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Laser terapéutico e células inflamatoérias -
parte 2: neutrofilos*

Therapeutic laser and inflammatory cells - part 2: neutrophils
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estudar a intensidade do infiltrado inflamatério agudo, presente em tecido
conjuntivo perilesional do dorso de ratos submetidos & irradiag@o laser de baixa poténcia (A 685 nm) apds
uma Unica aplicagéo. Foram utilizados dezoito ratos machos, linhagem Wistar, de 250 a 300 gramas,
nos quais foram realizadas feridas cirlrgicas padronizadas. A amostra foi constituida de seis grupos, trés
experimentais e trés controles, compostos por quatro e dois ratos, cada grupo, respectivamente. Os gru-
pos experimentais foram irradiados em quatro pontos perilesionais equidistantes, com uma Unica dose de
0,5J/cm? por ponto, com poténcia de 35 mW, frequéncia de 35 pulsos por segundo e tempo de aplicacdo
por ponto de 17 s. Os grupos-controles ndo foram irradiados. Os animais foram mortos 6, 12 e 24 ho-
ras apds a irradiacdo, sendo obtidas pecas que seguiram para processamento laboratorial de rotina. O
estudo das l&minas foi realizado através da descricdo e contagem absoluta dos granulécitos pelo método
esteriolégico. Os resultados obtidos demonstraram que hd uma diminuicGo no nimero total de granulé-
citos, ndo significante estatisticamente (p=0,05), quando comparados aos grupos controles. Concluiu-se
que a luz laser é capaz de diminuir a intensidade do infiltrado inflamatério apés uma Unica irradiacéo.

Palavras-Chaves: laser de baixa poténcia; granulécitos; hematoxilina e eosina; método esteriolégico.

ABSTRACT

The aim of this work was study the intensity of acute inflammatory infiltrate inconnective tissue after low level
laser therapy (A = 685 nm) irradiation. Eighteen maleWistar rats (250 to 300 grams) with standardized surgical
wounds were randomlydistributed into 6 groups - 3 study groups with 4 rats each, and 3 control groups with2
rats each. In the study groups, four equidistant spots around the standardizedwound were irradiated (0.5 J/
cm?, 35 mW, 35 Hz, 17 seconds). The control groupswere not irradiated. The animals were killed at 6, 12 and
24 hours after laser therapy.Biological specimens were harvested and routinely processed. The total number
of granulocyteswascounted using the stereological method. A non-statistically significant decrease in thetotal
number granulocytes was observed in the all study groups. Our results showedthat one single irradiation with
laser light reduced the total number of graunulocytesin the animal model used in this study.

Key words: low level laser therapy (LLLT); granulocytes; hematoxiline and eosine; stereological method.
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INTRODUCAO

O laser de baixa poténcia tem acdo biomo-
duladora terapéutica importante no processo de
reparo tecidual tem sido empregado amplamente,
nas diversas dreas da Sadde, sendo a Odontologia
uma das que mais faz uso dessa tecnologia.

Os estudos, até entdo, realizados, pertinentes
aos eventos bioldgicos do reparo, trazem detalha-
damente as fases mais tardias, como a inflamacéo
crénica e a deposicdo de coldgeno.' Segundo
Pereira e Burini?, as células inflamatérias aparecem
no local da lesGo cerca de seis horas apdés o de-
sencadeamento inicial dessa, com as margens da
ferida contendo fagdcitos, sendo que, nas préximas
24 horas, com predominio de polimorfonucleares.
A resposta inflamatéria aguda estd estreitamente
interligada ao processo de reparo, servindo para
destruir, diluir ou encerrar o agente lesivo, movimen-
tando uma série de eventos responsdveis pela cica-
trizacdo e reconstituicéo do tecido danificado.®

Ao laser de baixa poténcia vem sendo atribuido
efeitos analgésicos, anti-inflamatérios e estimulantes
do processo de cicatrizacdo, sendo o estudo das
interacdes entre a luz laser e a matéria viva mar-
cadamente complexo. A energia depositada nos
tecidos sofre fendbmenos de absorcédo, reflexéo,
difus@o e transmissdo.'

