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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estudar a intensidade do infiltrado inflamatório agudo, presente em tecido 

conjuntivo perilesional do dorso de ratos submetidos à irradiação laser de baixa potência (λ 685 nm) após 

uma única aplicação. Foram utilizados dezoito ratos machos, linhagem Wistar, de 250 a 300 gramas, 

nos quais foram realizadas feridas cirúrgicas padronizadas. A amostra foi constituída de seis grupos, três 

experimentais e três controles, compostos por quatro e dois ratos, cada grupo, respectivamente. Os gru-

pos experimentais foram irradiados em quatro pontos perilesionais equidistantes, com uma única dose de 

0,5J/cm² por ponto, com potência de 35 mW, frequência de 35 pulsos por segundo e tempo de aplicação 

por ponto de 17 s. Os grupos-controles não foram irradiados. Os animais foram mortos 6, 12 e 24 ho-

ras após a irradiação, sendo obtidas peças que seguiram para processamento laboratorial de rotina. O 

estudo das lâminas foi realizado através da descrição e contagem absoluta dos granulócitos pelo método 

esteriológico. Os resultados obtidos demonstraram que há uma diminuição no número total de granuló-

citos, não significante estatisticamente (p≥0,05), quando comparados aos grupos controles. Concluiu-se 

que a luz laser é capaz de diminuir a intensidade do infiltrado inflamatório após uma única irradiação. 

Palavras-Chaves: laser de baixa potência; granulócitos; hematoxilina e eosina; método esteriológico.

ABSTRACT

The aim of this work was study the intensity of acute inflammatory infiltrate inconnective tissue after low level 

laser therapy (λ = 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/

cm², 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.

V13N3Laser terapêutico e células inflamatórias – 
parte 2: neutrófilos* 

Therapeutic laser and inflammatory cells - part 2: neutrophils
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INTRODUÇÃO

O laser de baixa potência tem ação biomo-

duladora terapêutica importante no processo de 

reparo tecidual tem sido empregado amplamente, 

nas diversas áreas da Saúde, sendo a Odontologia 

uma das que mais faz uso dessa tecnologia. 

Os estudos, até então, realizados, pertinentes 

aos eventos biológicos do reparo, trazem detalha-

damente as fases mais tardias, como a inflamação 

crônica e a deposição de colágeno.1 Segundo 

Pereira e Burini2, as células inflamatórias aparecem 

no local da lesão cerca de seis horas após o de-

sencadeamento inicial dessa, com as margens da 

ferida contendo fagócitos, sendo que, nas próximas 

24 horas, com predomínio de polimorfonucleares. 

A resposta inflamatória aguda está estreitamente 

interligada ao processo de reparo, servindo para 

destruir, diluir ou encerrar o agente lesivo, movimen-

tando uma série de eventos responsáveis pela cica-

trização e reconstituição do tecido danificado.3

Ao laser de baixa potência vem sendo atribuído 

efeitos analgésicos, anti-inflamatórios e estimulantes 

do processo de cicatrização, sendo o estudo das 

interações entre a luz laser e a matéria viva mar-

cadamente complexo. A energia depositada nos 

tecidos sofre fenômenos de absorção, reflexão, 

difusão e transmissão.1

Os parâmetros fundamentais do protocolo de 

irradiação laser essencial para comparação dos 

dados são os seguintes: comprimento de onda, 

freqüência, potência de saída, diâmetro do spot, 

tempo de irradiação, intensidade, dose e intervalos 

de tratamento. O tamanho do spot e o tempo de 

exposição são de grande importância porque eles 

determinam a intensidade e a dose e, portanto, 

as respostas celulares para a incidência da luz. 

Atermicidade e reações fotoquímicas são a base 

do laser nãocirúrgico, ocorrendo com densidades 

de potência entre 10-2 e 100 W/cm2 e densidades 

de energia entre 10-2 e 10² J/cm².4

As funções terapêuticas no campo da analgesia 

e de biomodulação do processo inflamatório são 

geralmente desenvolvidas no espectro vermelho e 

infravermelho da luz, de λ 600 nm a λ 900 nm, 

aproximadamente.5 À biomodulação tem sido 

atribuído o aumento do alcance dos efeitos bioló-

gicos desde o crescimento epitelial e fibroblástico, 

a estimulação da síntese de colágeno, o aumento 

da capacidade de fagocitose e de liberação de 

endorfina.6

Pretendeu-se realizar este trabalho sobre la-

serterapia e inflamação aguda, com a justificativa 

de que não existem trabalhos específicos sobre o 

tema. O laser de baixa potência é usado em larga 

escala para os mais diversos procedimentos clínicos 

na Odontologia, acrescentando que a inflamação 

aguda é a maior queixa dos pacientes devido aos 

seus inconvenientes: dor e edema.

