LASER 24hs
LASER 24hs
LASER 48hs
LASER 72hs
LASER 96hs
LASER 120hs
LASER 144hs

VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS

VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS

LED 168hs
LED 48hs
LASER 24hs
LED 72hs
LASER 48hs
LED 96hs
LASER 72hs
LED 120hs
LASER 96hs
LED 144hs
LASER 120hs
LED 168hs
LASER 144hs
LASER 168hs

LASER 168hs
LASER 48hs
LASER 72hs
LASER 96hs
LASER 120hs
LASER 144hs
LASER 168hs

3. 886

0. 5820

- 0. 03500
0. 9160

- 0. 05100
0. 4300
-0.1390
0. 6640

- 0. 08000
0. 2860
-0. 1370
1. 008
-0. 06700
0. 03100

3. 952
0. 5660
0. 8280
0.4890
0.6070
0. 3560

1.106

15. 740 ***
2.357 ns
0. 1418 ns
3.710 ns
0.2066 ns
1.742 ns
0.5630 ns
2.690 ns
0.3240 ns
1.158 ns
0.5549 ns
4,083 *
0.2714 ns
0.1256 ns
16. 008 ***
.293 ns
.354 ns
.981 ns
.459 ns
.442 ns
.480 **

A PERPNPFPWOWONMNDO®O

P<0. 001

P>0.
P>0.
P>0.
P>0.
P>0.
P>0.
P>0.
P>0.
P>0.
P>0.
P<0.
P>0.
P>0.

05
05
05
05
05
05
05
05
05
05
05
05
05

P<0. 001

P>0.
P>0.
P>0.
P>0.
P>0.
P<0.

05
05
05
05
05
01
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ANALI SE DO DI AMETRO DAS FERI DAS - GRUPO DI ABETI CO

One-way Anal ysis of Variance (ANOVA)

Sour ce of Degrees of Sum of Mean
vari ation freedom squar es squar e
Treatments (between col umms) 20 118.78 5.939
Resi dual s (wi t hin col ums) 77 15. 400 0. 2000
Tot al 97 134.18
F = 29.693

The P value is < 0.0001, considered extrenely significant.

Vari ation anong columm nmeans is significantly greater than expected

by chance.
Bartlett's test for honogeneity of variances.

ANOVA assunes that all columms come from popul ati ons with equa
SDs. The follow ng calculations test that assunption.

Bartlett's test cannot
smal | .

be perfornmed because a sanple size is too

Bonferroni Miltiple Conparisons Test
If the value of t is greater than 3.855 then the P value is |ess
t han 0. 05.
Mean
Compari son Di fference t P val ue
Pl acebo 24hs vs Pl acebo 48hs 0. 4700 1.662 ns P>0.05
Pl acebo 24hs vs Pl acebol68hs 2.496 8.825 *** P<0. 001
Pl acebo 24hs vs LED 24hs 0. 4380 1.460 ns P>0.05
Pl acebo 24hs vs LASER 24hs 0. 3830 1.354 ns P>0.05
Pl acebo 48hs vs Pl acebo 72hs 0.2290 0.8096 ns P>0.05
Pl acebo 48hs vs LED 48hs 0. 4330 1.443 ns P>0.05
Pl acebo 48hs vs LASER 48hs 0.1120 0.3960 ns P>0.05
Pl acebo 72hs vs Pl acebo 96hs 0. 3660 1.294 ns P>0.05
Pl acebo 72hs vs LED 72hs 1.187 3.957 * P<0. 05
Pl acebo 72hs vs LASER 72hs 0. 7500 2.652 ns P>0.05
Pl acebo 96hs vs Pl acebo 120hs 0. 5300 1.874 ns P>0.05
Pl acebo 96hs vs LED 96hs 1.063 3.543 ns P>0.05
Pl acebo 96hs vs LASER 96hs 0.9170 3.242 ns P>0.05
Pl acebo 120hs vs Pl acebo 144hs 0. 3810 1.347 ns P>0.05
Pl acebo 120hs vs LED 120hs 0.8910 2.970 ns P>0.05
Pl acebo 120hs vs LASER 120hs 0. 8090 2.860 ns P>0.05
Pl acebo 144hs vs Pl acebol1l68hs 0. 5200 1.838 ns P>0.05
Pl acebo 144hs vs LED 144hs 1.079 3.597 ns P>0.05
Pl acebo 144hs vs LASER 144hs 1. 050 3.712 ns P>0.05
Pl acebol68hs vs LED 168hs 1. 368 4.560 ** P<0.01
Pl acebol168hs vs LASER 168hs 1. 250 4.419 ** P<0.01
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LED 24hs
LED 24hs
LED 24hs
LED 48hs
LED 48hs
LED 72hs
LED 72hs
LED 96hs
LED 96hs
LED 120hs
LED 120hs
LED 144hs
LED 144hs
LED 168hs
LASER 24hs
LASER 24hs
LASER 48hs
LASER 72hs
LASER 96hs
LASER 120hs
LASER 144hs

VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS

LED 48hs
LED 168hs
LASER 24hs
LED 72hs
LASER 48hs
LED 96hs
LASER 72hs
LED 120hs
LASER 96hs
LED 144hs
LASER 120hs
LED 168hs
LASER 144hs
LASER 168hs
LASER 48hs
LASER 168hs
LASER 72hs
LASER 96hs
LASER 120hs
LASER 144hs
LASER 168hs

0. 4650
3.426
- 0. 05500
0. 9830
-0. 3210
0. 2420
-0. 4370
0. 3580
-0. 1460
0. 5690
- 0. 08200
0. 8090
- 0. 02900
-0.1180
0. 1990
3.363
0. 8670
0. 5330
0.4220
0.6220
0.7200

1
10.

470
834

0. 1833

3.
1

108
070

0. 7653

1
1

457
132

0. 4867

1

799

0.2733

2.

558

0. 09667
0. 3933
0.7036

1

NNEFRPPFP WP

. 890
. 065
. 884
. 492
. 199
. 546

ns
* k%
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
* k%
ns
ns
ns
ns
ns

P>0.

05

P<0. 001

P>0.
P>0.
P>0.
P>0.
P>0.
P>0.
P>0.
P>0.
P>0.
P>0.
P>0.
P>0.
P>0.

05
05
05
05
05
05
05
05
05
05
05
05
05

P<0. 001

P>0.
P>0.
P>0.
P>0.
P>0.

05
05
05
05
05
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ANALI SE DO NUMERO DE CELULAS | NFLAMATORI AS

One-way Anal ysis of Variance (ANOVA)

Sour ce of
vari ation

Degrees of
freedom

Treatments (between col umms)
Resi dual s (wi t hin col ums)

F = 15.115

The P value is < 0.0001,

by chance.

Bartlett's test for

ANOVA assunes t hat

Su
squ

honmogenei ty of variances.

al |

m of
ares

Mean
squar

e

consi dered extrenely significant.
Vari ation anong columm nmeans is significantly greater than expected

colums conme from popul ati ons with equal
SDs. The follow ng calculations test that assunption.

Bartlett's test cannot be perforned because a sanple size is too

smal | .
Bonferroni Miltiple Conparisons Test
If the value of t is greater than 3.579 then the P value is |ess
t han 0. 05.
Mean
Compari son Di fference t P val ue