Os parémetros fundamentais do protocolo de
irradiacdo laser essencial para comparacdo dos
dados s@o os seguintes: comprimento de onda,
freqiéncia, poténcia de saida, diGmetro do spot,
tempo de irradiacdo, intensidade, dose e intervalos
de tratamento. O tamanho do spot e o tempo de
exposicdo s@o de grande importdncia porque eles
deferminam a intensidade e a dose e, portanto,
as respostas celulares para a incidéncia da luz.
Atermicidade e reacdes fotoquimicas sdo a base
do laser naocirdrgico, ocorrendo com densidades
de poténcia entre 10-2 e 100 W/cm?2 e densidades
de energia entre 10-2 e 102 J/cm?2.4
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As funcdes terapéuticas no campo da analgesia
e de biomodulacdo do processo inflamatério séo
geralmente desenvolvidas no espectro vermelho e
infravermelho da luz, de A 600 nm a A 900 nm,
aproximadamente.5 A biomodulacdo tem sido
atribuido o aumento do alcance dos efeitos biolé-
gicos desde o crescimento epitelial e fibrobldstico,
a estimulacéo da sintese de coldgeno, o aumento
da capacidade de fagocitose e de liberacdo de
endorfina.®

Pretendeu-se realizar este trabalho sobre la-
serterapia e inflamacdo aguda, com a justificativa
de que ndo existem trabalhos especificos sobre o
tema. O laser de baixa poténcia é usado em larga
escala para os mais diversos procedimentos clinicos
na Odontologia, acrescentando que a inflamacéo
aguda é a maior queixa dos pacientes devido aos
seus inconvenientes: dor e edema.

O obijetivo deste trabalho foi estudar a intensi-
dade do infiltrado inflamatério agudo presente em
tecido conjuntivo perilesional do dorso de ratos
submetidos & irradiacéo laser de baixa poténcia

apés uma Unica aplicacdo.

METODOLOGIA

Foi realizado um estudo descritivo relacional
comparativo, aprovado previamente pela Comissdo
Cientifica e de Etica da Faculdade de Odontologia

da Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande
do Sul, sob o protocolo N° 0094/05.

OBTENCAO DA AMOSTRA

A amostra foi constituida de 18 ratos machos
com peso entre 250 e 300 gramas da espécie Rat-
tusnorvegicus, ordem Rodentia, linhagem Wistar,
distribuidos aleatoriamente em seis grupos, trés
experimentais e trés controles. Cada grupo expe-
rimental foi composto por quatro ratos, e cada

controle, por dois (tab. 1).
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Tabela 1. Distribuicdo dos animais nos grupos. Porto
Alegre, RS. 2004

Grupos Animais

Controle 6h
Experimental 6h
Controle 12h
Experimental 12h
Controle 24h
Experimental 24h

AN AN BMDN

Fonte: dados da pesquisa.

O procedimento cirdrgico foi realizado sob anestesia
geral (Xilazina® e Quetamina® intraperitoneal). Os ani-
mais foram tricotomizados na porcao superior de dorso,
guando & se encontravam em plano anestésico, sendo
lavados com solucéo fisiolégica 0,9% e secos com gaze
estéril. Em seguida, foi realizada antissepsia com solucdo
de clorexidina a 2%. A cirurgia seguiu o protocolo de
Panarello’: o punch foi posicionado perpendicularmente
a superficie da pele da regido tricotomizada, promoven-
do, assim, movimentos giratérios para facilitar penetra-
¢do da lamina a uma profundidade de 1mm. Depois,
foi dissecado o tecido incluido na demarcacédo, com
bisturi e pinca de Adson Brown, removendo delicada-
mente a quantidade de tecido necessaria & producéo
de uma lesGo com 1 mm de profundidade e 8 mm de
diémetro, que proporcionou uma drea tecidual de apro-
ximadamente 0,5 cm? e com volume de 0,05 cm? (fig.
01). O sangramento ndo foi interrompido ou removido,

permitindo a hemostasia espontdnea das feridas.

