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RESUMO

BARBOSA, Fabiano Sousa, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Maio de
2008. Efeito da laserterapia de baixa poténcia Galio-Aluminio-indio-
Fosforo nainflamacé&o granulomatosa experimental em camundongos.
Orientador: Clovis Andrade Neves. Co-orientadores: Marcelo José Vilela e
Gustavo Pereira Benevides.

O laser de baixa poténcia é uma modalidade terapéutica, cujos efeitos ainda se
encontram em processo de avaliacdo. O presente estudo teve por objetivos
identificar os efeitos do laser terapéutico de baixa poténcia Ga-Al-In-P 660
nandmetros na dindmica do processo inflamatério granulomatoso em
camundongos machos Swiss albino ao analisar morfologicamente o padréo de
migracdo das células inflamatérias em laminulas de vidro inseridas na
hipoderme do dorso de camundongos em diferentes tempos de irradiacao.
Foram utilizados 40 camundongos adultos machos da linhagem Swiss albino;
divididos em dois grupos distintos: Teste (T), submetidos a irradiacdo, e
Controle (C), ndo submetidos a terapia laser. Ambos os grupos foram
subdivididos em cinco subgrupos com quatro individuos cada, de acordo com o
tempo de sacrificio em dias. ApGs 24 horas do implante das laminulas deu-se
inicio, nos animais do grupo T, a irradiacdo diaria de intensidade 3 J/cm? e
poténcia média de 30 mW, por meio da técnica pontual; durante até trinta dias
consecutivos e ininterruptos respeitando-se o tempo de sacrificio de cada
subgrupo. A analise morfologica foi pautada na avaliacdo dos componentes
celulares, identificando e quantificando a presenca de polimorfonucleares
(PMN), macréfagos/fibroblastos, linfocitos e células gigantes de corpo estranho.
Pudemos notar que a quantidade das células estudadas ndo mostrou diferenca
estatisticamente significativa quando comparados 0s grupos experimental e
controle. O uso do laser terapéutico ndo mostrou efeitos significativos na
dindmica de migragédo celular. Novas pesquisas deverdo ser realizadas no
sentido de identificar possivel acdo do laser na dinamica de migracdo das
células inflamatorias.



ABSTRACT

BARBOSA, Fabiano Sousa, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, May,
2008. Effects of low level laser therapy Gallium-Aluminum-Indian-
Phosphor on the experimental granulomatous inflammation process in
albinic mice. Orientador: Clévis Andrade Neves. Co-orientadores: Marcelo
José Vilela and Gustavo Pereira Benevides.

Low level laser therapy (LLLT) is a therapeutic strategy in which its effects are
still in a continuous process of evolution. The aim of the present study was to
identify the effects of LLLT Ga-Al-In-P 660nm on the dynamics of a
granulomatous inflammatory process in male swiss albinic mice. The migration
pattern of inflammatory cells in glass coverslips inserted into their dorsal
region in the hypodermis, at different times of application was analyzed
morphologically. The analysis included 40 male adults mice split into two
different groups: Test (T), treated with laser therapy, and Control (C), without
any intervention. Both groups were divided into 5 sub-groups with four
individuals in each, according to the time they had been sacrificed. 24 hours
after the implant of the glass coverslips, the treatment in the T group started,
consisting of one daily irradiation with three J/cm? of intensity and 30mW of
power with the punctual technique. The morphological analysis was based in an
evaluation of cell components, identifying and characterizing the presence of
polymorphonucleated leucocytes, macrophage/fibroblast, lymphocytes and
multinucleated giant cells. The polymorphonucleated leucocytes sustained the
same pattern in both groups, same results were observed in
macrophage/fibroblast and multinucleated giant cells. The laser therapy did not
show any significant difference in the dynamic of the granulomatous
inflammatory process. New researches needed to identify the possible effects of
LLLT the migration dynamics of inflammatory cells.



1. INTRODUCAO

1.1. A pele

A pele recobre toda a superficie do corpo e constitui um dos maiores 6rgaos
do corpo humano (ROSS et al.,, 2008). Representa aproximadamente 16% do
peso corporal e desempenha multiplas fungdes como, protegcdo do organismo
contra perda de agua e lesbes ocasionadas pelo atrito, além de constituir
importante barreira fisica contra invasdo do organismo por patégenos
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

E constituida por uma porcdo epitelial de origem ectodérmica, a epiderme,
formada por epitélio estratificado pavimentoso queratinizado que possui, do plano
mais interno para a superficie, as camadas basal, constituida por células
prismaticas; espinhosa, constituida por células poligonais; granulosa, constituida
por células poligonais achatadas com nucleo central e citoplasma rico em
granulos de queratino-hialina; lucida, constituida por uma delgada camada de
células achatadas eosindfilas e hialinas; cérnea, de espessura variada e
constituida por células achatadas, mortas e sem nucleo. A outra camada
constituinte da pele é a derme, uma porgao conjuntiva de origem mesodérmica
sobre o qual se apdia a epiderme que possui duas camadas de limites pouco
distintos, a papilar constituida por tecido conjuntivo frouxo e a reticular, camada
mais espessa, constituida por tecido conjuntivo denso (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2004). Imediatamente abaixo e em continuidade com a derme,
encontra-se a hipoderme ou tecido celular subcutaneo que nao faz parte da pele
(DAO e KAZIN, 2008).



1.2. Processo inflamatério

O processo inflamatério envolve uma série de eventos que podem ser
desencadeados por numerosos estimulos, tais como agentes infecciosos,
isquemias, interagcdes antigeno-anticorpo, lesées quimicas ou lesdes por agentes
fisicos (BRASILEIRO FILHO, 2006; GIL et al., 2006). Pode-se conceituar
inflamagc&o como uma resposta do tecido agredido, caracterizada por alteragdes
vasculares, celulares e da matriz extracelular, bem como por adaptacbdes do
tecido conjuntivo vizinho, onde proteinas do soro e células especificas adentram o
tecido lesado (HANSSON et al., 2006; KAWAI e AKIRA, 2006). A inflamacéao é
decorrente de um agente lesivo, suficientemente intenso para provocar
fenbmenos de transformacdes celulares e teciduais (BALBINO et al., 2005).
Contudo, a resposta inflamatéria excessiva pode levar a graves danos teciduais,
descompensacao fisiolégica, disfungdes organicas sistémicas e até mesmo
inducdo ao obito (SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004). A resposta
inflamatoria esta intimamente ligada ao processo de reparo (COTRAN et al.,
2007), por isso inicia-se imediatamente apds a lesdo, sendo uma reagéao inata do
organismo ao trauma lesivo. A lesdo pode provocar ruptura dos vasos
sanguineos, com consequente extravasamento de sangue, plasma e fluidos
teciduais para a area lesada (BAXTER et al., 1991; BALBINO et al., 2005).

O tempo de duracdo e a intensidade do agente lesivo determinam
diferentes graus ou fases de transformacao nos tecidos. Segundo Guidugli-Neto
(1997) séo cinco as fases do processo inflamatoério: 1) a fase irritativa, onde as
modificagdes morfolégicas e funcionais dos tecidos agredidos promovem a
liberacdo de mediadores quimicos, desencadeantes das demais fases; 2) a fase
vascular que corresponde as alteragcbes hemodinamicas da circulagdo e de
permeabilidade no local da agressao; 3) a fase exsudativa, caracterizada pela
formagcdo de exsudato plasmatico e celular oriundo do aumento da
permeabilidade vascular, onde os leucdcitos sdo os elementos celulares mais

caracteristicos; 4) a fase degenerativa-necrotica, caracterizada pela presenca de



células com alteragbes degenerativas reversiveis ou nao, derivadas da agao
direta do agente agressor ou das modificagbes funcionais e anatébmicas
consequentes das trés fases anteriores e, por fim, 5) a fase produtiva-reparativa,
caracterizada pela diminuicdo dos mediadores inflamatérios com consequente
diminuicdo dos fendmenos vasculares, reabsor¢cao do exsudato pela fagocitose
das células exsudadas que sofreram apoptose, e do retorno de alguns fagécitos
para circulagao linfatica e sanguinea. Nesta fase € desencadeada a reparagao da
lesdo tecidual que ocorreu durante o processo onde os elementos celulares
predominantes sdo os linfocitos e os macrofagos ativados que sofrem varias

modificagdes morfologicas e funcionais.