PCEBO CONT SUP vs PCEBO CONT PRO 40. 000 3.977 * P<0. 05
PCEBO CONT SUP vs LED CONT SUP 38. 340 3.812 = P<0. 05
PCEBO CONT SUP vs LED CONT PRO 51. 500 5.120 *** P<0. 001
PCEBO CONT SUP vs LASER CONT SUP 37.750 3.753 = P<0. 05
PCEBO CONT SUP vs LASER CONT PRO 51. 090 5.079 *** P<0. 001
PCEBO CONT SUP vs PCEBO DI AB SUP -47.380 4,491 ** P<0.01
PCEBO CONT SUP vs PCEBO DI AB PRO -12.080 1.145 ns P>0.05
PCEBO CONT SUP vs LED DI AB SUP 5.670 0.5042 ns P>0.05
PCEBO CONT SUP vs LED DI AB PRO 23.040 2.049 ns P>0.05
PCEBO CONT SUP vs LASER DI AB SUP 4.220 0.4000 ns P>0.05
PCEBO CONT SUP vs LASER DI AB PRO 23. 320 2.211 ns P>0.05
PCEBO CONT PRO vs LED CONT SUP -1.660 0.1650 ns P>0.05
PCEBO CONT PRO vs LED CONT PRO 11. 500 1.143 ns P>0.05
PCEBO CONT PRO vs LASER CONT SUP -2.250 0.2237 ns P>0.05
PCEBO CONT PRO vs LASER CONT PRO 11. 090 1.103 ns P>0.05
PCEBO CONT PRO vs PCEBO DI AB SUP -87.380 8.283 *** P<0. 001
PCEBO CONT PRO vs PCEBO DI AB PRO -52.080 4.937 *** P<0.001
PCEBO CONT PRO vs LED DI AB SUP -34.330 3.053 ns P>0.05
PCEBO CONT PRO vs LED DI AB PRO -16. 960 1.508 ns P>0.05
PCEBO CONT PRO vs LASER DI AB SUP -35.780 3.392 ns P>0.05
PCEBO CONT PRO vs LASER DI AB PRO -16. 680 1.581 ns P>0.05
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LED CONT PRO
LASER CONT SUP
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LED DI AB SUP
LED DI AB PRO
LASER DI AB SUP
LASER DI AB PRO
LASER CONT SUP
LASER CONT PRO
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LASER DI AB PRO
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LASER DI AB SUP
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13.

160

- 0. 5900

12

. 750
- 85.
- 50.
-32.
- 15.
- 34.
- 15.
-13.

720
420
670
300
120
020
750

-0. 4100

- 98.
- 63.
- 45,
- 28.
- 47.
- 28.

13.
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- 49.
- 32.
- 14.
- 33.
- 14.
- 98.
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- 45,
- 28.
- 46.
. 770
35.
53.
70.
51.
70.
17.
35.
16.
35.
17.
. 450

17.
- 18.

-27

-1

880
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830
460
280
180
340
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830
080
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530
430
470
170
420
050
870

300
050
420
600
700
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120
300
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370

650
820

0. 2800

19.

100

1. 308
0. 05866
. 268
. 126
. 779
. 905
. 361
. 234
. 424
. 367
4076
373
027
075
531
482
671
326
070
. 724
. 853
. 308
178
. 368
334
988
039
494
443
632
204
539
026
683
417
. 519
. 005
. 479
. 213
. 410

0.1241

1. 510

1. 610
0. 02396

1.733
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ANALI SE DO NUMERO DE VASCS

One-way Anal ysis of Variance (ANOVA)

Sour ce of Degrees of Sum of Mean
vari ation freedom squar es squar e
Treatments (between col umms) 11 3302.1 300. 19
Resi dual s (wi t hin col ums) 52 2834.0 54. 499
Tot al 63 6136. 1
F = 5.508

The P value is < 0.0001, considered extrenely significant.

Vari ation anong columm nmeans is significantly greater than expected

by chance.

Bartlett's test for honogeneity of variances.

ANOVA assunes that all columms come from popul ati ons with equa
SDs. The follow ng calculations test that assunption.

Bartlett's test cannot be perforned because a sanple size is too
smal | .

Bonferroni Miltiple Conparisons Test
If the value of t is greater than 3.579 then the P value is |ess
t han 0. 05.

Mean
Compari son Di fference t P val ue
PCEBO CONT SUP vs PCEBO CONT PRO -5.080 1.192 ns P>0.05
PCEBO CONT SUP vs LED CONT SUP -6.580 1.544 ns P>0.05
PCEBO CONT SUP vs LED CONT PRO -7.830 1.837 ns P>0.05
PCEBO CONT SUP vs LASER CONT SUP -5.500 1.290 ns P>0.05
PCEBO CONT SUP vs LASER CONT PRO -8.080 1.896 ns P>0.05
PCEBO CONT SUP vs PCEBO DI AB SUP 13. 950 3.121 ns P>0.05
PCEBO CONT SUP vs PCEBO DI AB PRO 13. 450 3.009 ns P>0.05
PCEBO CONT SUP vs LED DI AB SUP -4,130 0.8667 ns P>0.05
PCEBO CONT SUP vs LED DI AB PRO 3.120 0.6547 ns P>0.05
PCEBO CONT SUP vs LASER DI AB SUP -2.850 0.6375 ns P>0.05
PCEBO CONT SUP vs LASER DI AB PRO 1.150 0.2573 ns P>0.05
PCEBO CONT PRO vs LED CONT SUP -1.500 0.3519 ns P>0.05
PCEBO CONT PRO vs LED CONT PRO -2.750 0.6452 ns P>0.05
PCEBO CONT PRO vs LASER CONT SUP -0.4200 0.09854 ns P>0.05
PCEBO CONT PRO vs LASER CONT PRO -3.000 0.7039 ns P>0.05
PCEBO CONT PRO vs PCEBO DI AB SUP 19. 030 4,257 ** P<0.01
PCEBO CONT PRO vs PCEBO DI AB PRO 18. 530 4.145 ** P<0.01
PCEBO CONT PRO vs LED DI AB SUP 0.9500 0.1994 ns P>0.05
PCEBO CONT PRO vs LED DI AB PRO 8. 200 1.721 ns P>0.05
PCEBO CONT PRO vs LASER DI AB SUP 2.230 0.4989 ns P>0.05

