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RESUMO

PARTICIPAQ/:\O DE  MIOFIBROBLASTOS NO PROCESSO DE
CICATRIZACAO — INFLUENCIA DO RAIO LASER DE BAIXA POTENCIA.
Alena Ribeiro Alves Peixoto Medrado. [Introducao] O reparo tecidual que se
processa durante a cicatrizacdo de ferimentos cutdneos se faz as custas de
intensa proliferagdo celular, deposicao de novos elementos da matriz
extracelular, bem como seu posterior remodelamento. Nesta fase da
cicatrizagdo, entre muitos outros elementos celulares, destacam-se os
miofibroblastos. Diversas variaveis podem interferir no curso da cicatrizagdo
tecidual, incluindo fatores enddgenos e exdgenos. Um dos fatores exdgenos
recentemente estudado é a terapia com laser de baixa poténcia. Contudo, a
eficacia desta fototerapia tem suscitado opinides contraditérias, e numa tentativa
de contribuir para o seu entendimento, ela foi particularmente considerada.
[Material e Métodos] Realizaram-se ferimentos cutaneos padronizados no dorso
de 72 ratos Wistar, e em seguida, aplicacdo pontual do raio laser de baixa
poténcia do tipo Ga-As-Al com diferentes densidades de energia. Os animais
foram sacrificados com 24, 48 e 72 horas, bem como, 5, 7 e 14 dias. Procedeu-
se a analise das secgOes teciduais coradas por hematoxilina-eosina, sirius
vermelho e orceina. Para a realizagdo do estudo dos miofibroblastos, os
anticorpos anti-vimentina, anti-actina-alfa de musculo liso e anti-desmina foram
usados pela técnica de imunohistoquimica. As caracteristicas ultraestruturais
destas células foram estudadas através da microscopia eletrénica de
transmissdo. [Resultados] Observou-se que nos grupos submetidos a
laserterapia, houve maior redugdo de edema e infiltrado inflamatério, assim
como desgranulagao de mastécitos. Com a evolugao da cicatrizagao, os niveis
de colageno demonstraram-se mais pronunciados nos grupos tratados com
laser. Com relagao as fibras elasticas, ndo se constatou diferengas entre os
grupos. A marcagao imunohistoquimica de miofibroblastos expressando o
fenétipo desmina/actina alfa de musculo liso foi mais evidente nos 3°, 5° ¢ 7°
dias do periodo p6s-operatério, e foi superior nos grupos tratados. Os achados
ultraestruturais revelaram a presenga de células com filamentos
intracitoplasmaticos, corpos densos abaixo da membrana plasmatica, rico
reticulo endoplasmatico rugoso e nucleo chanfrado. O grupo tratado com 4
Jlem® de densidade de energia apresentou resultados mais favoraveis,
comparativamente ao de 8 J/cm®. [Conclus&o] O laser contribuiu para a redugéo
do edema pos-operatério, e proporcionou um aumento do colageno, em
comparagao ao grupo controle. Adicionalmente, induziu uma maior expressao
de miofibroblastos no leito do ferimento.[Palavras-chave] Miofibroblastos;
cicatrizacao de feridas; lasers.
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ABSTRACT

PARTICIPATION OF MYOFIBROBLASTS ON WOUND HEALING PROCESS -
INFLUENCE OF LOW LEVEL LASER THERAPY. Alena Ribeiro Alves Peixoto
Medrado. [Introduction] The tissue repair that takes place during wound healing
depends upon intensive cellular proliferation, deposition of new elements of the
extracellular matrix, and its posterior remodelation. In this phase of healing,
among many cellular components, myofibroblasts become more evident. Many
variables might interfere on the course of wound healing, including endogenous
and exogenous factors. One of the exogenous factors recently studied is the low
level laser therapy. Moreover, the efficacy of this phototherapy has given place
to contradictory statements. Present investigation re-evaluates the role of laser
therapy in wound healing. [Methodos and Materials] Cutaneous wounds were
performed on the back of 72 Wistar rats, and after this, a low level laser of the
type Ga-As-Al was pontually applied with different energy densities. The animals
were sacrified with 24, 48 e 72 hours and, 5, 7 and 14 days. Lesions were
analyzed by means of hematoxilyn-eosin, sirius red fast green and orcein stained
slides. The study of myofibroblasts was performed by immunohistochemistry,
with anti-vimentin, anti- smooth muscle alpha-actin and anti-desmin antibodies.
The ultrastructural features of myofibroblasts were studied by transmission
electron microscopy. [Results] It was observed that the laser group showed great
reduction of edema and inflammatory infiltrate, and degranulation of mast cells.
Along the evolution of the wound healing, the collagen levels were more
pronunciated in the groups which received laser therapy. In relation to elastic
fibres, there were no diferences beteween the groups. The immunohistochemical
label of myofibroblast expressing a desmin/ smooth muscle alpha actin
phenotype was more proeminent on the 3, 5" and 7" days after surgery, and
was superior on the treated groups. The ultrastructural findings revealed the
presence of cells with intracitoplasmatic myofilaments, dense sub-membranar
bodies, rich rough endoplasmatic reticulum and an indented nucleus. The group
treated with 4 J/cm? of density energy presented more prominent results, when
compared with the 8 J/cm? group. [Conclusion] Laser therapy contributed to the
reduction of pos operatory edema, and provided an increase of the collagen,
when compared to the control group. Additionally, it induced a larger expression
of myofibroblasts within the wound. [Key-words] Myofibroblasts; wound healing;
laser.