=

Figura O1. Procedimentos para confecgdo de ferida
cirdrgica — Tricotomia (A);

Marcagéo com o punch (B); Inciséo (C) e Ferida cirdrgica
(D). Porto Alegre, RS. 2004.
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O aparelho laser utilizado foi o modelo Thera-
lase® (DMC, Sao Carlos, SP), de meio ativo InGalP,
emissor laser visivel, com A= 685 nm, drea do feixe
de 2 mm?, divergéncia de 1,5°. A aplicacao foi re-
alizada imediatamente apés a realizacéo da lesao,
transcutaneamente nas bordas da ferida, em quatro
pontos equidistantes demarcados.* Todos os ratos
dos grupos experimentais foram irradiados com o
mesmo protocolo de irradiacdo que correspondeu
a uma Unica aplicac@o de forma pontual, pulsatil,
com frequéncia de 35 pulsos por segundo, poténcia
de 35 mW e densidade de energia de 0,5 J/cm?
por ponto, tempo de 17 segundos, totalizando uma
dose fotal de 2 J/cm? e tempo total de 68 segundos
por animal.

A morte dos animais seguiu a distribuicéo
por grupos: 6, 12 e 24 horas apds a irradiacdo
laser. Para tal, foi empregada cadmara de CO?Z,
ocasionando morte por parada cardiorrespiraté-
ria, respeitando-se a Declarag@o dos Direitos dos

Animais.’

PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

Apébs a morte de cada animal, foi retirada uma
peca eliptica com margem de seguranca envolven-
do a lesdo.

As pecas foram fixadas em solucdo de formol
a 10% tamponado?, por um periodo de 24 horas,
em frascos individualizados e separados por grupos.
Em seguida, foram seccionadas ao meio e incluidas
em parafina. Depois de confeccionados os blocos,
foram obtidos cortes histolégicos com 5 micra de
espessura e montados em |dminas, que foram co-
radas pela técnica da hematoxilina e eosina (HE).

Para a andlise da amostra, foi utilizada a mi-
croscopia 6ptica de luz, objetivando a contagem
celular dos granulécitos e descricdo do infilirado
inflamatério agudo, através do método esteriolé-
gico’, utilizando um sistema composto por micros-
cépio Axioskop 40® (Carl Zeiss®, Oberkochen,

Alemanha). Apés a eleicao das regides perilesionais,
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as imagens nessas regides foram capturadas com
objetiva de 400x através da cdmera CoolSnapPro
color® (Media Cybernetics® inc, Silver Spring,
USA) acoplada ao microscédpio dptico e conecta-
da a um computador Pentium IV (Dell® Computer
Corporation, Boston, USA) que continha o sistema
computadorizado de captura de imagens Image-
Pro® Plus, versdo 4.5.1.22 (Media Cybernetics®
Inc, Silver Spring, USA). As células foram contadas
através da ferramenta “Measure”, opcdo Count/
Size, modo manual do Image-Pro® Plus.

Tendo como variavel independente a irradiacéo
laser de baixa poténcia e como varidvel dependente
o infiltrado inflamatério agudo, os dados coleta-
dos foram tabulados e procedeu-se a andlise de
varidncia método paramétrico (One-way ANOVA),
com pés-teste de Tukey-Kramer, através do software
GrafPad InStat®.!