PCEBO CONT PRO vs LASER DI AB PRO 6. 230 1.394 ns P>0.05
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SUP
SUP
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SUP
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SUP
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PRO
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SUP
SUP
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VS
VS
VS
VS
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VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
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LED CONT PRO
LASER CONT SUP
LASER CONT PRO
PCEBO DI AB SUP
PCEBO DI AB PRO
LED DI AB SUP
LED DI AB PRO
LASER DI AB SUP
LASER DI AB PRO
LASER CONT SUP
LASER CONT PRO
PCEBO DI AB SUP
PCEBO DI AB PRO
LED DI AB SUP
LED DI AB PRO
LASER DI AB SUP
LASER DI AB PRO
LASER CONT PRO
PCEBO DI AB SUP
PCEBO DI AB PRO
LED DI AB SUP
LED DI AB PRO
LASER DI AB SUP
LASER DI AB PRO
PCEBO DI AB SUP
PCEBO DI AB PRO
LED DI AB SUP
LED DI AB PRO
LASER DI AB SUP
LASER DI AB PRO
PCEBO DI AB PRO
LED DI AB SUP
LED DI AB PRO
LASER DI AB SUP
LASER DI AB PRO
LED DI AB SUP
LED DI AB PRO
LASER DI AB SUP
LASER DI AB PRO
LED DI AB PRO
LASER DI AB SUP
LASER DI AB PRO
LASER DI AB SUP
LASER DI AB PRO
LASER DI AB PRO

-1.
1.
. 500
20.
20.
2
9.700
3
7
2

-1

250
080

530
030
450

730

. 730

330

0. 2500

21.
21.
3
10.
4,
8
-2.
19.
18.
1.
8.
2.
6.
22.
21.
3.
11.
5.
9.

780
280
700
950
980
980
580
450
950
370
620
650
650
030
530
950
200
230
230

0. 5000

18.
10.
16.
12.
17.
10.
16.
12.

7.

1

080
830
800
800
580
330
300
300
250

. 280
5
- 5.
-1.
4,

280
970
970
000

0. 2933
0. 2534
0. 3519
4.593
4.481
0.5141
2.036
0. 8344
1.729
0. 5467
0. 05866
4.872
4.760
0.7764
2.298
1.114
2.009
0. 6053
4.351
4. 239
0.2875
1. 809
0. 5928
1.488
4.928
4.816
0. 8289
2.350
1.170
2.065
0.1071
. 651
. 187
. 598
. 741
. 550
. 086
. 491
. 634
. 389
0. 2585
1. 066
1.206
0.3978
0. 8567
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*

*
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ns
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* %

* %

ns
ns
ns
ns
ns
ns

* %

* %
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* %

* %

ns
ns
ns
ns

* *

* %

ns
ns
ns
ns
ns

ns

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

P>0.
P>0.
P>0.
P<0.
P<0.
P>0.
P>0.
P>0.
P>0.
P>0.
P>0.

05
05
05
01
01
05
05
05
05
05
05

P<0. 001

P<0.
P>0.
P>0.
P>0.
P>0.
P>0.
P<0.
P<0.
P>0.
P>0.
P>0.
P>0.

01
05
05
05
05
05
01
01
05
05
05
05

P<0. 001
P<0. 001

P>0.
P>0.
P>0.
P>0.
P>0.
P<0.
P>0.
P<0.
P>0.
P>0.
P>0.
P>0.
P>0.
P>0.
P>0.
P>0.
P>0.
P>0.
P>0.

