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INTRODUCAO GERAL

A inflamac&o representa a reacao do tecido vivo vascularizado frente a uma agresséo local.
Tem como objetivo destruir o agente agressor, através de uma serie de processos bioldgicos
que, tanto quanto possivel, reconstituem o tecido lesado e estimula o processo de reparo. Este
processo sofre influéncias regulatérias intrinsecas ao corpo; também € sabido que pode ser

regulado por fatores extrinsecos, como o laser de baixa poténcia.

Os efeitos bioldgicos que o laser de baixa poténcia provocam nos tecidos consistem em:
penetracdo de energia luminosa, que se transforma em energia vital, produzindo, ento,
efeitos de natureza analgésica, anti-inflamatoria e cicatrizante. A influéncia do laser na

inflamacao e cicatrizacao recebe a denominacdo de biomodulacéo.

Para desenvolvimento do tema e discussdo da literatura pertinente, este trabalho traz um
manuscrito I, que se trata de uma revisao de literatura sobre os processos envolvidos no

reparo tecidual e a atuacdo que o laser pode causar sobre este processo.

O manuscrito Il que consiste no desenvolvimento da pesquisa experimental que possuiu 0
objetivo de avaliar a se o laser de baixa poténcia é capaz de biomodular a resposta
inflamatéria em feridas que foram suturadas com cianoacrilato, com o protocolo ja

utilizado para modulacdo da resposta inflamatéria, de 685nm e 4J/cm? por aplicacéo.



MANUSCRITO |

REPARO TECIDUAL E LASERTERAPIA:

revisdo de literatura
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RESUMO

A lesdo a microestrutura tecidual, caracterizada pela perda de continuidade do epitélio, ativa
imediatamente apds a lesdo, um processo biolégico complexo, com mdaltiplos eventos
celulares inter relacionados e dependentes. E ativado para restabelecer a integridade estrutural
e funcional a fim de minimizar perda de fluidos, prevenir infeccGes e homeostase. O processo
de cicatrizacdo é dividido em trés fases sobrepostas, porém bem ordenadas, conhecidas como:
inflamacdo aguda ou fase exudativa, proliferagdo celular e remodelacdo. Estes envolvem
diversos eventos celulares, que podem ser modificados atraves da biomodulacdo produzida
pelo laser de baixa poténcia. Esta revisdo tem como objetivo, relatar os processos celulares
envolvidos na resposta inflamatdria, assim como o modelo de atuacdo do laser de baixa
poténcia e discutir com os achados na literatura.

Palavras chave: Cicatrizagdo. Terapia a laser de baixa intensidade. Reparo tecidual.
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ABSTRACT

The injury to tissue microstructure characterized by loss of continuity of the epithelium,
active immediately after the injury, a complex biological process with multiple interrelated
and dependent cellular events. It is enabled to restore the structural and functional integrity to
minimize loss of fluid homeostasis and prevent infections. The healing process is divided into
three overlapping stages, but well-ordered, known as inflammation, proliferation and
remodeling. These involve many cellular events, which can be modified by biomodulation
produced by low power laser. This review aims, report the cellular processes involved in
inflammatory response, as well as laser operating model low power and discuss the findings
in the literature.

Keywords: Wound healing. Low-level light therapy. Tissue repair.
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1 REVISAO DE LITERATURA

A barreira tecidual tem como funcdo primaria a protecdo contra o meio ambiente, devido a
lesdo a sua integridade poder causar deficiéncias e morte. O processo de reparo tecidual é um
mecanismo de sobrevivéncia intrinseco, pelo qual o tecido lesado sofre diversos processos
celulares que levam ao restabelecimento da estrutura e fungdo semelhantes. Estes eventos tém

inicio imediatamente ap6s a injaria .

O processo de cicatrizacdo é essencial para a manutencdo da integridade do organismo, porém
a finalizacéo do reparo tecidual € um processo complexo até que seja alcangado este objetivo.
E caracterizado por envolver uma série de eventos que incluem: quimiotaxia, divisdo celular,
neovascularizacdo, sintese de matriz extracelular, formacdo e remodelacdo de tecido
cicatricial. A regulacdo destes eventos € mediada pela integracdo entre plaquetas, células

inflamatorias, citocinas, fatores de crescimento e moléculas da matriz extracelular®*?,

Este processo envolve trés fases continuas, com eventos celulares sobrepostos, porém bem
ordenados: inflamac&o, proliferacdo e remodelacdo. A sequéncia de tempo para cada fase é
regulada pelo organismo, com o objetivo final da cicatrizacao, pelo qual interrupgdes, defeitos
e prolongamento de uma destas etapas, levam ao atraso ou a ndo cicatrizacéo da ferida®>®.

Apdbs o traumatismo, inicia-se 0 processo de extravasamento sanguineo na area lesada com
ativacdo da via extrinseca e intrinseca da coagulacdo. Também ha extravasamento de plasma
e elementos celulares, como plaquetas, que resultam na formacdo do coagulo pela

vasoconstriccdo, agregacéo plaquetaria e deposicao de fibrina®*®®.

As plaquetas presas no coagulo liberam citocinas pré-inflamatorias e fatores de crescimento,
como o fator de crescimento transformante (TGF-B), fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF), fator de crescimento fibroblastico (FGF) e o fator de crescimento
epidérmico (EGF), que sdo responsaveis por iniciar a cascata de cicatrizacdo da ferida junto a
ativacdo de leucocitos, fibroblastos e células endoteliais, estas células liberam citocinas e
fatores de crescimento. O coadgulo também fornece uma matriz provisOria rica em

glicoproteinas adesivas como a fibronectina, essencial para migracéo celular®*%®).
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A contaminacdo pelo ambiente exterior é impedida pelo codgulo formado no processo de
hemostasia, assim como n&do permite que mais fluidos e eletrélitos sejam perdidos pela ferida.
Este processo € crucial para que as fases posteriores do reparo tecidual possam prosseguir.
Apbs o controle do sangramento, os neutréfilos, macrofagos e linfocitos migram e infiltram-
se no tecido lesado, desta forma caracterizam o inicio da fase inflamatéria. No processo de
inflamacdo, as células inflamatérias exercem papel na apresentacdo de antigenos, fagocitose,
remocdo de células que sofreram apoptose, sintese de fatores de crescimento e matriz

extracelular®®?),

As primeiras células a chegarem ao local sdo os neutrofilos, atraidos pelos agentes
quimiotaticos gerados durante a coagulacdo. Os neutrofilos, a partir do segundo dia, comegcam
a desaparecer pelo processo de apoptose e por fagocitose exercida pelos macrofagos. Este
processo, assim como a limpeza da ferida € continuado pelos monécitos que, quando ativados,
sdo denominados de macrdfagos e estdo presentes na ferida desde o inicio do processo de

inflamacéo, sendo estes, os mais importantes no processo inflamatério 7.