O objetivo deste trabalho foi estudar a intensi-

dade do infiltrado inflamatório agudo presente em 

tecido conjuntivo perilesional do dorso de ratos 

submetidos à irradiação laser de baixa potência 

após uma única aplicação.

METODOLOGIA

Foi realizado um estudo descritivo relacional 

comparativo, aprovado previamente pela Comissão 

Científica e de Ética da Faculdade de Odontologia 

da Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande 

do Sul, sob o protocolo Nº 0094/05.

OBTENÇÃO DA AMOSTRA

A amostra foi constituída de 18 ratos machos 

com peso entre 250 e 300 gramas da espécie Rat-

tusnorvegicus, ordem Rodentia, linhagem Wistar, 

distribuídos aleatoriamente em seis grupos, três 

experimentais e três controles. Cada grupo expe-

rimental foi composto por quatro ratos, e cada 

controle, por dois (tab. 1).
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Grupos Animais
Controle 6h            2

Experimental 6h            4

Controle 12h            2

Experimental 12h            4

Controle 24h            2

Experimental 24h            4

Tabela 1. Distribuição dos animais nos grupos. Porto 
Alegre, RS. 2004

Fonte: dados da pesquisa.

O procedimento cirúrgico foi realizado sob anestesia 

geral (Xilazina® e Quetamina® intraperitoneal). Os ani-

mais foram tricotomizados na porção superior de dorso, 

quando já se encontravam em plano anestésico, sendo 

lavados com solução fisiológica 0,9% e secos com gaze 

estéril. Em seguida, foi realizada antissepsia com solução 

de clorexidina a 2%. A cirurgia seguiu o protocolo de 

Panarello¹: o punch foi posicionado perpendicularmente 

à superfície da pele da região tricotomizada, promoven-

do, assim, movimentos giratórios para facilitar penetra-

ção da lâmina a uma profundidade de 1mm. Depois, 

foi dissecado o tecido incluído na demarcação, com 

bisturi e pinça de Adson Brown, removendo delicada-

mente a quantidade de tecido necessária à produção 

de uma lesão com 1 mm de profundidade e 8 mm de 

diâmetro, que proporcionou uma área tecidual de apro-

ximadamente 0,5 cm² e com volume de 0,05 cm³ (fig. 

01). O sangramento não foi interrompido ou removido, 

permitindo a hemostasia espontânea das feridas.

Figura 01. Procedimentos para confecção de ferida 
cirúrgica – Tricotomia (A);
Marcação com o punch (B); Incisão (C) e Ferida cirúrgica 
(D). Porto Alegre, RS. 2004.

O aparelho laser utilizado foi o modelo Thera-

lase® (DMC, São Carlos, SP), de meio ativo InGaIP, 

emissor laser visível, com λ= 685 nm, área do feixe 

de 2 mm², divergência de 1,5°. A aplicação foi re-

alizada imediatamente após a realização da lesão, 

transcutaneamente nas bordas da ferida, em quatro 

pontos equidistantes demarcados.4 Todos os ratos 

dos grupos experimentais foram irradiados com o 

mesmo protocolo de irradiação que correspondeu 

a uma única aplicação de forma pontual, pulsátil, 

com frequência de 35 pulsos por segundo, potência 

de 35 mW e densidade de energia de 0,5 J/cm² 

por ponto, tempo de 17 segundos, totalizando uma 

dose total de 2 J/cm² e tempo total de 68 segundos 

por animal.

A morte dos animais seguiu a distribuição 

por grupos: 6, 12 e 24 horas após a irradiação 

laser. Para tal, foi empregada câmara de CO², 

ocasionando morte por parada cardiorrespirató-

ria, respeitando-se a Declaração dos Direitos dos 

Animais.7

PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

Após a morte de cada animal, foi retirada uma 

peça elíptica com margem de segurança envolven-

do a lesão.

As peças foram fixadas em solução de formol 

a 10% tamponado8, por um período de 24 horas, 

em frascos individualizados e separados por grupos. 