1 INTRODUCAO

O uso da luz com finalidades terapéuticas, abrangendo os seus diferentes
espectros, vem sendo defendido h& séculos (MISERANDINO & PICK, 1995).
Atualmente, grande énfase tem sido dirigida ao emprego da irradiagao laser de
baixa densidade de poténcia, no intuito de promover uma cicatrizagao mais rapida
e favoravel, acentuando as respostas bioquimicas celulares e desta forma,
contribuindo para uma resolugao significativamente mais eficaz do ferimento. Do
ponto de vista tecnolégico, diversos tipos de aparelhos emissores da luz laser
vém sendo desenvolvidos e testados, tanto experimentalmente, como na rotina
clinica de inUmeras areas de salde, principalmente na medicina, fisioterapia e
odontologia. A esfera de atuagdo do laser € muito ampla e tem-se investigado
sobre a sua contribuicdo no processo de reparo, particularmente no que diz
respeito a sua influéncia na modulagéo de alguns tipos celulares que integram o
microambiente da cicatrizagdo. Entre estes, os miofibroblastos exercem um papel
decisivo, embora pouco se saiba sobre a interferéncia do laser na diferenciacéo
fenotipica desta célula. Estas células sdo efetivamente responsaveis pela
contracdo do ferimento, expressando transitoriamente um fenétipo de musculo

liso.

No presente estudo experimental, decidiu-se investigar a participacao deste
importante elemento celular, durante o reparo tecidual, sob a agdo do laser de
baixa densidade de poténcia, optando-se pela adogdo da pele, como o tecido de
eleicao para a execucgao de ferimentos padronizados, os quais viabilizaram uma

analise mais acurada do processo cicatricial.



Considerando-se o miofibroblasto como o alicerce deste estudo descritivo,
procedeu-se 0 exame histoldgico e ultraestrutural dos principais elementos

constituintes do reparo, sob a influéncia da irradiagéo da luz laser.



2 REVISTA DA LITERATURA

2.1 MIOFIBROBLASTO

2.1.1. Historico

O miofibroblasto foi descoberto em eletromicrografias de tecido de
granulagado presente em processos de cicatrizagdo induzidos experimentalmente
(GABBIANI et al., 1971). Logo depois, suas caracteristicas bioquimicas e seu
perfil imunohistoquimico passaram a ser amplamente estudados. A partir destas
descobertas, a lista de condicdes patolégicas nas quais estas células tém sido

identificadas, tem crescido consideravelmente.

Em 1916, CARREL & HARTMAN observaram a presenca de forgas
contrateis em cicatrizagdo de ferimentos. Durante muitos anos, pensou-se que o
colageno era o elemento essencial para esta contragdo. Todavia, esta hip6tese foi
questionada através da realizagdo de um estudo experimental realizado na
década de 50, no qual foram utilizados porcos da india acometidos por escorbuto
(ABERCROMBIE et al., 1956). Neste experimento, observou-se que a contracao
da ferida era normal nestes animais, e estes achados colocaram em duvida a
contratilidade do colageno e sugeriram que esta caracteristica seria

desempenhada essencialmente por células.