Os macrofagos quando ativados, atraem fibroblastos, células da musculatura lisa, células
endoteliais e vasculares que participardo no processo de angiogénese, através da secre¢do de
fatores de crescimento responsaveis pela proliferacdo, como fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF) e fator de crescimento transformante beta (TGF-B). Qualquer inibi¢do na
funcdo dos macrdéfagos retarda a cicatrizacdo das feridas, o que conduz ao pobre
desbridamento da ferida, atraso na proliferacdo de fibroblastos, angiogénese e fibrose
inadequados. Como resultado da fase inflamatdria, tem-se o controle da inflamagéo e

manutenc&o de um leito limpo, em cerca de um a trés dias®".

A fase proliferativa sobrepbe-se a fase inflamatoria, na qual, a restauracdo da
neovascularizacdo, formacdo de tecido de granulacdo e reepitelizacdo s@o os principais
objetivos. E representada pela proliferacdo celular e de componentes estruturais que foram
estimulados por fatores secretados durante a fase inflamatéria. Com inicio em torno do

terceiro dia, a mesma pode ser estendida por semanas®”?.

Esta fase caracteriza-se pela presenca de fibroblastos, proliferacdo de células endoteliais,
alteracdo fenotipica e migracdo celular. Os fibroblastos derivados da matriz extracelular

fornecem suporte para mais influxo celular, adeséo e diferenciaggo®>"%%,
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Apos a sua formacéo, a matriz extracelular sofre sintese e remodelagdo continua, até atingir o
estado estacionario. Inicialmente desorganizada, a fibrina presente é remodelada junto ao
acido hialurdnico, proteoglicanos e fibronectina, que formardo uma estrutura final
predominante de colageno. A remodelacdo é induzida por metaloproteinas da matriz (MMPS)
especificas, que séo influenciadas pelo fator de crescimento transformante-b (TGF- ), fator
de crescimento plaquetario (PDGF), interleucina-1 (IL-1) e fator de crescimento epidérmico
(EGF). Brotos de vasos sanguineos simultaneamente com fibroblastos em crescimento

surgem no interior do tecido de granulagao®371Y,

Neovascularizagdo ocorre em resposta a fatores pré-angiogénicos como fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF), fator de crescimento de fibroblastos (FGF), angiogenina,
angiotropina e angiopoietina-1 (Ang-1), produzidos pelos macrofagos que se infiltram e
queratindcitos. A densa populacgdo de fibroblastos, macré6fagos, neovasculatura, fibronectina e
acido hialurénico incorporados dentro de uma matriz solta de coladgeno, sdo denominados de

tecido de granulaggo@®>"%1b,

A regulacdo causada por citocinas produzidas por fibroblastos, influenciam a sintese de
colageno, fibronectina e outras substancias basicas necessarias para a cicatrizacdo de feridas,
estas representam a base para a nova matriz de tecido conjuntivo e servem para a restauragéo
da resisténcia mecénica da ferida. Subseqlientemente, a sintese de coldgeno aumenta ao longo
da ferida, enquanto que a proliferacdo de fibroblastos declina sucessivamente, ajustando-se
entre a sintese e degradacdo da matriz extracelular. Na fase posterior a proliferativa, 0s
fibroblastos s&o substituidos por miofibroblastos ¢,

A terceira fase do processo de cicatrizagdo é a remodelaco. E a finalizagio do processo de
recuperacdo da estrutura tecidual normal, sua principal caracteristica ¢ a deposicdo de
colageno na ferida. Esta fase caracteriza a sintese e a remodelacdo da matriz extracelular que
foi iniciada simultaneamente ao desenvolvimento de tecido de granulagéo e continua por
longos periodos. Os miofibroblastos derivados dos fibroblatos, sofrem esta mudanca devido a
interacdo com a matriz extracelular e influéncias por citocinas, sua atuacdo ocorre na
contracdo da ferida. Diante do processo de remodelacéo, o colageno tipo 111 sofre degradacéo
e substituicdo pelo colageno tipo |, através da acdo de metaloproteinases da matriz
(MMPs)("*10)
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A finalizacdo da remodelacdo ocorre apds a regressdo das atividades dos macrofagos e
fibroblastos que sofrem emigracdo e apoptose, reducdo do fluxo sanguineo e atividades

celulares*10),

Além destes fatores intrinsecos ao organismo, algumas condic@es locais ou sistémicas podem
contribuir para a modulagédo no reparo tecidual, tanto para aumento da morbidade quanto sua
reducdo. A laserterapia, comprovadamente, exerce efeitos biomodulatérios no processo de
reparo tecidual, no qual seu uso pode reduzir a producdo de mediadores inflamatdrios e

acelerar o processo de reparo***?).

O Laser é uma forma de radiacdo eletromagnética ndo ionizante e acrénimo para: Light
Amplification by Stimulated Emission of Radiation. Dentre suas caracteristicas, apresenta

propriedades como coeréncia, monocromaticidade e colimagéo™®.

A coeréncia representa a propagacdo das ondas sincronizadas. A monocromaticidade esta
relacionada a emissdo de radiacdo em um Unico comprimento de onda direcionado. A

colimagdo é o paralelismo dos feixes de luz emitidos™®.