Para McNally e Anderson (2002), a resposta inflamatoria pode ser dividida
em duas principais categorias, aguda e cronica, de acordo com o tempo e o curso

patolégico.

A inflamagcdo aguda é de duragdo relativamente curta, considerada
imediata por se desenvolver no instante apdés a agdo do agente lesivo, e
inespecifica por ser qualitativamente a mesma, independentemente da causa que
a provoque; suas alteracbes correspondem as fases irritativa, vascular e
exsudativa. Este tipo de inflamacéao é caracterizado por alteragbes vasoativas que
promovem a exsudagao de fagocitos do sangue para as margens da lesdo, o que
€ demarcado pela presenga majoritaria de células polimorfonucleadas,
principalmente neutréfilos que promovem a fagocitose dos agentes contaminantes
e fragmentos teciduais produzidos pelo ferimento (KAWAI e AKIRA, 2006;
COTRAN et al., 2007).

Os neutréfilos medem de 10-20 micrédmetros de didmetro e tém nucleo
segmentado, com trés a cinco I6bulos. Em seu citoplasma, contém granulos de
dois tipos: azurdfilos, denominados lisossomos verdadeiros, e contém catepsina
G, mieloperoxidase, elastase, colagenase, lisozima, proteinas catibnicas
microbicidas, defensinas e hidrolases; e granulos especificos que contém lisozima
e lactoferrina. (BRASILEIRO-FILHO, 2006).



Os disturbios inflamatérios crénicos ocorrem pela persisténcia do agente
agressor ou por alguma interferéncia no curso normal do reparo tecidual. Sao
caracterizados por duragao prolongada, semanas, meses ou anos, onde o dano e
o reparo tecidual ocorrem simultaneamente (SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY,
2004).

A inflamacdo crénica ¢é caracterizada por infiltrado de células
mononucleares, o0 que determina posteriormente as fases proliferativa e
reparativa, marcadas pela proliferacdo de vasos sanguineos e substituicdo do
tecido normal (alvo) por acumulo anormal de tecido conjuntivo, levando a
instalagdo de fibrose que pode interferir diretamente na funcionalidade tecidual
(MARIANO, 1995). O processo inflamatério crénico promove intensa quimiotaxia
de mondcitos do tecido sanguineo, que no tecido alvo se diferenciam em
macrofagos, células que possuem alta capacidade fagocitica, contém nucleo
fusiforme e citoplasma rico em lisossomos, mitocondrias e reticulo
endoplasmatico rugoso (LAMPRECHT e GROSS, 2004; BRASILEIRO-FILHO,
2006). Os macréfagos representam um papel central na imunidade mediada por
célula, promovem a fagocitose e possuem fungdes reguladoras e de células
apresentadoras de antigeno (BRASILEIRO-FILHO, 2006). Além dos macrdéfagos,
a fase inflamatdria crbnica é também caracterizada pela presenca de linfécitos,
plasmodcitos e fibroblastos no estroma envolvido, aumentando os elementos
celulares as margens da lesao, o que favorece a neovascularizagao (COTRAN et
al., 2007).

Os linfécitos sao particularmente importantes nas inflamagdes crénicas,
embora sua participagédo nas inflamagdes agudas também seja relevante. Quando
ativados, produzem citocinas e regulam a atividade de outras células, como por

exemplo, a ativagao e proliferagao dos macrofagos (BRASILEIRO-FILHO, 2006).

O fibroblasto € a célula mais comum do tecido conjuntivo, possui
prolongamentos citoplasmaticos irregulares, seu nucleo é grande, de forma
ovoéide, com citoplasma rico em reticulo endoplasmatico rugoso e o aparelho de

Golgi bem desenvolvido. Sao células ativas, com alto metabolismo e elevada



expressdo de componentes da matriz extracelular (SANADA et al., 2003;
JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). A matriz extracelular (MEC) é o tecido que
esta entre as células conduzindo os vasos sanguineos e linfaticos, tem como
principais fungbes a sustentacdo e a integracdo dos tecidos subjacentes. Seus
componentes incluem moléculas que sao fundamentais para a ancoragem,
estimulagcdo e movimentacdo das ceélulas no seu interior e para as interagcdes
célula-matriz e célula-célula, pois a matriz extracelular € o veiculo para os fatores
de crescimento, horménios e moléculas de adesdo como as moléculas de adesao
intracelular (ICAM) ou as moléculas de adesao vascular-1 (VCAM-1). Na sua
porcao nao-fibrilar predomina um material amorfo, gelatindide, constituido
predominantemente por glicosaminoglicanos (principalmente o acido hialurénico),
proteoglicanos e glicoproteinas adesivas, entre essas estruturas circula o liquido
intersticial que tem importante papel na integragdo de todo o organismo vivo
(MEREDITH, 1993; ANDRADE, 2005). Nesse liquido circulam os nutrientes e o
oxigénio, e nele sdo eliminados os produtos resultantes do catabolismo celular
(ANDRADE, 2005). O colageno do tipo | € a proteina mais abundante da MEC,
outro importante componente é a fibronectina, uma importante proteina de adeséao
que possui dominios de ligagao ao colageno e outros dominios associados aos
fibroblastos, participando no processo de regeneracéo e reparo tecidual; ainda na
MEC ha a presenca de laminina, um complexo de adesao de proteinas com papel
demarcado na formagao e manutencao da estrutura vascular e celular durante o
reparo tecidual (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). O equilibrio de todo o tecido
conjuntivo € dinamico e a todo o momento este tecido é alterado de acordo com a

demanda, principalmente as exigéncias fisicas (ANDRADE, 2005).

Os macréfagos do tecido conjuntivo sao fusiformes, com nucleos ovéides e
cromatina condensada, e no tecido conjuntivo sdo quase tdo numerosos quanto
os fibroblastos com os quais podem ser confundidos quando observados em
microscopia de luz (SANADA et al., 2003; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

Quando ha persisténcia do agente agressor, os macréfagos sofrem

mudancgas conformacionais, com divisdes nucleares sem divisdo de seu



citoplasma, e outra apresentacdo morfoldgica que pode existir concomitante com
a anterior € quando se fundem dando origem as células gigantes multinucleadas o
que caracteriza outro tipo de resposta inflamatéria: a reacdo inflamatoria
granulomatosa (CIPRIANO et al., 2003; FERNANDES et al., 2005).

A resposta inflamatéria granulomatosa € um tipo especial de inflamacgao
cronica caracterizada pela predominancia das células do sistema mononuclear
fagocitico na forma de macrofagos, células epitelidides e células gigantes
multinucleadas, porém outros tipos celulares também sao encontrados,
especialmente os linfécitos e fibroblastos. Este tipo de inflamacao &
demarcadamente presente em diversas doencas de carater infeccioso, toxico,
alérgico, neoplasico e em enfermidades auto-imune, mas pode também ser de
etiologia desconhecida (WILLIAMS e WILLIAMS 1983; CIPRIANO et al. 2003).

As células gigantes sdo denominadas células gigantes de Langhans,
células gigantes de corpo estranho, células multinucleadas e células gigantes de
inflamagédo (McINNES e RENNICK, 1988; BOGSAN et al., 2005). Por convengao,
de acordo com Mariano (1995), nesse experimento a denominaremos como

células gigantes.