De acordo com SCHURCH et al. (1997), nos primérdios da década de 70,

muitos pesquisadores ficaram surpresos com a morfologia ultra-estrutural de



fibroblastos presentes na parede do bolsdo inflamatério de Selye. Eles pareciam
muito diferentes dos fibroblastos observados na derme de ratos normais. Os seus
citoplasmas estavam preenchidos por abundantes microfilamentos, um aspecto
tipico de células musculares lisas. Muitos pesquisadores decidiram investigar a
similaridade existente entre estes fibroblastos presentes em tecidos de
granulagéo e células musculares lisas. Eles hipotetizavam se tais células seriam
responsaveis ou nao, pelo mecanismo contratii observado no tecido de
granulacao durante o fechamento da ferida, e através de uma série de modelos
experimentais, definiram as caracteristicas ultraestruturais destes fibroblastos
modificados e sugeriram que estas células poderiam ser as responsaveis pela

contracao do ferimento (GABBIANI et al., 1972).

Nos anos seguintes, foram realizados detalhados estudos a respeito dos
filamentos intermediarios e isoformas de actina presentes em miofibroblastos sob

diversas circunstancias (SERINI et al., 1999).

Na década atual, ha quase 30 anos apds a descoberta inicial, tem sido
demonstrado que o miofibroblasto é reconhecidamente um elemento central nos

diversos tecidos, e que tem participagao ativa em diversos processos patolégicos.

2.1.2.- A biologia celular dos miofibroblastos

Desde a primeira descricdo dos miofibroblastos na década de 70, varias
origens foram propostas para estas células. Tendo em vista que a matriz

extracelular pode influenciar na diferenciacdo das células do tecido conjuntivo,



varios tipos celulares deste tecido poderiam se diferenciar em miofibroblastos, tais
como, fibroblastos, células musculares lisas, pericitos e quaisquer outras células

mesenquimais indiferenciadas (MASUR et al.,1996; SAPPINO et al., 1990).

A heterogeneidade da composicdo do citoesqueleto dos miofibroblastos
levanta muitos questionamentos em relagdo a origem destas células. De acordo
com SCHURCH et al. (1987), os dados ultraestruturais fornecem evidéncias de
que em meios de cultura, e durante condi¢des patoldgicas, os fibroblastos e as
células musculares lisas vasculares adquirem aspectos morfolégicos muito
semelhantes aos dos miofibroblastos, o que sugere que estes dois tipos celulares
possam ser progenitores dos mesmos. Os filamentos intermediarios de actina alfa
e desmina poderiam ser oriundos de células musculares lisas ou pericitos, uma
vez que estas células apresentam uma disposigdo citoesquelética similar. Uma
possivel origem vascular também foi proposta por SHUM et al. (1988) com base
em observagdes morfolégicas, as quais indicaram a possibilidade de que as
células miofibroblasticas desmina positivas, migram da parede de vasos

sanguineos para o tecido.

Segundo GABBINI et al. (1972), os miofibroblastos presentes em tecido de
granulagao eram provavelmente originarios de fibroblastos pré-existentes. Em
tecidos de granulagcdo estudados experimentalmente, os miofibroblastos
expressavam temporariamente marcadores de diferenciacdo de células
musculares lisas, como por exemplo a actina alfa de mdudsculo liso, que
desapareciam depois do fechamento da ferida. Contudo, o destino dos

miofibroblastos ainda nao é bem definido (LIPPER et al., 1980). Somente



fibroblastos tipicos séo vistos nos estagios finais dos processos fibrocontrateis, o
que sugere que o miofibroblasto pode alterar o seu citoesqueleto e retornar a
condigéo de fibroblasto ou desencadear o processo de apoptose (DESMOULIERE

et al., 1995).

No que diz respeito ao perfil ultraestrutural do miofibroblasto, sabe-se que
esta célula compartilha aspectos morfolégicos comuns aos fibroblastos e células
musculares lisas (DARBY et al., 1990). Estes elementos celulares exibem um
contorno irregular com numerosas e longas extensdes citoplasmaticas, e podem
estar conectados por jungdes de aderéncia e, comunicantes. Eles sdo envolvidos
por uma lamina basal, possuem vérias vesiculas pinociticas e apresentam-se
conectados a matriz extracelular por intermédio de fibronexus. Os fibronexus séo
complexos transmembranares de microfilamentos intracelulares em aparente
continuidade com as fibras extracelulares de fibronectina. Estas estruturas sao
muito expressivas numericamente nos miofibroblastos quando comparados as
células musculares lisas. O reticulo endoplasmatico rugoso e o complexo de Golgi
apresentam-se bem desenvolvidos, ao passo que o nucleo demonstra profundas

invaginagbes (SCHURCH et al., 1997).