Os primeiros lasers a surgirem durante a década de 60, foram considerados destrutivos,
entretanto, atualmente, sdo reconhecidos como lasers de alta poténcia ou cirdrgicos, com

propriedades fototérmicas e abrasivas, utilizados para cortar tecidos®.

Posteriormente, foram reconhecidos as propriedades terapéuticas da relativa baixa poténcia

emitida pelos lasers atérmicos*®.

Estdo inclusos nesta categoria, o laser de hélio-nednio e os lasers diodos, como Arseneto de

Galio e Aluminio, Arseneto de Galio e o Fosfato de Arsénio indio Galio™®.

O laser atua sobre os tecidos de quatro maneiras. O fundamento da biomodulagdo causada
pelo laser é defendida pelo processo de absor¢édo, no qual os fotons séo absorvidos e exercem
efeitos sobre o tecido. A segunda maneira de atuacdo é a dispersdo, que representa o
espalhamento da luz dentro do tecido. A terceira maneira é a reflexdo, que acontece quando a
luz é refletida e ndo penetra no tecido. O quarto modo de atuagcdo é a transmissdo, que

representa a passagem pelo tecido sem nenhuma atuagéo™®.
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O comprimento de onda é a distdncia entre duas cristas ou entre dois vales sucessivos,
correspondente a distancia percorrida pela onda em uma oscilagdo completa. E comumente
medido em nanémetros (nm). A frequéncia medida em Hertz (Hz), € a quantidade de ondas
que passam por um determinado ponto durante o periodo de um segundo. O comprimento de
onda é uma caracteristica indispensavel para determinar a maior ou menor absorcao da luz

pelos tecidos™”.

O conceito de densidade de energia (DE) é definido como a relacdo entre a energia
administrada por um emissor laser e a superficie de radiacdo do raio de luz laser, podendo ser
expresso em joules por centimetro quadrado (J/cm?). A fotoativacdo do laser n&o ablativo néo
ocorre somente na area de incidéncia do feixe do raio, mas também em uma area igualmente
distribuida ao seu redor, de forma tridimensional. Baseado nos principios de difusdo,
transmisséo e reflexdo do feixe de laser que atinge o tecido, dependendo do comprimento de
onda, a regido de eficiéncia do laser estende-se por cerca de 1 cm de didmetro, tendo como
centro o ponto de incidéncia do feixe. Nao se pode, porém, definir exatamente a profundidade
alcancada, nem a dose que atinge alvos abaixo do ponto de incidéncia, o que dificulta o

conhecimento da dosimetria exata®®,

Entre as teorias do mecanismo de acdo do laser de baixa poténcia, uma refere-se a capacidade
de exercer influéncia sobre fotorreceptores celulares, este mecanismo induz ao aumento do
transporte de elétrons presentes nas mitocondrias, o que ativa a cadeia respiratoria enddgena e
consequente aumento no metabolismo celular. Estes eventos modulados pelo laser de baixa
poténcia, resultam no aumento da sintese de ATP, DNA, RNA, que estdo diretamente ligados

a oxigenacao, nutricio e regeneracéo tecidual®21%2),

Para explicar o efeito bioestimulante do laser de baixa intensidade, Huang et al., (2009),
propuseram uma cadeia de eventos moleculares, que tem inicio com a absorc¢do de luz por um
foto-receptor, o qual conduz a fotoativacdo de enzimas nas mitocondrias, que incluem a
transducdo de sinal e amplificacdo eventos. Os fotons presentes no laser, sdo facilmente
absorvidos pelos cromdforos localizados nas mitocondrias ou na membrana celular. A energia
fotbnica é convertida em energia quimica dentro da célula, sob a forma de ATP, o que
aumenta as fungdes celulares e proliferacdo celular. A permeabilidade da membrana celular é
alterada, seguida por alteracdes fisiologicas em células alvo. A magnitude do efeito
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bioestimulante do laser depende do comprimento de onda utilizada, bem como do estado

fisiolégico da célula no momento de irradiagio**82%,

O aumento induzido por luz na sintese de ATP eleva o gradiente de protons a uma atividade
crescente. O ATP é o substrato para a adenilciclase, uma importante enzima presente na
membrana plasmatica, que estd associada ao metabolismo celular, o qual controla também o
nivel de adenosina 3',5-monofosfato ciclico (CAMP), responsavel por diversas fungdes
celulares como: controle da permeabilidade da membrana celular e ativacdo de sintese
proteica. Por conseguinte, a fotoativagcdo de enzimas terminais, como citocromo ¢ oxidase,

exerce um papel essencial para a sintese de ATP®@Y.

A atividade do citocromo ¢ oxidase € inibida pelo 6xido nitrico (NO). Esta inibicdo pode ser
explicada pela competicdo direta entre NO e oxigénio (O2), sendo que irradiagdo com laser
pode inverter esta inibicdo por foto dissociacdo do NO a partir de seus sitios de ligacdo. A
dissociacdo de NO, aumenta a taxa de respiracdo com consequente elevacdo do

metabolismo™®.

Diante do exposto, alguns estudos verificam que a laserterapia de baixa poténcia, é capaz de
promover como principais efeitos fisiol6gicos: neoangiogénese, proliferacdo epitelial e de
fibroblastos, sintese e deposicdo de colageno, revascularizacdo e contracao da ferida. Pode-se
afirmar também, que doses compreendidas entre 3-6 J/cm? parecem ser mais eficazes que
doses acima de 10 J/cm? as quais estdo associadas a efeitos indesejados. Assim como, 0s
comprimentos de onda compreendidos entre 632,8 e 1000nm seguem como aqueles que

apresentam resultados mais satisfatorios no processo de cicatriza¢do tecidual®.

No estudo realizado por Calisto et al., (2015), que utilizou um laser diodo com 660nm durante
5 dias, totalizando 10J/cm® de aplicacdo em ratos que foram submetidos a procedimentos
cirargicos, verificou-se que no grupo irradiado, apos 5 dias, havia epitelizacdo, presencga de
gueratina e anexos cutaneos. Ja no grupo controle, no mesmo periodo, verificou-se infiltrado
inflamatorio presente. Estes resultados demonstram que o laser exerceu influéncia

biomodulatdria sobe os espectro de 660nm©>.