A primeira descricdo das células gigantes foi relatada em tumores de
vertebrados por Muller (1838); mais tarde, em 1855, Rokitansky relatou a
presengca dessas células em tecido tuberculoso, seguidos por Robin (1858) e
Virchow e Langhans (1868) que demonstraram essas células nos processos
inflamatoérios e neoplasicos (HARRIS, 1970, apud BOGSAN et al., 2005). As
células gigantes possuem alta capacidade secretora de enzimas, apresentando o
reticulo endoplasmatico rugoso e o complexo de Golgi bem desenvolvidos, além
de apresentar grande quantidade de vesiculas secretoras em seu citoplasma
(WILLIAMS e WILLIAMS, 1983; McINNES e RENNICK, 1988; SUTTON e WEISS,
1966). Apesar de sua alta capacidade fagocitica de particulas ser atestada,
Papadimitriou et al. (1973) e Mariano e Spector (1974) sugeriram que a formagao

de células gigantes resultaria em um mecanismo celular mais eficiente para



combater determinados parasitas. Embora sugestiva, esta hipétese ainda nao foi
totalmente confirmada ou refutada (BOGSAN et al., 2005).

A implantacdo de laminulas de vidros no tecido subcutédneo do dorso de
camundongos € capaz de induzir um processo de inflamagcdo do tipo
granulomatosa (BOGSAN et al.,, 2005; BRASILEIRO FILHO, 2006). Neste
processo 0s componentes celulares sao ativados tanto pelo trauma da
implantagdo, quanto pela presenga do corpo estranho o que desencadeia um
agregado celular sobre a superficie da laminula, onde posteriormente ocorre a
formagdo de granulomas, -caracterizados como pequenos aglomerados
organizados de células inflamatérias, onde os macréfagos se agrupam e formam
pregas interdigitantes entre si e adquirem morfologia semelhante as células
epitelicides (MARIANO e SPECTOR, 1974; FERNANDES et al., 2005;
BRASILEIRO FILHO, 2006).

Alguns estudos experimentais sugeriram que as ceélulas gigantes em lesdes
induzidas com laminulas de vidro no tecido subcutaneo de ratos, eram formadas
pela fusdo das células mononucleares do infiltrado inflamatério (GILLMAN e
WRIGHT, 1966; RYAN e SPECTOR, 1970; MARIANO e SPECTOR, 1974). Ha
uma miriade de discussdes quanto aos possiveis mecanismos de formagao
dessas células: através da fusdo de macrofagos tanto in vivo quanto in vitro
(RYAN e SPECTOR, 1970; POSTLETHWAITE et al., 1984; KREIPE et al., 1988;
MOST et al., 1997); com utilizacdo de diferentes citocinas (WEINBERG et al.,
1984; NAGASAWA et al., 1987; McINNES e RENNICK, 1988; ENELOW et al.,
1992a, 1992b; KAZAZI et al.,, 1994; FAIS et al, 1994, 1997; McNALLY e
ANDERSON, 1995); com interferon-gama (CHAMBERS, 1978; TAKASHIMA et
al., 1993); e com anticorpos especificos contra macrofagos (CHAMBERS, 1978;
McINNES e RENNICK 1988; HASSAN et al., 1989). Estudos mais recentes
indicam que sua origem da-se a partir da fusdo de macrofagos, porém os
mecanismos dessa fusdo ainda permanecem obscuros (CIPRIANO et al., 2003;
SANADA et al., 2003; BOGSAN et al., 2005; FERNANDES et al., 2005).



1.3. Laser

O termo “laser” € um acrébnimo para “Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation”. O fenémeno fisico da emissao estimulada foi proposto
pela primeira vez por Albert Einstein em 1916, tornando-se objeto constante de
estudo a partir de entdo (LUCAS et al., 2002). Em 1950, Townes, Gordon e Zeiger
constroem um primeiro protétipo de utilizagdo da emisséo estimulada propondo a
possibilidade de se modular a radiagdo laser (TATARUNAS et al., 1998). Na
década de 60, Maiman produziu o primeiro feixe de luz laser de Rubi, desde sua
concepcado os lasers encontraram uma aplicacdo imediata na medicina e
particularmente na cirurgia; a cirurgia oftalmica foi a primeira especialidade a
obter éxito com a aplicagado do laser (NIEMZ, 1996). Ao final desta década, no
inicio dos anos 70, as aplicacbes médicas do laser eram atribuidas aos
fenbmenos fototérmicos e fotoablativos com o tecido; assim os lasers
desempenharam um importante papel para cortar, soldar e mesmo destruir
tecidos como alternativas aos bisturis metalicos e também para ablacdo de
tumores e remocgao de tatuagens (BAXTER, 1994; NIEMZ, 1996).

O trabalho inicial da terapia laser comecou na Europa Oriental, sendo
principalmente baseado nos resultados de Mester et al. (1985) desenvolvidos nas
décadas de 60 e 70. Nestas décadas o laser chegou a ser uma modalidade
terapéutica popular no oriente europeu, onde foi relatado um grande numero de
aplicacbes em humanos e em modelos animais para tratamento de osteoartrite,
tendinites e reparo de feridas experimentais (BAXTER et al., 1991; OHSHIRO e
FUJINO, 1993). Posteriormente, em 1988, com a introducdo de fotodiodos
compactos o tratamento com laser ndo lesivo e bioestimulador, recebeu por
Ohshiro e Calderhead, o nome de terapia laser de baixa frequéncia - Low Level
Laser Therapy (LLLT); que designa, genericamente, a aplicagdo terapéutica de
lasers e diodos superluminosos monocromaticos de intensidade baixa, dosagem
inferior a 35 j/lcm? para o tratamento de afeccdes e lesdes dos tecidos bioldgicos
(KITCHEN e PARTRIDGE, 1991; BAXTER, 1994). Desde entdo, as pesquisas

com laser vém demonstrando sua eficiéncia no tratamento de doencas como



osteoartrite, tendinite, miopatias, quadros algicos, reparo tecidual e controle do
processo inflamatério. Aliado a portabilidade e acuracia do equipamento, o laser

vem sendo indicado para essas intervencdes ambulatoriais.

A primeira interacdo do laser com a pele ocorre na superficie do estrato
cérneo, onde uma pequena parte da radiagcao incidente sofre refracédo (PARRISH
e DEUTSCH, 1984). A penetracao da energia gerada pelo aparelho de Ga-Al-In-P
€ capaz de atingir camadas mais internas como fascias e tecido muscular
(KARINA e SANFELICE, 2005). A penetrabilidade da radiacdo nos tecidos é
determinada principalmente pelo comprimento de onda e, de maneira secundaria,
pela poténcia do aparelho (MESTER et al.,, 1985). Ocorrera a absorgao da
radiagdo quando um foton de luz interage com um atomo ou molécula, em que a
diferenca em termos de energia das bandas de valéncia da estrutura alvo (atomo)
equivale a energia transportada pelo féton (NIEMZ, 1996). Isto gera um féton de
determinada energia quantica e, portanto, com um comprimento de onda
especifico. Apenas algumas estruturas alvo serdo capazes de absorver a
radiacao luminosa. Dessa forma, para uma determinada molécula, apenas um
nivel de energia quantica, e, portanto, um comprimento de onda especifico pode
ser passivel de absorcao (KITCHEN, 2003). Estes fendbmenos sao designados de
espectro de absorcao para a molécula. Portanto a absorgcédo € especifica para o
comprimento de onda e esta especificidade de absor¢cdo determina qual o tipo de
tecido ira absorver a radiacdo incidente, e consequentemente a profundidade de
penetracao do laser (BAXTER, 1994; KITCHEN, 2003).