2.1.3.- Participagao de miofibroblastos na cicatrizacao

Para que se possa compreender a maneira pela qual os miofibroblastos
participam do processo de cicatrizacao, urge a realizagdo de um breve
retrospecto dos principais fen6menos relacionados com o processo cicatricial. A

cicatrizagdo é um evento biolégico complexo, o qual envolve inflamacéo,



proliferacéo celular e diferenciagao. Esta cada vez mais evidente que a migragao,
polaridade e reorientagdo das células envolvidas neste processo, podem ser
influenciadas pelos constituintes da matriz extracelular, como por exemplo, a

fibronectina (YAMADA, 2000).

Uma das etapas criticas da cicatrizagdo é a formagdo do tecido de
granulagado. Este tecido consiste em muitas camadas de células fibroblasticas,
separadas por uma matriz colagénica contendo brotamento de capilares e células
inflamatérias. Os fibroblastos presentes no tecido de granulagdo, geralmente
exibem aspectos ultraestruturais de miofibroblastos. Eles sdo bem numerosos e
mais desenvolvidos na camada exsudativa do ferimento e vao sendo
gradativamente substituidos por fibroblastos a partir das camadas mais
profundas. Em modelos experimentais, como o proposto por EDDY et al. (1988), a
analise das proteinas do citoesqueleto por métodos de imunocitoquimica revela
que os miofibroblastos presentes no processo normal de cicatrizagdo néo
expressam miosina de musculo liso durante o fechamento da ferida. A
diferenciacdo em células semelhantes as musculares lisas esta ausente no tecido
de granulagao inicial. Nesta fase, os miofibroblastos séo pouco desenvolvidos,
podendo expressar filamentos de vimentina no seu citoesqueleto (GABBIANI,
1994). Todavia, esta diferenciagao fenotipica se torna temporariamente aparente,
quando os miofibroblastos comegam a expressar actina alfa de muasculo liso em
quantidades cada vez maiores por volta do 8 ao 15 dia durante a cicatrizagéo.
Esta isoforma da actina desaparece progressivamente dos miofibroblastos e deixa

de ser detectada por volta do 30° dia (SCHURCH et al., 1997).



2.1.4.— Alteracao fenotipica induzida por citocinas

Um aspecto importante no estudo de miofibroblastos tem sido investigado,
a saber, a ocorréncia de fatores que influenciam o desenvolvimento e o
desaparecimento destas células durante o processo de cicatrizagao (GABBIANI,
1996). Através da secrecao de citocinas inflamatérias, quimiocinas, fatores de
crescimento e mediadores inflamatérios de natureza lipidica e gasosa, 0s
miofibroblastos desempenham um importante papel na organogénese,
inflamacéo, reparo e fibrose da maioria dos orgaos e tecidos (POWELL et al.,
1999). RUBBIA-BRANDT et al. (1991), desenvolveram um estudo a fim de
caracterizar o papel das citocinas e possiveis fatores de crescimento envolvidos
na diferenciagdo de miofibroblastos, utilizando mini-bombas osméticas
implantadas subcutaneamente no dorso de ratos, as quais liberavam uma grande
variedade destes mediadores quimicos. Os autores constataram que cada
citocina, em particular, apresentava propriedades especificas e podia estimular
diferentes grupos celulares Adicionalmente, demonstraram que TNF, IL-1 e PDGF
nao estimulavam a formagéo do miofibroblasto, mesmo quando estas citocinas
estavam presentes na resposta tecidual granulomatosa, ao passo que TGF-B 1 e
2, e mais surpreendente ainda, o GM-CSF, estimulavam regularmente o
aparecimento de miofibroblastos ricos em actina alfa de muasculo liso.
Considerando que a atividade pro-fibrética do TGF-B tem sido amplamente
descrita (SERINI et al., 1999) e particularmente estimula a sintese de colageno
tipo |,- alguns autores concluiram que esta citocina & provavelmente muito
importante.no desenvolvimento da cicatrizagao e fiborose (RONNOV-JESSEN et

al., 1993). YOKOZEKI et al. (1999) salientaram que, ao passo que o TGF-§ 1



estimulava a mudanga fenotipica dos miofibroblastos, o IFN-y alterava
significativamente o citoesqueleto destas células, através do declinio na
expressao de actina alfa de musculo liso. Tal fato, implicava na diminuigao da
contratilidade dos miofibroblastos. Com base nestas observacoes, os autores
sugeriram que o IFN- y pode regular negativamente a agao do TGF- p no controle

das alteragdes no fenétipo de miofibroblastos.