Em um trabalho realizado por Gongalves et al., (2010), no qual comparou a sintese de

colageno tipo I entre um grupo irradiado com 60J/cm? com 830nm dentre outros irradiados
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com diferentes doses, verificou-se que a producdo deste tipo de colageno foi semelhante ao
grupo controle. O autor atribui a este fato, a excessiva poténcia aplicada a este tipo de laser, o

que inibiu sua acdo modulatéria®®.

Assim como no estudo supracitado, a producdo de colageno pelos fibroblastos nas fases que
sucedem a fase inflamatoria, ndo demonstrou ser influenciado pela terapia a laser de baixa
poténcia, como doses de 904nm, 3J/cm?, 45mW em aplicacdes de dois minutos durante sete e
quatorze dias segundo Melo et al., (2011). Por outro lado, neste mesmo estudo, foram
verificados propriedades biomodulatérias do laser nas fases iniciais da inflamacéo, pelo qual

0s grupos irradiados demonstraram menores taxas de leucdcitos polimorfonucleares™?.

Ja em outro estudo, pelo qual observou a reparacdo dssea com doses de 660nm e 830nm
ambos 4J/cm?, verificou diferencas estatisticamente significantes quanto a deposicdo de
coldgeno em 7 e 15 dias de observacdo, em comparacdo com um grupo ndo tratado. Este
resultado evidenciou que o laser com os dois protocolos, foi capaz de biomodular o reparo

6sse0®.

Ao utilizar o laser de baixa poténcia Arseneto e Galio, de 904nm com 3J/cm? por aplicacio
durante o periodo de 14 e 21 dias, na avaliacdo da regeneracdo nervosa em ratos submetidos
ao esmagamento do nervo ciatico, Camara et al., (2011), observaram que houve maior
proliferacdo de células de Schwan na regido afetada. Os autores atribuiram, este resultado, a
teoria de que o laser de baixa poténcia é capaz de induzir a regeneracdo de células

nervosas®®,

No trabalho realizado por Alves et al. (2013), utilizou-se o laser de Arseneto-Galium-
aluminium com 808nm dividindo grupos, nos quais aplicou 50mW e outro grupo com
100mW®"Y. Este estudo avaliou a inflamagéo sinovial, induzida por papaina em ratos. Como
resultados, observou-se que as duas doses foram capazes de modular a resposta inflamatéria
das articulagdes, reduzindo a migracdo de neutréfilos nas fases iniciais da inflamagéo, porém
com melhores resultados com a dose de 50mW. Em corroboracdo com estes resultados, outro
estudo que utilizou um laser diodo com doses 660nm, 40mW e 10J/cm? em tibias de ratos
infectados por estafilococus aureos, observou-se que o laser foi capaz de reduzir a
colonizagdo bacteriana ap0s trinta dias, quando comparados aos grupos néo irradiados. Dessa
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forma, Junior et al., (2013), concluiram que o laser demonstra ser uma alternativa no

tratamento de osteomielite®”?®),

Portanto, observa-se uma janela terapéutica para o uso do laser, torna-se crucial saber a
combinagdo correta dos parametros como: comprimento de onda, densidade de poténcia e
densidade de energia para elevar o indice de sucesso com o uso do laser, como proposto por
Karu et al., (2005)™9.



23

2 CONSIDERACOES FINAIS

Os processos fisioldgicos dos estagios iniciais da inflamacao e consequentemente do processo
de cicatrizacdo, demonstram ser influenciados pela terapia a laser de baixa poténcia, porém a
mesma ainda ndo revela qual protocolo ideal de aplicagdo na modulagédo do processo de
reparo tecidual.
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RESUMO

O objetivo final da reparacdo tecidual é a cura com o restabelecimento da integridade
estrutural e funcional dos tecidos. A funcdo priméria da sutura é unir as bordas da ferida e
permitir a cicatrizacdo por primeira intencdo, com isso reduzir a resposta inflamatoria
presente e acelerar o processo de reparo tecidual. Diversos sdo os fatores extrinsecos que
podem afetar a resposta inflamatdria, como exemplo do laser de baixa intensidade, pelo qual
através de interagfes fotoquimicas com as células, € capaz de biomodular a resposta
inflamatdria. Ndo ha relatos se o laser é capaz de interagir a nivel celular, com os tecidos
suturados com o cianoacrilato, devido a sua superficie reflexiva. O objetivo deste trabalho foi
avaliar se o laser de baixa poténcia é capaz de biomodular a resposta tecidual em sitios
suturados com cianoacrilato. Metodologia: Para este estudo foram utilizados 30 ratos albinos,
divididos em 2 grupos de 15 animais, esses animais foram submetidos a procedimento
cirargico, sutura com nylon ou cianoacrilato; e todos submetidos a laserterapia com ArGaAl
685nm, 4J/cm? a cada 48 horas. Os animais de cada grupo foram subdividos em 3 grupos de 5
animais por tempo de observacdo de 1 dia, 3 dias e 7 dias. Foram analisados cortes
histologicos corados por H.E. para parametros inflamatérios e do reparo tecidual.
Resultados/Conclusdo: Nao foram verificadas diferencas significativas quanto a inflamacgéo
e proliferacdo fibroblastica nos dois grupos estudados. Portanto sugere-se que o cianoacrilato,
apesar de reflexivo, ndo altera a penetracéo e dispersao do laser no tecido suturado.