A luz laser é tipicamente produzida pela emissao espontanea da radiacao,
nestas circunstancias, os atomos e moléculas que compreendem o emissor
central sdo estimulados pela energia elétrica, de modo que os elétrons deslocam-
se para as Orbitas superiores. Assim que estejam em tais Orbitas, os elétrons
tornam-se instaveis, caindo espontaneamente dentro de curto periodo de tempo
para niveis de energia inferiores e desta forma liberam essa energia em forma de
fétons de luz (BAXTER, 1994). As propriedades do féton emitido sé&o

determinadas pela diferengca nos niveis de energia através dos quais o elétron



excitado decresceu, pois a diferenca de energia sera exatamente a mesma da
energia quantica do féton, sendo que esta energia € inversamente proporcional ao
comprimento de onda (KING, 1990). O comprimento de onda é efetivamente
determinado pela diferenca nas bandas de valéncia, onde as moléculas produzem
faixas tipicas de comprimentos de onda ou espectros de emissao, quando
devidamente estimuladas (BAXTER et al., 1991; KITCHEN, 2003). A radiagao
laser emite ondas na mesma frequéncia e €& condicionada, pelo arranjo de
espelhos, para que essa radiagéo seja emitida na mesma diregéo; isto caracteriza
que o feixe laser, em geral, possua mais poténcia que outras radiagdes Opticas
nao modificadas ou estimuladas (KITCHEN e PARTRIDGE, 1991). O laser € uma
radiagcédo eletromagnética, onde os campos correm juntos através do espago sem
a necessidade de um meio condutor. Logo a radiagdo ndo é apenas um
movimento de ondas, mas sim agregados de energia quantica proporcionais a
freqiéncia e inversamente proporcionais ao comprimento de onda. As
caracteristicas que identificam e diferenciam a luz laser das outras ondas
luminosas s&o: monocromaticidade, colimagdo e coeréncia (TUNER e HODE,
1998; KITCHEN, 2003).

A monocromaticidade indica que a luz emitida pelo laser possui um unico
comprimento de onda que oscila na mesma frequéncia e, consequentemente,
manifesta uma unica cor, diferente da luz branca que é formada pela composigcao
de varias cores, correspondendo a uma frequéncia determinada. A
monocromaticidade é citada por Colls (1985) como uma das principais
caracteristicas da radiacao laser, e Kitchen (2003) a consideram como sendo o
atributo mais importante da luz laser, relacionando-o a interagao fotobioldgica e
aos efeitos terapéuticos especificos. A energia eletromagnética estimula
fotorreceptores ou cromoéforos que apenas responderdo a uma faixa de luz

especifica, gerando desta forma os efeitos fotobioldgicos (KITCHEN, 2004).

Segundo Lucas et al. (2002), e Tunér e Hode, (1998), a colimagao se refere
ao alto grau de paralelismo do feixe laser, o que mantém a poténcia 6ptica do

aparelho “agrupada” em uma area relativamente pequena durante distancias
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consideraveis, quase sem divergéncia da radiacdo emitida. De acordo com
Parizzoto (1998) e Laakso et al. (1993) a coeréncia da radiagcao se refere a
sincronia das ondas de luz no tempo e no espaco. Proporciona a radiacdo uma
via unidirecional para o qual todas as ondas se direcionam em planos paralelos
entre si, de forma ordenada e na mesma fase, e desta forma se mantém por
longas distancias (KARU, 1996). Wilden e Karthein (1998) descrevem que os
cromoforos sdo formados pela interagdo da luz com alguns componentes da
cadeia respiratoria, de diferentes tamanhos e formas, os quais vao atuar ou
ressonar com uma estimulagao especifica ou energia de radiagdo. Desta forma
poderao transferir a estimulacdo funcionalmente para os diferentes processos e
componentes da cadeia respiratoria mitocondrial. Dependendo de seu
comprimento de onda, a radiagado eletromagnética na forma de luz pode estimular
macromoléculas, iniciar mudancas na conformagcdao de proteinas e transferir

energia aos elétrons.

Os lasers sao produzidos de acordo com a natureza do material interposto
na superficie refletora do emissor do aparelho, normalmente denominado canhao
ou caneta. Ha potencialmente milhares de tipos de lasers, cada um com um
comprimento de onda especifico, logo com caracteristicas e consequientemente
alvos unicos (PRENTICE, 2004). Os meios de produgao de lasers incluem cristal,
vidro, semicondutores, corantes liquido e gasoso (COLLS, 1985). O laser Hélio-
Nebnio (632,8 nm), €& descrito por melhores resultados nos processos de
migracao celular e reparo tecidual (RIGAU et al., 1994; MANTEIFEL et al., 1997;
BATANOUNY et al., 2002). Pela proximidade da emissao de fotons e por ser mais
portavel, o aparelho gerador de laser de baixa poténcia utilizado nesse estudo foi
o Galio-Aluminio-indio-Fésforo (Ga-Al-In-P), pois também trata-se de uma
modalidade de ultima geracdo que consiste na produgao de irradiagao laser na
porcado vermelha do espectro eletromagnético com comprimento de onda de 660
nandmetros (GUIRRO e GUIRRO, 2004; OLIVEIRA et al., 2005; KARINA e
SANFELICE, 2005).

11



Os lasers de baixa intensidade, como o utilizado nesse experimento, geram
efeitos fotoquimicos, fotofisicos e fotobioldgicos que afetam nao sé tecido onde
ocorre a aplicagdo como também as regides circundantes (TUNER e HODE,
1998; CATAO, 2004). Os efeitos fotobiolégicos podem ser discriminados em curto
ou longo prazo. O primeiro refere-se aqueles efeitos observados poucos minutos
apos a irradiacao pelo laser como o aumento consideravel da taxa respiratoria
celular, aumento da sintese de ATP e aumento do metabolismo celular. Ja o
segundo se refere aos efeitos observados horas ou dias apds a irradiagédo, que
incluem aumento da proliferagdo celular, efeitos analgésicos e antiinflamatorios
(KARU et al., 1996; TUNER e HODE, 1998; CATAO, 2004). De acordo com
Baxter et al. (1991) essa propriedade € pautada na absorgdo do laser em
biomoléculas capazes de serem excitadas pelos fotons. A energia liberada
durante as reagdes de transferéncia de elétrons € usada para bombear prétons
através da membrana mitocondrial interna, assim, o espacgo intra-membrana fica
carregado positivamente e a matriz carregada negativamente e, essa forga
protomotiva € usada para favorecer a sintese de ATP (KARU, 1996; WILDEN e
KARTHEIN, 1998).

Os efeitos antiinflamatérios da LLLT tém sido avaliados clinicamente em
lesbes inflamatdérias musculo-esqueléticas e na sindrome miofascial. Alguns
autores como Ceccherelli et al. (1989), Klein e Bjorn (1990) e Jagielski (1993)
utilizando em seus estudos os lasers He-Ne, com comprimento de onde de 632,8
nm e poténcia de 30mW e intensidades variadas de 3 a 5J/cm? e As-Ga com
comprimento de onda de 904 nm e poténcia de 15 W com intensidade de 6J/cm?
observaram diminuicdo do processo inflamatério e alivio do quadro algico de
forma duradoura em seus pacientes. Enquanto que Devor (1990), Gam, et al.,
(1993) e Goats et al. (1996), afirmam nao encontrar diferengas significativas do
processo inflamatorio e quadro algico de pacientes portadores de artrite
reumatdide ou sindrome miofascial quando submetidos ao laser As-Ga-Al, com
comprimento de onda variavel entre 780 e 870 nm e poténcia entre 60mW e

intensidades entre 4 a 9J/cm?.