Em seguida, foram seccionadas ao meio e incluídas 

em parafina. Depois de confeccionados os blocos, 

foram obtidos cortes histológicos com 5 micra de 

espessura e montados em lâminas, que foram co-

radas pela técnica da hematoxilina e eosina (HE).

Para a análise da amostra, foi utilizada a mi-

croscopia óptica de luz, objetivando a contagem 

celular dos granulócitos e descrição do infiltrado 

inflamatório agudo, através do método esterioló-

gico9, utilizando um sistema composto por micros-

cópio Axioskop 40® (Carl Zeiss®, Oberkochen, 

Alemanha). Após a eleição das regiões perilesionais, 
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as imagens nessas regiões foram capturadas com 

objetiva de 400x através da câmera CoolSnapPro 

color® (Media Cybernetics® inc, Silver Spring, 

USA) acoplada ao microscópio óptico 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, versão 4.5.1.22 (Media Cybernetics® 

Inc, Silver Spring, USA). As células foram contadas 

através da ferramenta “Measure”, opção Count/

Size, modo manual do Image-Pro® Plus.

Tendo como variável independente a irradiação 

laser de baixa potência e como variável dependente 

o infiltrado inflamatório agudo, os dados coleta-

dos foram tabulados e procedeu-se à análise de 

variância método paramétrico (One-way ANOVA), 

com pós-teste de Tukey-Kramer, através do software 

GrafPad InStat®.¹ 

RESULTADOS

ANÁLISE DESCRITIVA

Observou-se à microscopia óptica de luz um 

maior número de granulócitos perilesionais pre-

sentes no tecido conjuntivo nos grupos controle em 

relação aos grupos experimentais 6, 12 e 24 horas. 

Notou-se também presença de edema conjuntivo 

nas primeiras 12 horas após a confecção da lesão, 

principalmente nos grupos irradiados. Houve au-

mento celular progressivo nos 3 grupos controle e 

não houve variação nos grupos experimentais entre 

12 e 24 h após a irradiação (fig. 02).

Figura 02. Coloração HE mostrando os granulócitos 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.

2. ANÁLISE ESTATÍSTICA

Análise de Variância (ANOVA One-way): o 

valor de P é 0,1371, considerado não significante. 

A variação entre as médias das colunas não é sig-

nificantemente maior que o esperado pela ocasião 

(95%, P≤0,05).

Teste de Tukey-Kramer para comparações múl-

tiplas: Se o valor de q é maior que 4,751, então o 

valor de P é menor que 0,05 (tab. 2; fig. 03).

Comparação Diferença das 
medidas

   q Valor de P

Exp. 6h vs 
Contr. 6h

-31,250 1,302 P>0,05

Exp. 6h vs Exp. 
12h

-50,250 2,565 P>0,05

Exp. 6h vs 
Contr. 12h

-71,250 2,970 P>0,05

Exp. 6h vs Exp. 
24h

-45,500 2,323 P>0,05

Exp. 6h vs 
Contr. 24h

-100,25 4,178 P>0,05

Contr. 6h vs 
Exp. 12h

-19,000 0,7919 P>0,05

Contr. 6h vs 
Contr. 12h

-40,000 1,444 P>0,05

Contr. 6h vs 
Exp. 24h

0,5939 P>0,05

Contr. 6h vs 
Contr. 24h

-69,000 2,490 P>0,05

Exp. 12h vs 
Contr. 12h

-21,000 0,8752 P>0,05

4,750 0,2425 P>0,05

Exp. 12h vs 
Contr. 24h

-50,000 2,084 P>0,05

Contr. 12h vs 
Exp. 24h

25,750 1,073 P>0,05

Contr. 12h vs 
Contr. 24h

-29,000 1,042 P>0,05

Exp. 24h vs 
Contr. 24h

-54,750 2,282 P>0,05

Tabela 2. Comparação das diferenças das médias entre 
os grupos. Porto Alegre, RS. 2007

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

DISCUSSÃO

Dentre as intervenções não-farmacológicas 

para a resolução de processos inflamatórios e 

álgicos, o laser de baixa de potência surgiu como 

uma alternativa promissora. Dois possíveis meca-

nismos têm sido propostos para explicar os efeitos 

benéficos vistos nos estudos clínicos com laser de 

baixa potência. O primeiro possível mecanismo 

para ação do laser de baixa potência é um efeito 

modulatório dose-dependente no metabolismo 

fibroblástico e deposição colágena. O segundo 

possível mecanismo tem sido pouco estudado, o 

efeito específico do comprimento de onda, mas 

ainda se conhece pouco sobre essa questão para 

se fazerem afirmações.10

Para o estudo tanto do processo inflamatório 

quanto o de reparo, muitos tipos de laser de baixa 

potência (He-Ne; Ga-Al-As) com diferentes com-

primentos de onda e regimes terapêuticos têm sido 

utilizados, bem como o modelo animal estudado e 

de inflamação induzida, também o período de mor-

te dos animais pós-irradiação, gerando dificuldade 

em comparar os resultados e na formulação de uma 

teoria do seu mecanismo de ação.