Palavras chave: Terapia a laser de baixa intensidade. Cianoacrilatos. Cicatrizagao.
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ABSTRACT

The ultimate goal of tissue repair is healing with the restoration of structural and functional
integrity of tissues. The primary function of the suture is to unite the edges of the wound and
allow healing by first intention, thereby reducing the inflammatory response present and
accelerate tissue repair. There are several extrinsic factors that can affect the inflammatory
response, such as low-intensity laser example, whereby through photochemical interactions
with cells, can biomodular the inflammatory response. There are reports that the laser is
capable of interacting at the cellular level to the tissue sutured with cyanoacrylate, due to its
reflective surface. The objective of this study was to evaluate if the low-power laser is able to
biomodular tissue response sutured sites with cyanoacrylate. Methodology: For this study
were used 30 albino rats were divided into 2 groups of 15 animals, these animals underwent
surgery, suture with nylon or cyanoacrylate; and all undergoing laser therapy with ArGaAl
685nm, 4J / cm? every 48 hours. The animals in each group were subdivided into 3 groups of
5 animals per 1 day observation period, 3 days and 7 days. Histological sections stained with
H.E. for inflammatory parameters and tissue repair were analyzed. Results / Conclusion:
Significant differences in inflammation and fibroblast proliferation in both groups were not
observed. Therefore it is suggested that cyanoacrylate, although reflective does not change the
penetration and dispersion in the laser sutured tissue.

Keywords: Low-Level Light Therapy. Cyanoacrylates. Wound Healing.
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1 INTRODUCAO

A ciéncia médica desde a antiguidade ja estudava os processos envolvidos no fechamento de
feridas. Mesmo com o uso de materiais arcaicos, o objetivo final era promover a reparagdo do

tecido lesado e com isso, restabelecer a integridade estrutural e funcional ®.

A evolugdo dos biomateriais permitiu o aprimoramento de técnicas e reducdo das
complicacBes poOs-operatérias por possuirem propriedades antibacterianas, reabsorviveis e

biocompatibilidade com os tecidos suturados®®?.

Aspectos pré, trans e pds-cirargicos devem ser avaliados para a correta indicacdo ao tipo de
material utilizado, devido a sindesmotomia dos tecidos ter por objetivo manter a coaptacdo da
ferida. Isto acelera o processo normal de cicatrizacdo, previne hemorragias pés-operatorias,
contribui para formacéo e manutencdo do coagulo sanguineo, evita infeccao, reduz a dor pds-

operatéria e a penetracdo de corpos estranhos na ferida, que podem infectar ou lesar o tecido®
6)

Existem inimeros materiais de sutura disponiveis, dentre estes, os mais utilizados séo: 0s
sintéticos; os absorviveis; os grampos; fitas e compostos adesivos. Estes ultimos, as colas
naturais, grampos cirargicos e fitas surgiram como alternativa para substituir as suturas
classicas com fios e até mesmo eliminar necessidade de inducdo anestésica nas emergéncias,

com isso, completou-se o arsenal de possibilidades para o fechamento de feridas**.

Os cianoacrilatos, desenvolvidos em 1949, s&o adesivos teciduais, fornecidos como
mondmeros na forma liquida para serem aplicados topicamente sobre a pele. Apo6s sua
aplicacdo, os anions da pele reagem com o produto e polimerizam o que desenvolve forte
adesdo sobre o mesmo. O 2-octil-cianoacrilato é a cola tecidual com maior cadeia carbonica e
degradacdo mais lenta, o que permite a este material induzir menor citotoxidade e
consequente menor reacdo inflamatoria nos estagios iniciais do reparo, quando comparados a
outros cianoacrilatos de cadeias carbénicas menores e materiais de sutura como nylon. Entre
diversas aplicacdes, destaca-se o fechamento do ferimento, hemostasia, fechamento de
laceragdes em duramater, embolizacdo vascular, atuacdo concomitante a outros materiais de

sutura e aplicacdo em enxertos de pele®3®,
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Algumas vantagens observadas com este tipo de material, além da resisténcia, incluem
flexibilidade e biodegradagdo ap0s cerca de dez dias que elimina necessidade de remocdo do
mesmo, é a capacidade para formar uma capa oclusiva que funciona como uma barreira

microbiana e cria um ambiente himido ideal para a cicatrizacdo de feridas® ™.

Apesar dos diversos estudos encontrado na literatura sobre o uso de cianoacrilato como
substituto aos materiais de sutura convencionais, com resultados superiores quanto a reducao
da resposta inflamatéria, N&o existem relatos deste material permitir o uso da
fotobiomodulacdo induzida pelo laser de baixa poténcia sobre as feridas suturadas com este

material©®>®.

O laser de baixa poténcia tem sido utilizado no periodo pds-operatorio para induzir a
biomodulacdo da resposta inflamatoria e efeitos analgésicos. O mesmo atua através de
interagBes foto quimicas com as celulas, o que eleva a atividade de células fagociticas,
metabolismo leucocitario, proliferacdo celular, vascular, sintese de proteina, colageno e a

sintese de citocinas®*.

H& numerosas referéncias na literatura, que demonstram as interacbes entre os lasers e 0
reparo tecidual em feridas suturadas com materiais convencionais. Por isso o0 objetivo do
presente trabalho, € avaliar se o laser de Arseneto Galio e Aluminio é capaz de interagir a

nivel celular em feridas suturadas com o 2-octil-cianoacrilato®*,
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2 METODOLOGIA
2.1Amostra

A amostra, no presente trabalho, consistiu de 30 ratos albinos Wistar, adultos jovens, machos,
clinicamente sadios, com idade aproximada de 180 dias e peso médio de 300g, obtidos e

mantidos na Unido Metropolitana de Educacéo e Cultura.

Para cada grupo experimental foram sorteados cinco animais, conferindo, assim, a

aleatoriedade de cada uma das amostras.

Durante o experimento, os animais foram mantidos em gaiolas individuais de polietileno com
tampas de aco inoxidavel, regularmente higienizadas, com temperatura ambiente de 23°C
(mais ou menos 1°C), periodos alternados de 12 horas com luz e escurid&o e alimentados com

racao balanceada e agua ad libitum.

Os ratos usados na pesquisa foram divididos em dois grupos, de acordo com o tipo de sutura a
que foram submetidos e outros 3 subgrupos em concordancia com o tempo de observacéo,
sendo todos irradiados com laser de baixa intensidade. Os periodos de observacao, foram de 1

dia, 3 dias e 7 dias de pds-operatorio (quadro 1).
2.2 Procedimento Cirudrgico

As cirurgias foram realizadas utilizando-se micro instrumental padronizado para os dois
grupos, esterilizados em autoclave, por calor imido, assim como equipamentos de protecdo
individual (EPI) @2,

Foi utilizada inducdo anestésica através da administracdo de Tiopental® (solucdo de 1,25%).
Foi feita uma diluicdo de 1g em 5ml de agua destilada, equivalendo a 25mg/ml e injetado

0,15ml da solucéo por via intraperitoneal.