12



Prentice (2004) descreveu que a LLLT seria capaz de proporcionar
analgesia por diminuir a sintese de prostaglandinas, histamina e heparina,
substancias inflamatorias, secretadas no local agredido. O possivel aumento da
micro-circulagdo local sugere diminuicdo da isquemia tecidual e facilitagdo da
remocao de substancias inflamatérias da area lesada, diminuindo o edema
(KARU et al., 1996).

As alteracdes resultantes da acao laser nos processos inflamatorios sdo
objetos avidos de estudos e seus mecanismos de agdo ainda nao estdo
completamente esclarecidos. Alguns autores como Goats et al. (1996), Karu et al.
(1996) e Tunér e Hode (1998) e iniciaram estudos demonstrando sua efetividade,
porém os experimentos “in vitro” e clinicos ainda nao esclareceram totalmente
seus efeitos. Ha uma controvérsia de informacdes e parametros cientificos na
literatura sobre a agao do laser Ga-Al-In-P, portanto um namero maior de estudos
para elucidar e/ou ratificar mecanismos de acdo, respostas biolégicas e

parametros ideais de sua aplicagcdo tornam-se necessarios.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Analisar os efeitos do laser terapéutico de baixa poténcia Ga-Al-In-P 660
nandbmetros em um processo inflamatério granulomatoso produzido

experimentalmente em camundongos machos Swiss albino.

2.2. Objetivo especifico

Analisar o padrédo de migracdo de células inflamatérias em laminulas de
vidro inseridas na hipoderme do dorso de camundongos, submetidos a diferentes

protocolos de irradiagdo com laser terapéutico.

14



3. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo obteve pareceres favoraveis dos Comités de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Vigosa (UFV) e da Faculdade de Minas —

FAMINAS/Muriaé, local de realizagao do experimento.

O delineamento experimental consta da analise da ac&do do laser de baixa
poténcia sobre a dindmica da migragdo celular em laminulas de vidro de 13
milimetros de didmetro introduzidas no tecido subcutdneo de camundongos.
Foram utilizados 40 camundongos adultos machos da linhagem Swiss albino com
idade superior a 60 dias e peso entre 30 a 40 gramas, procedentes do Biotério da
Universidade Federal de Vigcosa — CCBS/UFV.

Primeiramente os animais foram divididos em dois grupos distintos: Teste
(T), submetidos a irradiacdo pelo Laser Ga-Al-In-P, e Controle (C), nao
submetidos a irradiagao. Posteriormente cada grupo, C e T foram subdivididos em
cinco subgrupos com quatro individuos cada, de acordo com o tempo de sacrificio
em dias, designados: T3, T7, T1s, T3o Tas, € Cs, Cr7, Cy5, Cs0, Cs5 (Fig. 1).

Todos os animais foram alocados em gaiolas individuais, devidamente
identificadas, com ciclo de doze horas claridade/escuriddo e temperatura
controlada a 22°C (+/- 2°C), recebendo agua e ragdo ad libitum durante todo o

experimento.

Previamente a realizagdo do procedimento cirurgico de implante da
laminula, os animais foram anestesiados, por via inalatéria, em camara contendo
algodao embebido em éter, de acordo com as orientagdes recomendadas pelo

Colégio Brasileiro de Experimentagcdo Animal (COBEA, 2007).

Os animais foram posicionados em decubito ventral (esternal) para os
procedimentos de tricotomia, desinfeccdo de seu dorso e antissepsia com

utilizacdo de alcool iodado. Imediatamente realizou-se o ato cirurgico para o
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implante da laminula de vidro no tecido subcutaneo de cada individuo, esse
procedimento consistiu na realizacdo de uma incisédo retilinea na pele, ao nivel
dos corpos vertebrais toracicos craniais no sentido cranio-caudal, que teve em
média 1,0 (um) centimetro de comprimento, realizada com bisturis estéreis (Nipro
do Brasil). Em seguida o tecido subcutaneo foi divulsionado, com utilizagado de
tesouras de pontas finas, com o objetivo de criar uma bolsa profunda onde foi
inserida a laminula (Fig. 2). Cada individuo, de ambos os grupos, teve uma unica
laminula de vidro inserida na hipoderme de seu dorso. A incisdo foi fechada com
trés pontos de sutura usando agulha AT 20 mm e fio de nylon sintético nao
absorvivel (MEDSUTURE).
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Figura 1. Fluxograma das etapas do estudo.

24 horas
3 dias
\4
Nic =20 \ Cs
n=4
l 7 dias
Noc = 16
2C C7
l 15 dias n=4
N3c =12
C15
n=4
30 dias
v
Nac =8 Cao
_\‘ =4
45 dias
A\ 4
Nsc =4
5C \ C45
n=4




Figura 2. Procedimento cirurgico. Observar sutura apés implante da laminula.
Fonte: Autor (F.S. B)

Posteriormente ao ato cirurgico, os animais foram mantidos em gaiolas
individuais devidamente identificadas, no mesmo local em que se encontravam no

pré-operatorio, sob as mesmas condi¢gdes ambientais.

Para conducdo dos experimentos terapéuticos utilizou-se um aparelho
gerador de raios laser Ga-Al-In-P (Fig.3), vermelho visivel, com comprimento de
onda 660 nanbémetros de emissado continua e poténcia média de 30 mW, modelo
LASERPULSE (IBRAMED, Brasil).

18



Figura 3. Aparelho Laser de Baixa Poténcia utilizado neste estudo.
Fonte: Autor (F.S. B)

Decorridas 24 horas apdés o implante das laminulas deu-se inicio, nos
animais do grupo teste, a irradiagdo diaria de intensidade 3 J/cm? através da
técnica pontual (Fig. 4); durante até trinta dias consecutivos e ininterruptos de
acordo com o tempo de sacrificio dos individuos de cada subgrupo. Ressaltando
que o subgrupo T45 foi irradiado do primeiro ao trigésimo dia apds o implante das
laminulas, permanecendo por mais 15 dias sem irradiagbées a fim de observar o
curso da inflamagao granulomatosa. As aplicagbes do laser foram realizadas

sempre pelo mesmo pesquisador (F.S.B.) no turno diurno.
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Figura 4. Irradiagao pelo laser. A - Canh&o incidindo sobre a laminula implantada na
hipoderme do camundongo; B - Incidéncia do canhdo em angulo reto, perpendicular
ao dorso do camundongo.

Fonte: Autor (F.S. B)

Expirados os tempos de irradiacdo de cada subgrupo, tanto os animais do
grupo controle quanto os do grupo teste, foram sacrificados em camara de CO..
As laminulas foram retiradas do dorso de cada individuo, lavadas em PBS
(Phosphate Buffer Saline), fixadas em formol a 2% durante cinqlienta minutos e
conservadas em alcool etilico 70% até o momento da coloragdo. Em uma
laminula limpa e seca, devidamente identificada, foram aplicadas duas gotas de
balsamo do Canada e, sobre ela, a laminula de vidro a ser analisada com o
material biolégico voltado para baixo e coberta com uma laminula de vidro

retangular.

A analise morfolégica foi pautada pela avaliagdo dos componentes
celulares, identificando e quantificando a presengca de neutrdfilos
(polimorfonucleares), macrofagos/fibroblastos, linfécitos e células gigantes de
corpo estranho, contadas a partir de uma grade com 180 intersec¢des criadas no
aplicativo Image-Pro Plus 4.5 (Media Cybernetcs) e aplicada sobre cada imagem
(Fig. 5). De cada laminula foram obtidas cem imagens com resolugao de 2048 X
1536 pixels, com objetiva de 20x. Para o processamento e coloragdo das
laminulas foi utilizada a técnica de Hematoxilina — Eosina (HE) conforme rotina do
laboratorio. Para ratificar a presenca e diferenciagdo de macréfagos, utilizou-se a
técnica de histoquimica para fosfatase acida (BANCROFT e STEVENS, 1996) na
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laminula retirada do dorso de um animal do grupo controle e de um animal do

grupo teste.