05
05
05
05
05
05
05
05
05
05
05
05
05
05
05
05
05
05
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One-way Anal ysis of Variance (ANOVA)

Sour ce of Degrees of Sum of Mean
variation freedom squar es squar e
Treatments (between col umms) 11 10574 961. 26
Resi dual s (within col ums) 52 48755 937. 60
Tot al 63 59329
F =1.025

The P value is 0.4383, considered not significant.
Vari ati on among colum neans is not significantly greater than expected
by chance.

Bartlett's test for honpgeneity of variances.

ANOVA assumes that all colums conme from popul ati ons with equa
SDs. The follow ng cal culations test that assunption.
Bartlett's test cannot be perforned because a sanmple size is too
smal | .
Post tests were not cal cul ated because the P val ue was greater
t han 0. 05.

Sumary of Data

Nunber St andard

of St andard Error of
G oup Poi nts Mean Devi ati on Mean Medi an
PCEBO CONT SUP 6 112. 92 25. 303 10. 330 Unknown
PCEBO CONT PRO 6 91. 080 31.280 12. 770 Unknown
LED CONT SUP 6 122. 67 33. 705 13. 760 Unknown
LED CONT PRO 6 113.50 35.518 14. 500 Unknown
LASER CONT SUP 6 120. 75 28. 757 11. 740 Unknown
LASER CONT PRO 6 114.75 31. 549 12. 880 Unknown
PCEBO DI AB SUP 5 80. 300 34. 435 15. 400 Unknown
PCEBO DI AB PRO 5 90. 900 31.394 14. 040 Unknown
LED DI AB SUP 4 98. 380 29. 680 14. 840 Unknown
LED DI AB PRO 4 102. 75 26. 280 13. 140 Unknown
LASER DI AB SUP 5 97. 000 25. 379 11. 350 Unknown
LASER DI AB PRO 5 100. 20 29. 941 13. 390 Unknown
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One-way Anal ysis of Variance (ANOVA)

Sour ce of
vari ation

Degrees of Sum of
freedom squar es
5 71. 857

Treatments (between col umms)
Resi dual s (wi t hin col ums)

F = 7.845

The P value is 0.0001

by chance.

Bartlett's test for

ANOVA assunes t hat

SDs.

Bartlett's test cannot

smal | .

Bonf erroni

If the val ue of
t han 0. 05.

t

al

honmogenei ty of variances.

Compari son

PLACEBO CONTR
PLACEBO CONTR
PLACEBO CONTR
PLACEBO CONTR
PLACEBO CONTR

LED CONTROLE

LED CONTROLE

LED CONTROLE

LED CONTROLE
LASER CONTROLE
LASER CONTROLE
LASER CONTROLE
PLACEBO DI ABET
PLACEBO DI ABET

VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS

LED DI ABETI CO vs

LED CONTROLE

LASER CONTROLE
PLACEBO DI ABET
LED DI ABETI CO
LASER DI ABETI C
LASER CONTROLE
PLACEBO DI ABET
LED DI ABETI CO
LASER DI ABETI C
PLACEBO DI ABET
LED DI ABETI CO
LASER DI ABETI C
LED DI ABETI CO
LASER DI ABETI C
LASER DI ABETI C

Mean

Di fference

- 0. 08000

4. 350
1.370
1.550
4. 430
1.450
1.630
2.980
-2.800
0. 1800

Mul ti pl e Conpari sons Test
is greater than 3.231 then the P value is |ess

0. 7565
0.1024
. 308
. 568
. 891
. 405
. 660
. 989
. 282
. 271
0.1982
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Mean

square

consi dered extrenely significant.
Vari ation anong columm nmeans is significantly greater than expected

colums conme from popul ati ons with equa
The foll owi ng cal culations test that assunption.

be perfornmed because a sanple size is too

P val ue
ns P>0.05
ns P>0.05
ns P>0.05
ns P>0.05
ns P>0.05
ns P>0.05

**x*x P<0. 001
ns P>0.05
ns P>0.05

*x*x P<0, 001
ns P>0.05
ns P>0.05
* P<0. 05
* P<0. 05
ns P>0.05
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