Apos a obtencdo do efeito anestésico (ocorrido aproximadamente cinco minutos apos), foi
procedida anti-sepsia do dorso dos animais com clorexidina a 2% e isolamento, utilizando-se

campos cirurgicos fenestrados, previamente adaptados para o procedimento.



33

Com o animal posicionado em decubito ventral, foi realizada uma incisdo no sentido latero-
lateral com 1cm de comprimento, a 1,5 cm do final do osso occipital, sobre tecido epitelial e
subcutaneo. A incisio foi feita com uma lamina de bisturi n.° 15 montada em cabo n.° 3 tipo

Bard Parker.

Apds a exposicdo da fascia muscular dorsal dos ratos do grupo 2, foi realizada a sutura
utilizando-se fio monofilamentar de nylon preto (6-0) Mononylon® (Ethicon Co), de 45cm de
comprimento, montado em agulha atraumatica semicircular de 1,5cm de comprimento e secao

triangular. Para auxiliar a apreenséo dos tecidos, foi utilizada um pinga tipo Adson (Figura 1).

Apds a exposicdo da fascia muscular nos ratos do grupo 1, foi realizado a coaptacédo da ferida,
utilizando uma pinca de Adson e foi aplicada a cola a base de 2-Octil-cianoacrilato
(Dermabond®, Johnson & Johnson / Ethicon, Somerville, NJ), com especificacdes segundo o
fabricante, onde foi aplicado sobre toda a ferida, estendendo-se meio centimetro para as

bordas e reaplicado apds o periodo de 20 segundos (Figura 1).
Apos o procedimento cirdrgico, os animais foram devolvidos as suas respectivas gaiolas, ja

identificadas e numerados, e mantidos em monitoramento diario durante todo periodo de

observacao até a data da eutanasia.

TR

Figura 1 - A-Sutura em nylon ; B- sutura com cianoacrilato.
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2.3 Aplicacdo do Laser

Ao término das cirurgias, 0os animais receberam a primeira sessdo de terapia com Laser
(aplicagdo imediata) na dose de 4 J/cm?. As aplicacdes foram feitas em uma Gnica 4rea central
sobre a sutura, com uma fibra 6ptica de 0,028 cm?. O aparelho utilizado foi 0 modelo (Thera
Lase/DMC Equipamentos Ltda., Sdo Carlos, SP, Brazil) (Figura 2), de 685nm, com poténcia
méaxima de 30mW. O tempo de exposic¢do, densidade de energia, foram calculados através da
equacdo de Tuner-Hode. As aplicacdes foram repetidas a cada 48 horas, durante o periodo
experimental de até 7 dias, seguindo 0 mesmo protocolo proposto no trabalho realizado por
Soares et al., (2008), a qual observou biomodulacdo das resposta inflamatoria utilizando este

protocolo (quadro 1)®*14),

Figura 2 - Aparelho utilizado para irradiagéo do laser.



Quadro 1 - Organizacéao dos grupos, periodos de observacao e dose de laser aplicada.
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GRUPO PROCEDIMENTOS | SUBGRUPOS PERIODO D~E POSE TOTAL
OBSERVACAO APLICADA
1-A 1 dia 4 jlem?
1 Grupo Dermabond 1 B 3 dias 8 jlom?
1-C 7 dias 12 jlem?
2-A 1 dia 4 jlem?
2 Grupo Nylon 2-B 3 dias 8 jlem?
2-C 7 dias 12 jlcm?

2.4 Analgesia dos Animais

Para evitar viés nos resultados ndo foram administrados AINES ou outros farmacos.

2.5 Eutanésia dos Animais e Processamento Histoldgico

O procedimento de eutanasia dos animais ocorreu no primeiro, no terceiro e no sétimo dia.

Participaram 10 animais para cada periodo de tempo, sendo 5 de cada grupo (quadro 1). A

eutanasia dos animais foi conduzida por intoxicacdo por injecdo letal de tiopental, via

intraperitoneal, com dose 3 vezes maior do que 0 necessario para a inducao anestésica.

Cada bloco de bidpsia da amostra incluiu 2 x 2 cm da regido dorsal em profundidade

removido até a fascia muscular e superficie da musculatura costo-dorsal. A peca cirdrgica foi

fixada em formalina tamponada a 10%. Os espécimes fixados foram prontamente enviados ao
Laboratorio de Patologia Bucal da EBMSP.

Apos o periodo de fixacdo de 12 horas, os espécimes de tecidos foram processados de acordo

com a rotina para inclusdo em parafina. Os blocos foram identificados e submetidos a

microtomia. Cortes de 5um foram destinados a técnica de coloracao histoldgica de rotina por

Hematoxilina e Eosina.
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2.6 Avaliacédo do reparo tecidual

O estudo das laminas foi realizado por dois examinadores calibrados, utilizando-se um
microscopio 6tico (Zeiss Axiolab®), com aumentos de 40X e 100X. As laminas foram
identificadas com codigos para garantir que durante a leitura, o examinador ndo soubesse a

qual grupo pertenceu a sec¢do observada.
Para avaliacdo de edema, hiperemia, infiltrado polimorfonuclear e mononuclear; além da
contagem de fibroblastos, foi utilizada a escala de analise semi-quantitativa proposta por

Medrado et al., (2003) (Quadro 2) e tabulados utilizando o Excel ®?.

Quadro 2 - Graduacéo da intensidade das alterac6es histopatoldgicas observadas

0(-) AUSENTE OU QUASE AUSENTE
1(+) DISCRETO

2(++) | MODERADO

3(+++) | INTENSO

As laminas dos cortes histologicos corados foram divididas em campos visuais de acordo com
aumento de 400x. Foram avaliados 4 campos em extremidades da &rea operada seguindo
direcdo epitelial para conjuntivo em sentido anti-horério, seguindo as imagens obtidas pelos

cortes histologicos da regido da incisdo exemplificada na figura 3.
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Figura 3 - Fotomicrografia da regido da incisdo, corado em H.E. com aumento de 200x.