Figura 5. Grades circulares do aplicativo Image-Pro Plus 4.5 (Media Cybernetcs)
sobre a imagem. O circulo, quando incidente sobre um elemento celular (seja
nucleo ou citoplasma), € marcador para sua contagem. Fonte: Autor (C.A.N)

A anadlise das laminulas e a captacdo das imagens deu-se através do
microscopio 6ptico BX-60 (Olympus) acoplado a uma camara fotografica digital
modelo QColor 3 (Olympus). O computador utilizado possui microprocessador
Pentium Ill com 1GB de RAM e sistema operacional Windows XP Professional
(Microsoft).

Para avaliar diferengas entre os grupos foi utilizada a modelagem linear
generalizada usando procedimentos de covariancia, com o numero de dias apos
introdugdo da laminula como variavel X4 e a aplicagdo ou ndo do laser como

variavel X;. A variavel Y correspondeu ao numero dos elementos celulares
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avaliados, polimorfonucleares (PMN), linfocitos, macréfagos/fibroblastos e células
gigantes; sendo feita uma analise para cada componente de Y, X; e Xu.
Posteriormente procedeu-se a analise de residuos para verificar o ajuste do
modelo a distribuicdo de probabilidades usada e a equacdo estimada. Foi
realizada a regressdo linear, sendo verificada a condicdo de normalidade

suficiente para sustentar a analise de residuo realizada.

Nas analises utilizou-se o programa estatistico R Development Core Team
(2008). Admitiu-se nivel de significancia de 95%.
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4. RESULTADOS

Os elementos celulares analisados no presente estudo mostraram diferenca
estatisticamente significativa em ambos o0s grupos em relagdo ao tempo;
enquanto que entre os animais tratados e nao tratados essa diferenca nao foi
observada. As figuras 6, 8, 9 e 10 demonstram a curva do numero de células
encontrado nas laminulas inseridas na hipoderme dos camundongos em fungao

do tempo.

Ao analisar os PMN (Fig.6) observa-se que a curva do grafico mostra
inicialmente grande numero destes elementos, cuja queda brusca observa-se do
terceiro até o sétimo dia. A partir de entdo ha uma estabilidade linear até o 45°

dia, com tendéncia de queda. A aplicagao do laser n&o alterou este padréo.
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Figura 6. Quantificacdo de polimorfonucleares (PMN) nas laminulas em fungéo
do tempo. Cada ponto corresponde a um camundongo. As células variaram em
relagcado ao tempo, porém o laser ndo alterou esse padrao.
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Figura 7. Fotomicrografias de células inflamatérias em laminulas inseridas no
dorso de camundongos. A) Subgrupo T3 com predominancia de
polimorfonucleares (setas). Coloragdo: hematoxilina e eosina. B) Subgrupo Tis
evidenciando macroéfago/fibroblasto (setas) e células gigantes (*). Coloragao:
hematoxilina e eosina. C) Subgrupo T; submetido a técnica de fosfatase acida.
Setas apontam grandes macréfagos. Contra-coloragao: nuclear fast red. D)
Subgrupo T3 com predominancia de linfocitos (setas) e macréfagos/fibroblastos

(*).- Coloracao: hematoxilina e eosina. Todas as barras correspondem a 20um.
Fonte: Autor (C.A.N).
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A figura 7 demonstra as fotomicrografias de células inflamatérias em
laminulas inseridas no dorso de camundongos em diferentes tempos. As
laminulas coradas com HE n&o possibilitaram a distingdo inequivoca entre
macrofagos e fibroblastos. A técnica para identificacdo da atividade de fosfatase
acida permitiu a identificagdo de macrofagos, que se apresentavam com

morfologia semelhante aos fibroblastos (Fig. 7C).

Em relacdo a macrofagos/fibroblastos (Fig.8), nota-se uma curva
ascendente até o 25° dia aproximadamente, mantendo um platé no periodo de
25-30 dias, a partir de entdo, uma curva descendente é observada. Os grupos
controle e teste seguiram o padrdo da curva e nao apresentaram diferenca

estatisticamente significativa entre eles.
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Figura 8. Quantificacdo de Macrdéfagos/fibroblastos (MAC) encontrado nas
laminulas em fungcdo do tempo. Cada ponto corresponde a um camundongo. Os
grupos tratado e ndo-tratado apresentaram o mesmo padréo de curva.

As células gigantes (Fig.9) mostraram valores iniciais mais baixos em
relacdo aos demais elementos celulares analisados, com curva ascendente até o
30° dia. Manteve-se uma leve estabilidade e posteriormente um pequeno
decréscimo. As células gigantes tiveram sua maxima formagao apds o apice do

numero de macrofagos, 25-30 dias, sugerindo que um numero aumentado de
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macrofagos poderia induzir ao maior numero de células gigantes através de

fusao.
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Figura 9. Quantificagdo de células gigantes (CG) nas laminulas em fungdo do
tempo. Cada ponto corresponde a um camundongo. Houve uma curva
ascendente até o 30° dia, seguido de leve estabilidade e pequeno decréscimo.

Quanto aos linfocitos (Fig.10) nota-se uma tendéncia linear de decréscimo.
Nos tempos iniciais observa-se um intervalo bem evidenciado entre os valores
maximo e minimo destes elementos quanto aos dias analisados. A partir do 30°
dia esse valores parecem estar mais proximos, dados esses comprovados pelos
valores do desvio padrao. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre

0s grupos teste e controle.
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Figura 10. Quantificacdo de Linfécitos (LINF) encontrado nas laminulas em
funcdo do tempo. Cada ponto corresponde a um camundongo. Observa-se
tendéncia linear de decréscimo dos valores destas células.

27



5. DISCUSSAO

Camundongos sdo amplamente utilizados em pesquisas que visam a
compreensao dos mecanismos bioldgicos que possam servir preliminarmente de
parametros para aplicagdo de seus resultados em humanos (KASHYAP et al.,
1995; KOEKE, 2003), portanto, faz-se justificada a utilizagado deste modelo animal
no presente estudo para analisar a acdo do laser no processo de inflamagao

cronica granulomatosa.

Para o espectro infravermelho, segundo Anneroth et al. (1988) a dose
recomendada em laserterapia para promover o aumento no numero de
macrofagos/fibroblastos e conseqlentemente de fibras colagenas, o incremento
vascular e a re-epitelizagdo em feridas experimentais no dorso de ratos deve se
situar entre 1 e 5 J/cm?. Tatarunas et al. (1998) relataram que o laser As-Ga
mostrou-se um bom adjuvante no processo cicatricial de feridas cutdneas em
gatos domésticos e doses baixas, de 2 J/cm?, mostraram-se mais vantajosas que
doses de 4 Jicm? Em relacdo aos lasers de baixa poténcia na faixa de luz
vermelha, Giordano et al. (2001) utilizaram He-Ne com intensidade de 6 J/cm? em
fraturas de tibia de ratos e observaram que a irradiacido ndo acelerou o processo
de consolidagcédo 6ssea em relagdo aos animais nao-tratados. Cafalli et al. (1993)
compararam os lasers He-Ne e As-Ga em cartilagens de coelhos com dosagem
de 4 J/lcm? para ambos e observaram que o aparelho de espectro vermelho
apresentou melhor resultado de reparo tecidual. Soares et al. (1989) utilizaram
laser He-Ne com 3 J/cm? em feridas circulares experimentais em regido dorsal de
ratos e compararam-no a um grupo placebo. O grupo tratado irradiado apresentou
maior re-epitelizagdo, maior contracdo de feridas, maior concentracdo de
fibroblastos e fibras colagenas. Autores que estudaram tanto a faixa infravermelha
quanto vermelha do laser apontam que as menores doses abreviaram o processo
inflamatdrio e favoreceram o reparo tecidual. Por isso, neste experimento, utilizou-