RESULTADOS
ANALISE DESCRITIVA

Observou-se & microscopia éptica de luz um
maior numero de granulédcitos perilesionais pre-
sentes no tecido conjuntivo nos grupos controle em
relacé@o aos grupos experimentais 6, 12 e 24 horas.
Notou-se também presenca de edema conjuntivo
nas primeiras 12 horas apds a confeccdo da lesdo,
principalmente nos grupos irradiados. Houve au-
mento celular progressivo nos 3 grupos controle e
ndo houve variac@o nos grupos experimentais entre

12 e 24 h apés a irradiagéo (fig. 02).

Figura 02. Colorag@o HE mostrando os granulécitos nos
grupos, aumento de 400x. A: Controle 6 h; B: Experimental
6 h; C: Controle 12 h; D: Experimental 12 h; E: Controle
24 h; F: Experimental 24 h.Porto Alegre, RS. 2007.
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2. ANALISE ESTATISTICA

Andlise de Varidncia (ANOVA One-way): o
valorde P ¢ 0,1371, considerado néo significante.
A variacdo entre as médias das colunas ndo ¢é sig-
nificantemente maior que o esperado pela ocasido
(95%, P<0,05).

Teste de Tukey-Kramer para comparacées mul-
tiplas: Se o valor de q é maior que 4,751, entéo o
valor de P é menor que 0,05 (tab. 2; fig. 03).

Tabela 2. Comparacéo das diferencas das médias entre
os grupos. Porto Alegre, RS. 2007

Comparagdo Diferenca das q Valor de P

medidas
Exp. 6h vs -31,250 1,302 P>0,05
Contr. 6h
Exp. 6h vs Exp.  -50,250 2,565 P>0,05
12h
Exp. 6h vs -71,250 2,970 P>0,05
Contr. 12h
Exp. 6h vs Exp.  -45,500 2,323 P>0,05
24h
Exp. 6h vs -100,25 4,178 P>0,05
Contr. 24h
Contr. 6h vs -19,000 0,7919  P>0,05
Exp. 12h
Contr. 6h vs -40,000 1,444 P>0,05
Contr. 12h
Contr. 6h vs 0,5939  P>0,05
Exp. 24h
Contr. 6h vs -69,000 2,490 P>0,05
Contr. 24h
Exp. 12h vs -21,000 0,8752 P>0,05
Contr. 12h

4,750 0,2425 P>0,05
Exp. 12h vs -50,000 2,084 P>0,05
Contr. 24h
Contr. 12h vs 25,750 1,073 P>0,05
Exp. 24h
Contr. 12h vs -29,000 1,042 P>0,05
Contr. 24h
Exp. 24h vs -54,750 2,282 P>0,05
Contr. 24h

Fonte: dados da pesquisa
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Figura 03. Média e Erro Padrédo dos grupos. Porto Alegre,
RS. 2007.

DISCUSSAO

Dentre as intervencdes ndo-farmacolégicas
para a resolucéo de processos inflamatérios e
dlgicos, o laser de baixa de poténcia surgiu como
uma alternativa promissora. Dois possiveis meca-
nismos tém sido propostos para explicar os efeitos
benéficos vistos nos estudos clinicos com laser de
baixa poténcia. O primeiro possivel mecanismo
para acdo do laser de baixa poténcia é um efeito
modulatério dose-dependente no metabolismo
fibrobléstico e deposicdo colédgena. O segundo
possivel mecanismo tem sido pouco estudado, o
efeito especifico do comprimento de onda, mas
ainda se conhece pouco sobre essa questdo para
se fazerem afirmacoées.'°

Para o estudo tanto do processo inflamatério
quanto o de reparo, muitos tipos de laser de baixa
poténcia (He-Ne; Ga-Al-As) com diferentes com-
primentos de onda e regimes terapéuticos tém sido
utilizados, bem como o modelo animal estudado e
de inflamacéo induzida, também o periodo de mor-
te dos animais pés-irradiacéo, gerando dificuldade
em comparar os resultados e na formulagéo de uma
teoria do seu mecanismo de acdo.