As alteracOes observadas foram tabeladas em Excel e analisados estatisticamente. Através do
teste ndo paramétrico Wilcoxon para medidas emparelhadas, para 0os grupos em cada tempo,
foi utilizado o teste de Mann-Whitney. O nivel de significancia adotado foi de 5% e o
programa utilizado para anélise foi 0 R3.3.0.
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3 RESULTADOS

Durante o periodo de observacgéo, 3 animais sofreram eutanasia fora do periodo proposto para
observacao dos mesmos. A distribuicdo desses animais foram de dois animais para o grupo de
observacdo por 7 dias pertencente ao grupo cianoacrilato e um animal que seria observado até
o terceiro dia, pertencente ao grupo nylon.

Na avaliacdo estatistica para a presenca de hiperemia, foi observado o padrdo de reducdo da
mesma quando comparado o0 grupo suturado com cianoacrilato em relacdo aos dias de
observagdo. Ao comparar as medianas de valores do grupo cianoacrilato com o grupo nylon,
também foram verificados menores valores de hiperemia, porém nenhum dos resultados

observou diferenca estatistica, como demonstrado na tabela 1.

Tabela 1 - Avaliacdo qualitativa da resposta inflamatéria

Momento
1 dia 3 dias 7 dias
Mediana gl1-g3 Mediana ql1-g3 Mediana @1-g3

Variaveis

Cianoacrilato

Hiperemia 1,0 1,0-1,0 1,0 0,0-1,0 0,0 0,0-0,0
Edema 1,0 1,0-1,5 1,0 0,5-1,0 1,0 0,0-1,0
Linfdcitos 1,0 0,5-1,0 1,0 0,0-1,0 1,0 0,0-1,0
Neutréfilos 2,0 1,5-2,0 1,0 1,0-1,5 0,0 0,0-0,0
Nylon
Hiperemia 1,0 0,5-1,0 1,0 0,25-1,0 1,0 0,0-1,0
Edema 1,0 1,0-1,0 1,0 1,0-1,0 0,0 0,0-0,5
Linfdcitos 0,0 0,0-1,0 1,0 0,25-1,0 1,0 0,5-1,0
Neutréfilos 1,0 1,0-2,0 1,5 1,0-2,0 1,0 0,5-1,0
"p<0,05

Ao avaliar o edema presente na amostra, atraves da tabela 1, verificou-se que houve redugéo
do edema nos dois grupos com o decorrer do tempo nos periodos de observagédo, no entanto
ndo houveram diferencas significativas quando avaliados os periodos de observacdo dentro de

um grupo, assim como na avaliacao temporal entre os dois grupos.
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Na avaliacdo da presenca de linfocitos nas amostras avaliadas, foi verificado que no grupo
cianoacrilato, mesmo com as medianas mantidas no decorrer dos periodos de observagdo, nos
intervalos (Q1) que representam 25% da amostra, houve reducdo da quantidade de linfécitos,
porém sem significancia estatistica. No grupo nylon, houve um padrdo de aumento do
contingente de linfocitos, porém ndo foram verificados diferencas estatisticas quando
avaliados as medianas de acordo com o tempo, nem quando associados aos valores do grupo

cianoacrilato (Tabela 1).

Ao avaliar a presenca de neutrdfilos nas amostras, foi verificado que houve redugdo nas
medianas e quartis no grupo cianoacrilato, com o decorrer dos periodos de observacdo, no
qual foi observado reducdo da mediana de 2,0 para 0,0. No entanto, ndo foram verificados
diferencas estatisticas na analise temporal no mesmo grupo. J& no grupo nylon, houve
aumento da mediana no periodo de 3 dias de observagdo, com reducdo na amostra avaliada
com 7 dias, no entanto, também ndo foram verificados diferencas significativas na avaliacdo

temporal neste grupo, nem em associacao com o grupo cianoacrilato (Tabela 1).

A analise quantitativa de fibroblastos, foi observado que houve significancia estatistica entre o
grupo nylon e cianoacrilato, quando comparados com o periodo de observacdo de 24 horas,
com P valor em 0,016. Nos outros periodos de observacdo nao foram verificados diferencas

significativas quando comparados a contagem total de fibroblastos (Grafico 1).
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Grafico 1 - Analise da contagem de fibroblastos em sitios suturados com Cianoacrilato e
Nylon.
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4 DISCUSSAO

O estudo da reacdo tecidual, contribui diretamente para a previsdo de resultados. O
planejamento, execucdo e cuidados, sdo de grande importancia na pratica cirargica para
reducdo da resposta inflamatoria, assim como o uso da terapia fotodindmica que é capaz de

modular a inflamac&o, promover efeitos analgésicos e induzir o reparo tecidual**.

A resposta inflamatdria mais intensa observada na fase inicial, € compativel com uma reagédo
a agressdo aos tecidos causada pelo procedimento cirdrgico. O infiltrado inflamatdrio
demonstrado, pela presenga de neutrdfilos, linfocitos, hiperemia e edema, observado nas
amostras coletadas de cada grupo, corrobora com outros estudos que fizeram comparacdo

entre grupos irradiados com laser®*®.

Alguns trabalhos demonstram a eficicia no uso de suturas com compostos adesivos em
cirurgias; como na correcdo de hérnias. Como vantagem, os mesmos nao reduzem a perfuséo
tecidual causada pela sutura convencional, demonstram reacdes inflamatdrias semelhantes aos
materiais de sutura convencionais, ou até mesmo, menores nos estagios finais da

inflamagao®*1")

. Em um trabalho comparativo entre o cianoacrilato com sutura a nylon,
demonstrou-se que o cianoacrilato promoveu maior recrutamento de leucdcitos
polimorfonucleares™®. Outro estudo comparou a reagéo ao fio de sutura reabsorvivel com
aplicacdo do laser, 0 mesmo observou que a terapia fotodindmica ndo estava indicada em
associacao com materiais reabsorviveis, pois promovia absor¢do mais lenta do material, o que
desencadeou reacdes de corpo estranho com o decorrer do periodo de observacdo™. No
presente trabalho, ndo foram observados diferengas quanto ao uso do nylon ou cianoacrilato
na resposta inflamatoria, com o recrutamento de Linfocitos, Neutrofilos, presenca de edema e

hiperemia.