se a dose de 3 J/cm? no espectro vermelho.
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Os polimorfonucleares (PMN), como ilustrado na Fig.7 A, sdo elementos
celulares predominantes na fase inflamatéria aguda, sendo importantes para a
fagocitose de agentes contaminantes e fragmentos produzidos pelo ferimento,
além de conferirem a primeira linha de defesa contra agentes lesivos (KAWAI e
AKIRA, 2006). Porém, a perpetuacao destas células pode retardar as demais
fases do processo inflamatério (HENDERSON et al., 2003; SHERWOOD e
TOLIVER-KINSKY, 2004; SCHRAMM e THORLACIUS, 2004). Ricevuti et al.
(1989), em estudo in vitro, utilizando o laser He-Ne, afirmaram que a terapia laser
€ capaz de mobilizar mais rapidamente os fagécitos polimorfonucleares nas trés
primeiras horas e que, a partir das 72 horas, sua migragado seria inibida.
Entretanto, Honmura et al. (1992) afirmaram que o laser As-Ga inibe a quimiotaxia
no momento inicial da lesdo. No presente estudo, utilizando o laser Ga-Al-In-P,
observou-se, do 3° ao 7° dia, uma tendéncia de queda desses elementos
celulares; declinio este caracteristico da génese do fenbmeno inflamatério e

observado em ambos os grupos sem diferenga estatistica.

A diferenciagdo morfologica entre fibroblastos e macrofagos é dificil de ser
realizada com microscopia de luz (SANADA et al., 2003; JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2004). No presente estudo optou-se por nao fazer esta
diferenciagao, contudo a presencga de abundante quantidade de macrofagos com
grande variagdo de tamanho e forma foi confirmada pela técnica histoquimica

para deteccao da atividade de fosfatase acida.

Rigau et al. (1994), em um estudo utilizando laser He-Ne em cultura de
fibroblastos, observaram aumento da sobrevida das células tratadas em relagao
ao grupo controle ndo irradiado. O mesmo foi observado por Young et al. (1989)
com os lasers de 660 e 820 nm, na dosagem de 2 e 4 J/cm? para cada um deles,
em macrofagos. Contudo os mesmos autores observaram que o laser com
comprimento de 870 nm e mesma dosimetria parecia inibir esse fendbmeno. Os
resultados demonstrados por Rigau et al. (1994) e Young et al. (1989) em seus
experimentos indicam que o tratamento com diferentes lasers e dosimetrias

podem alterar o comportamento destas células. Houreld e Abrahamse (2008) em
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estudo para analisar os efeitos do laser na proliferagcdo de fibrobastos e na
cicatrizacdo de feridas em pacientes diabéticos utilizaram diferentes tipos de
laser. O grupo irradiado com He-Ne (633 nm), com 5 J/cm?, obteve fechamento
completo da ferida e maior proliferagcao de fibrobastos quando comparado aos
demais grupos: os submetidos ao He-Ne (633 nm) com 16 J/cm?; e aos expostos
a irradiagdo do Diodo 820 nm e Neodimio - itrio - Aluminio - Granada (Nd -YAG)
1064 nm. Resultados similares quanto aos efeitos do laser foram também
descritos por Vinck et al. (2003). A curva observada neste estudo referente a
dindmica destes elementos celulares, ao longo do tempo, foi similar entre os
grupos. Com a metodologia aplicada no presente estudo, o laser nao interferiu na
dindmica de migragdo de macréfagos/fibroblastos, diferentemente do que foi
citado em outros experimentos (Young et al., 1989; Rigau et al., 1994). Rigau et
al. (1994) utilizando laser de 633 nm com intensidade de 4 jicm? e Young et al.
(1989) utilizando o mesmo tipo de laser com intensidades diferentes (2,4,6 e 8
Jicm?) relatam um notério predominio de macréfago/fibroblasto do grupo teste em
relagdo ao controle no momento inicial da lesdo e que a manutencio de valores
elevados durante o tratamento poderia, pela acdo dessas células, diminuir o
tempo necessario para a cicatrizacdo e reparo tecidual. No presente estudo foi
utilizado o laser Ga-Al-In-P 660 nm com intensidade de 3 J/cm? quanto a
proliferagdo, ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre testes e

controles.

Papadimitriou et al. (1973) utilizaram o implante de filme plastico (Melinex)
como modelo de indugéo de inflamag&o granulomatosa no tecido subcutaneo de
ratos. Apos dois dias do implante observaram pouca presenca de células
epitelidides multinucleadas no infiltrado inflamatério; que s6 foram notadas apos
trés dias nas laminulas implantadas no dorso de ratos (Mariano e Spector, 1974).
Trés dias parece ser o tempo minimo para a transformagdo dos macréfagos
tipicos em células gigantes multinucleadas (Sutton e Weiss, 1966). Nossos
resultados, como os de Papadimitriou et al. (1973), apontaram a presenga de

poucas células gigantes no terceiro dia do experimento, e nao foi possivel inferir
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acao do laser sobre essas células visto nao ter havido diferenga estatisticamente

significativa entre os grupos.

Batanouny et al. (2002), em estudo sobre a acédo do laser He-Ne com
dosagem de 3 J/icm? na capacidade mitogénica em cultura de linfocitos,
observaram proliferacao dessas células apds quatro dias de irradiacao. Manteifel
et al. (1997) em experimento similar também observaram que o laser He-Ne (633
nm) com 5 J/cm? seria capaz de induzir o aumento do ntimero de linfécitos. Em
outro estudo, também em cultura, os linfécitos quando submetidos a terapia laser
Ga-Al-As de 820 nm e dosimetria de 3 J/cm? foram capazes de proliferarem;
enquanto que em densidades maiores de energia (6 e 8 J/icm?), esta proliferacdo
seria inibida (Agaiby et al., 2000). Neste experimento utilizamos o laser Ga-Al-In-P
de 660 nandémetros com 3 Jicm? de densidade de energia e observamos
equivaléncia entre os grupos quanto ao numero de linfocitos nos diferentes

intervalos de tempo analisados.

Bogsan et al. (2005) e Cipriano et al. (2003) descrevem que os linfocitos,
presentes de maneira difusa na inflamagdo granulomatosa, estdo associados a
inducao da formagao de células gigantes e promogéo da aceleragao do processo
de reparo tecidual. Os resultados do presente experimento mostram uma diregao
contraria, pois o maior aumento na formagao das células gigantes (Figs. 9 e 10)
foi observado exatamente quando o numero de linfécitos alcangou seus menores
indices indicando que a formagao das células gigantes, possivelmente, ndo seja

dependente da alta concentragao de linfocitos.

Longo et al. (1987) realizaram um estudo com o laser-diodo de Ga-Al-As
(904 nm) com uma aplicagdo diaria, durante um periodo de cinco dias, com
intensidade de 3 J/cm? em feridas experimentais no dorso de ratos e observaram
menor processo inflamatério, maior regeneracao epitelial e cicatrizagao
aumentada nas feridas irradiadas, quando comparados ao grupo nao irradiado.
Diferentemente, Al-Watban e Zhang (1995) e Gongalves e Parizzoto (1998)
relatam haver necessidade de intervalo de tempo maiores entre as aplicagdes do

laser constituindo-se, portanto, uma janela terapéutica para alcance dos efeitos
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biologicos desejados. Supondo que o tempo entre as sessdes seria um dos
fatores de interferéncia na acado da terapia laser, € possivel que intervalos de
tempo maiores entre as aplicacdes refletisse diferentes resultados no presente

estudo.