São muitas as variáveis a serem controladas 

quando se trabalha com laserterapia: comprimento 

de onda, frequência, potência de saída, diâmetro 

do spot, tempo de irradiação, intensidade, dose e 

intervalos de tratamento. O tamanho do spot e o 

tempo de exposição são de importância significante 

porque eles determinam a intensidade e a dose e, 

portanto, as respostas celulares para a incidência 

da luz. Atermicidade e reações fotoquímicas são a 

base do laser de baixa potência, ocorrendo com 

densidades de potência entre 10-2 e 100 W/cm² e 

densidades de energia entre 10-2 e 10² J/cm².4

Concorda-se com Belkin e Schwartz11 ao afir-

marem que, embora ocorra o fenômeno associado 

ao laser de baixa potência, os seus bioefeitos estão 

longe de serem esclarecidos, apesar de existirem.

Chagas Jr.12 encontrou uma maior degranulação 

mastocitária nas primeiras 12 horas após aplicação 

de laser de baixa potência, o que acarretaria um 

maior recrutamento das células leucocitárias devi-

do à disponibilidade das substâncias, mediadores 

químicos da inflamação, tais como a histamina, um 

potente vasodilatador, fator quimiotático para eo-

sinófilos (ECF) e fator quimiotático para neutrófilos 

(NCF). Sendo a amostra deste trabalho a mesma 

utilizada por Chagas Jr.12, o fenômeno ocorrido 

com o infiltrado inflamatório não foi o esperado, 

porém se percebem a presença do edema, correla-

cionando à degranulação da histamina. Apesar de 

o resultado não ter sido estatisticamente significante, 

pode-se observar a diferença do comportamento 

do infiltrado inflamatório nos grupos experimental 

e controle. Esse dado é de alta relevância, uma 

vez que, para um mesmo protocolo de irradiação, 

no mesmo modelo animal, ocorreram fenômenos 

biológicos distintos. Em outras palavras, pode-se 

inferir que, para cada tipo celular, a irradiação 

laser tem um efeito, o que dificulta, ainda mais, o 

estudo dessa terapia.

A fotorrecepção ocorrendo em nível mitocon-

drial, segundo a teoria de Karu13, pode intensificar 

o metabolismo respiratório e as propriedades ele-

trofisiológicas da membrana, mudando a fisiologia 

celular. Pode-se inferir que a luz do laser, agindo 

nos granulócitos, altera seu processo de diapedese, 

o que explicaria, em parte, a menor presença do 

infiltrado inflamatório, mesmo com maior disponi-

bilidade de mediadores químicos, os subprodutos 

da degranulação mastocitária.
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Ferreira et al.14 não descartam a possibilidade 

da existência de vasoconstrição após a irradiação 

laser, corroborando os achados de Pugliese et al.15 

e Lopes-Martins et al.10 e contrariando a degranu-

lação mastócitária encontrada por Chagas Jr.12, 

mas poderia explicar em parte o ocorrido neste 

estudo com o infiltrado inflamatório. E qual seria a 

explicação para o edema existente?

Seriam necessários maiores estudos controlados 

e padronizados em Biologia Celular e Molecular a 

fim de provar os diversos postulados da ação da 

irradiação laser em nível celular.

CONCLUSÃO

Baseados nos resultados obtidos com a apli-

cação da luz do laser λ 685 nm, nesse protocolo 

de irradiação utilizado para esse modelo animal, 

pode-se concluir que

a) a luz do laser é capaz de diminuir a intensidade 

do infiltrado inflamatório agudo e o número 

total de granulócitos, após uma única irradia-

ção;

b) são necessários estudos mais apurados para a 

confirmação dos resultados obtidos, como o 

aumento e pareamento da amostra a ser es-

tudada para obtenção de uma estatística mais 

fundamentada.
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