A maioria dos autores na literatura demonstram que a terapia a laser acelera o processo de
reparo dos tecidos, através da elevagdo o metabolismo celular, mesmo em tecidos com pobre
estado nutricional, o que induz a producdo de colageno, angiogénese, fibroblastos e tecido
epitelial. Em relacéo ao protocolo de irradiacédo dos lasers, os mesmo diferem quanto ao meio

de ativacdo, dose de energia utilizada, bem como 0 modo e o nimero de aplicagdes®92),
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Inumeros protocolos de irradiacdo sdo encontrados na literatura, com diferentes materiais
ativadores e comprimentos de onda, o que dificulta a comparacdo de resultados e a escolha
dos parametros de tratamento. Na maioria das vezes, os lasers empregados sdo HeNe, AsGa,
GaAlAs e InGaAlp ®11:19.2325)

Em uma revisdo sistematica realizada por Amid et al., (2014) Propuseram que o laser de baixa
poténcia fornece luz direta as células, que resulta em estimulacdo de moléculas, sem fornecer
calor. Induzem uma variedade de respostas como: reducdo da inflamacdo, reducdo da dor,
proliferacdo fibroblastica e sintese de colageno, porém a literatura ndo demonstra um Unico

protocolo a ser utilizado para a biomodulagéo mesmo com uso de um dnico laser®2+2).

No estudo realizado por Barbosa et al., (2014), os mesmo utilizaram o laser de Arseneto Galio
e Aluminio com comprimento de onda 830nm e perceberam maior sintese de colageno nos
animais irradiados, ja no estudo realizado por Soares et al., (2008), utilizaram o mesmo laser
porém com comprimentos de onda em 685nm e também observaram biomodulacdo na
resposta inflamatéria®*®. Em um trabalho realizado por Hussein et al., (2011) utilizaram o
laser de ArGaAl com o comprimento de onda 890nm, ao utilizarem este protocolo,
verificaram maior sintese de coldgeno nos animais irradiados, menor reacdo inflamatéria e
maior proliferacdo vascular®. No estudo realizado por Alves et al., (2013), Utilizaram o laser
de ArGaAl com 808nm, porém com 50mW e 100mW em diferentes grupos que apresentavam
osteoartrite. Neste trabalho, verificaram que a aplicacdo do laser utilizando-se 50mW foi mais
efetivo na reducdo de IL-1p e IL-6 (11). Assim como observado por Huang et al., (2012), que
também utilizaram o laser de ArGaAl a 920nm. Observaram reducdo do TNF e IL-1 no grupo
irradiado®. No presente estudo, foi utilizado o mesmo protocolo proposto por Soares et al.,
(2008), e verificou-se respostas semelhantes nos dois grupos que possuiam materiais de sutura
distintos, apenas a contagem de fibroblastos obteve diferenca estatistica significante no

primeiro periodo de observacdo quando comparado 0s dois grupos.

O laser de baixa poténcia exerce efeitos biomodulatérios sobre a resposta inflamatéria. No
presente trabalho, ndo foi necessaria a inclusdo de grupo controle para avaliar a diferenca
entre animais irradiados e ndo irradiados, por ter utilizado um protocolo proposto por Soares
et al., (2008) que observou efeitos modulatérios nos animais irradiados quando comparados a
um grupo controle. Neste trabalho, utilizou a dose de 4J/cm? por aplicagdo™®®. Portanto,

presume-se que o laser exerceu efeitos tanto no grupo nylon quanto no grupo cianoacrilato no
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presente estudo. Outros trabalhos utilizaram diferentes dosimetrias e obtiveram resultados
satisfatorios, como no trabalho realizado por Gongalves et al., (2010) que avaliaram grupos
irradiados com 4J/cm? 30J/cm? e 60J/cm?; nos resultados observaram que houve maior
deposico de colageno tipo | nos grupos irradiados com 30 e 4J/cm? ©. Outro protocolo que
utilizou o laser de hélio e nebnio, com comprimentos de 632nm e 1J por aplicacdo, observou
que houve diferencas na proliferacdo de fibroblastos, entre as areas irradiadas e néo
irradiadas®®®. Esses trabalhos corroboram com a revisdo sistematica proposta por Khalid et al.,
(2012), que observou em seu trabalho, que densidades de energia entre 0,5 e 4J/cm? , assim
como comprimentos de onda entre 600 a 700nm induzem a proliferacdo celular, sintese de
colageno e ativa foto-receptores nas mitocondrias®”. Portanto, nota-se a falta de consenso da
literatura em definir um Unico protocolo e até mesmo apenas um tipo de laser utilizado para

biomodulacéo.

Devido as propriedades reflexivas do cianoacrilato, ap6s sua aplicacdo, suspeitou-se que o
mesmo geraria alteracdes na penetracdo do laser no tecido adjacente. Porém os resultados
semelhantes dos grupos em todos os periodos avaliados, demonstrou que neste estudo o

cianoacrilato ndo impediu a disperséo e penetracdo do laser nos parametros estudados.



44

5 CONSIDERACOES FINAIS

O adesivo cianoacrilato demonstra bons resultados quanto a biocompatibilidade com os
tecidos, e esté indicado como substituto na sutura convencional. O laser terapéutico, por suas
indicacdes na biomodulagdo do reparo tecidual, é aplicado em situaces que exigem melhoria
do processo de cicatrizagdo. Podemos sugerir que a associacdo desses dois métodos
terapéuticos se somam para melhorar o pos-operatério e a previsibilidade do tratamento

cirurgico no fechamento de feridas.
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ANEXOS

Anexo 1 — Parecer do CEP




Anexo 2 — Analise qualitativa e quantitativa da resposta inflamatdria
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