Nesses parametros de aplicagdo, com a dosimetria e o tempo utilizados, o
laser Ga-Al-In-P nao mostrou diferengas estatisticamente significativas na
dindmica de migragdo das células inflamatdrias analisadas. Neste estudo nao
realizamos o teste de reflexdo da luz laser na laminula inserida no dorso do
animal, e tampouco a analise de variagao de temperatura da laminula durante o
tratamento com laser, esses fatores podem ter influenciado diretamente no
processo de migragdo celular e consequentemente em nossos resultados.
Entretanto, faz-se importante a anadlise de outras variaveis biolégicas e
procedimentos da aplicacido do laser para avaliar os possiveis efeitos da radiagao

na migragao celular e demais fatores envolvidos nestes processos.
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6. CONCLUSOES

O implante de laminulas de vidro no dorso de camundongos mostrou-se
um bom modelo para indugao de resposta inflamatdéria granulomatosa,

confirmando dados da literatura;

Na metodologia utilizada, com laserterapia de baixa poténcia Ga-Al-In-P
660 nanémetros, com intensidade de 3 Jiem? e aplicagdes diarias, os
elementos celulares analisados nao apresentaram diferenca
estatisticamente significativa entre os animais tratados e nao tratados,
enquanto que ao longo do periodo de tempo do experimento, sua

concentracao variou, mostrando diferenca estatisticamente significativa.
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ANEXOS

Anexo 1. Quadro com freqUéncias absolutas dos elementos celulares analisados

Cs PM LINFOCIT MAC / FIB CEL.
N 0S GIGANTES.
Animal 1 (2108 134 296 463 -
Células) 9
Animal 2 (1835 150 157 171 -
Células) 7
Animal 3 (2623 179 278 555 -
Células) 0
Animal 4 (3195 228 293 610 08
Células) 4
Ts PM LINFOCIT MAC / FIB CEL.
N 0S GIGANTES.
Animal 1 (2215 134 267 601 02
Células) 5
Animal 2 (2634 184 294 495 05
Células) 0
Animal 3 (3585 220 414 971 -
Células) 0
Animal 4 (4589 260 469 1458 61
Células) 1
C, PM LINFOCIT MAC / FIB CEL.
N 0S GIGANTES.
Animal 1 (2761 105 282 1340 83
Células) 6
Animal 2 (3334 787 513 1706 328
Células)
Animal 3 (3544 81 480 2630 353
Células)
Animal 4 (4088 244 276 1347 17
Células) 8
T, PM LINFOCIT MAC / FIB CEL.
N 0S GIGANTES.
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Animal 1 (3945 787 240 2685 233
Células)
Animal 2 (2198 324 332 1221 321
Células)
Animal 3 (2367 210 306 1598 253
Células)
Animal 4 (2377 720 389 1115 153
Células)
Cis PM LINFOCIT MAC /FIB CEL.
N O GIGANTES.
Animal 1 (1937 21 495 1599 543
Células)
Animal 3 (4698 08 546 3320 824
Células)
Animal 4 (2375 179 183 1474 339
Células)
Animal 5 (2519 135 357 1740 287
Células)
Tis PM LINFOCIT MAC/FIB CEL.
N OF GIGANTES.
Animal 1 (2851 04 283 2067 497
Células)
Animal 2 (2249 12 268 1542 427
Células)
Animal 3 (3851 - 422 2771 658
Células)
Animal 5 (1017 — 183 606 228
Células)
Cso PM LINFOCIT MAC/FIB CEL.
N OF GIGANTES.
Animal 1 (2493 63 170 1460 970
Células)
Animal 2 (3108 31 169 2372 536
Células)
Animal 4 (2919 208 327 1983 401
Células)
Animal 5 (2834 309 202 1838 485
Células)
Tso PM LINFOCIT MAC/FIB CEL.
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N 0sS GIGANTES.
Animal 1 (1980 136 150 1483 211
Células)
Animal 2 (4974 - 257 3344 1373
Células)
Animal 3 (3862 - 320 2692 850
Células)
Animal 4 (3017 239 323 1858 597
Células)
Cus PM LINFOCIT MAC / FIB CEL.
N 0S GIGANTES.
Animal 1 (2588 231 255 1596 506
Células)
Animal 2 (3018 110 228 1944 736
Células)
Animal 3 (2578 255 200 1519 604
Células)
Animal 4 (2652 365 222 1761 304
Células)
Tus PM LINFOCIT MAC / FIB CEL.
N 0S GIGANTES.
Animal 1 (1602 07 96 1252 247
Células)
Animal 2 (1753 69 218 1139 327
Células)
Animal 3 (2275 73 220 1442 540
Células)
Animal 4 (2143 - 129 1453 561
Células)
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Anexo 2. Tabela de distribuicdo das médias dos elementos celulares por tempo de

estudo para os grupos teste e controle

PMN Linfocito M/F CG
Média Média Média (DP) Média (DP)
(DP) (DP)
Tempo
3
Teste 1996,50 361 (86) 881,25 17 (26)
(478) (389)
Controle 1732,50 256 (59) 449,25 2(3)
(367) (175)
Tempo
7
Teste 510,25 316,75 1654,75 240 (62)
(256) (55) (642)
Controle 1093 (888) 387,75 1755,75 195,25 (152)
(113) (543)
Tempo
15
Teste 4 (5) 296,50 1746,50 452,50 (159)
(88) (816)
Controle 85,75 (75) 395,15 2033,25 498.25 (218)
(145) (773)
Tempo
30
Teste 93,75 262,50 2344,25 757,75 (436)
(104) (72) (748)
Controle 152,75 217 (67) 1913,25 598 (227)
(116) (337)
Tempo
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Teste 37,25 (35) 165,75 1321,50 418,75 (139)
(56) (137)
Controle 240,25 226,25 1705 (169) 537,50 (163)
(93) (20)

PMN = Polimorfonucleares; M/F = Macrofago/Fibroblasto; CG = Células gigantes.
DP = Desvio-padrao
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Anexo 3. Outputs das analises dos elementos celulares em fun¢do do tempo e da

irradiagéo por laser, utilizando o programa estatistico R Development Core Team

Polimorfonucleares (PMN)

D Deviance D Resid F Pr(cF)

T Resid T Dev
I(dias™ 1 17960372 3 6773782 100.7 4.164e-12
_2) 8 141 Hkk
Tratame 1 175562 3 6598219 0.984 0.3275
nto 7 5
Signif.codes 0 (***) 0.001 (**) 0.01 (*) 0.05 (.) 0.1 ()1
Linfocitos

D Deviance D Resid F Pr(GF)

Resid T Dev

I(dias™ 1 119936 3 350972 12.73 0.001014 **
_2) 8 62
Tratame 1 2544 3 348428 0.270 0.606325
nto 7 2

Signif.codes 0 (***) 0.001 (**) 0.01 (*) 0.05 (.) 0.1 () 1
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Macrofagos (MAC)

D Deviance D Resid F Pr(GF)

f Resid L Dev
I(dias® 1 6550262 1373962 0.0001980
Tratame 1 3331 1373629 0.008 0.9260812
nto 7 2 7
Signific.codes 0 (***) 0.001 (**) 0.01 (*) 0.05 (.) 0.1 ()1
Células gigantes (CG)

D Deviance D Resid F Pr(cF)

f Resid L Dev
I(dias® 1 980046 3 1546032 22.83 0.0002826
_2) 8 87 -
Tratame 1 1210 1544822 0.028 0.8676
nto 2

Signific.codes 0 (***) 0.001 (**) 0.01 (*) 0.05 (.) 0.1 () 1
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