Sdo muitas as varidveis a serem controladas
quando se trabalha com laserterapia: comprimento
de onda, frequéncia, poténcia de saida, diGmetro
do spot, tempo de irradiacdo, intensidade, dose e
intervalos de tratamento. O tamanho do spot e o
tempo de exposicdo sdo de importancia significante
porque eles determinam a intensidade e a dose e,

portanto, as respostas celulares para a incidéncia
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da luz. Atermicidade e reacées fotoquimicas sdo a
base do laser de baixa poténcia, ocorrendo com
densidades de poténcia entre 10-2 e 100 W/cm? e
densidades de energia entre 10-2 e 102 J/cm?2.#

Concorda-se com Belkin e Schwartz'" ao afir-
marem que, embora ocorra o fendmeno associado
ao laser de baixa poténcia, os seus bioefeitos estdo
longe de serem esclarecidos, apesar de existirem.

Chagas Jr."? encontrou uma maior degranulacéo
mastocitaria nas primeiras 12 horas apés aplicacdo
de laser de baixa poténcia, o que acarretaria um
maior recrutamento das células leucocitdrias devi-
do & disponibilidade das substancias, mediadores
quimicos da inflamacéo, tais como a histamina, um
potente vasodilatador, fator quimiotdtico para eo-
sindfilos (ECF) e fator quimiotético para neutrdfilos
(NCF). Sendo a amostra deste trabalho a mesma
utilizada por Chagas Jr.'?, o fenémeno ocorrido
com o infiltrado inflamatério ndo foi o esperado,
porém se percebem a presenca do edema, correla-
cionando & degranulacdo da histamina. Apesar de
o resultado ndo ter sido estatisticamente significante,
pode-se observar a diferenca do comportamento
do infiltrado inflamatério nos grupos experimental
e controle. Esse dado é de alta relevancia, uma
vez que, para um mesmo protocolo de irradiacéo,
no mesmo modelo animal, ocorreram fendmenos
biolégicos distintos. Em outras palavras, pode-se
inferir que, para cada tipo celular, a irradiacéo
laser tem um efeito, o que dificulta, ainda mais, o
estudo dessa terapia.

A fotorrecepc@o ocorrendo em nivel mitocon-
drial, segundo a teoria de Karu'?, pode intensificar
o metabolismo respiratério e as propriedades ele-
trofisiolégicas da membrana, mudando a fisiologia
celular. Pode-se inferir que a luz do laser, agindo
nos granulécitos, altera seu processo de diapedese,
o que explicaria, em parte, a menor presenca do
infiltrado inflamatério, mesmo com maior disponi-
bilidade de mediadores quimicos, os subprodutos

da degranulacdo mastocitdria.
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Ferreira et al.* ndo descartam a possibilidade
da existéncia de vasoconstricdo apds a irradiacéo
laser, corroborando os achados de Pugliese et al.'®
e Lopes-Martins et al.’® e contrariando a degranu-
lacdo mastdcitdria encontrada por Chagas Jr.'?,
mas poderia explicar em parte o ocorrido neste
estudo com o infiltrado inflamatério. E qual seria a
explicac@o para o edema existente?

Seriam necessdrios maiores estudos controlados
e padronizados em Biologia Celular e Molecular a
fim de provar os diversos postulados da acéo da

irradiacéo laser em nivel celular.

CONCLUSAO
Baseados nos resultados obtidos com a apli-

cacdo da luz do laser A 685 nm, nesse protocolo

de irradiacGo utilizado para esse modelo animal,
pode-se concluir que

a) a luz do laser é capaz de diminuir a intensidade
do infiltrado inflamatério agudo e o nimero
total de granulécitos, apds uma Unica irradia-
cGo;

b) sGo necessdrios estudos mais apurados para a
confirmacdo dos resultados obtidos, como o
aumento e pareamento da amostra a ser es-
tudada para obtencdo de uma estatistica mais

fundamentada.
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