PETROL et al. (1998), estudando o endotélio da cérnea de gatos,
observaram que sob certas condigbes patofisiolégicas, as células endoteliais
podem produzir colageno anormalmente, em virtude da acgdo estimulatéria do

TGF-B. Eles concluiram que as células endoteliais em proliferagao adquirem um

fenétipo temporario de miofibroblastos.

O IFN-y é uma citocina multifuncional que tem sido utilizada como um
agente terapéutico em potencial para o0 tratamento de varios processos
fibrogénicos, incluindo as cicatrizes anormais. A observagdo de que o IFN-y
diminui a expressao de actina alfa de musculo liso em células musculares lisas,
sugere que um fendmeno semelhante possa acontecer em tecidos de granulagao
e tecidos com fibrose. DESMOULIERE et al. (1992) demonstraram in vivo que o
IFN-y diminuiu a expressao de actina alfa em fibroblastos em meio de cultura.
Além desses estudos, outros estudos pilotos clinicos tem sugerido que a
aplicagcao do IFN-y é eficiente na redugdo de cicatrizes hipertréficas e lesoes

fibromatosas (PITTET et al., 1993).
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Logo, o desenvolvimento dos miofibroblastos provavelmente depende nao
s6 do estimulo fornecido pela organizagdo da matriz extracelular, mas também do

efeito estimulatério gerado por estas citocinas descritas.

2.1.5- Presenga de miofibroblastos em outras condi¢goes patolégicas

Além das fibromatoses, muitas outras condigbes proliferativas que
freqientemente mimetizam sarcomas, compartiham a sua composigao
predominantemente miofibroblastica e demonstram um potencial proliferativo
variavel, embora ndo se disseminem. Entre as condigdes proliferativas mais
citadas, destaca-se a fibromatose do tipo “Dupuytren”, na qual os pacientes
freqlientemente apresentam multiplos nédulos, os quais exibem uma consideravel
variagao nos seus padrdes histolégicos (PITTET et al.,, 1993). De acordo com
MATTE et al (1990), uma composi¢ao heterogénea do citoesqueleto também é
observada em miofibroblastos presentes em dermatofibromas, os quais
apresentam pelo menos trés fenétipos diferentes: vimentina/ actina, vimentina/

actina/ desmina e somente vimentina.

Muitos carcinomas invasivos e metastaticos sao caracterizados por uma
consisténcia endurecida e retracdo. Ao que tudo indica, os miofibroblastos sao
particularmente numerosos dentro do estroma dessas neoplasias, e os
fenébmenos de retragdo observados sdo atribuidos as forgas contrateis geradas
nelos miofibroblastos presentes no estroma (SCHURCH et al., 1981). Os
miofibroblastos também foram descritos na doenga de Hodgkin esclerosante
nodular (SEEMAEYER et al., 1980), a qual apresenta uma reagdo estromal

nodular que € altamente colagenizada. Estas areas contém numerosas células
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que exibem o fenétipo vimentina/ actina ou apenas vimentina, e poucos

miofibroblastos com o fenétipo vimentina/ actina/ desmina.

Alguns autores descreveram os chamados tumores miofibrobiasticos.
GHADIALLY et al. (1983) analisaram histologicamente um miofibroblastoma. Na
descricao do caso clinico, os autores verificaram, a luz da microscopia eletrénica,
que o neoplasma era composto quase que exclusivamente por miofibroblastos e
alguns macrofagos ocasionais. Nao foi observada a presenca de fibroblastos
nesta lesdao. Em estudos de leiomiossarcomas, SCHURCH et al. (1987)
constataram que estes neoplasmas sao bastante heterogéneos, e que a utilizagao
de marcadores para as proteinas de citoesqueleto, tais como desmina e actina
alfa, € dtil para identificar os tipos celulares presentes no estroma dos tumores,

incluindo miofibroblastos.

Segundo ANDRADE et al. (1999), a lesdo hepatica caracteristica
observada em pacientes com esquistossomose hepatoesplénica, representada
pela fibrose portal, contém miofibroblastos, oriundos da disperséo das fibras
musculares lisas que se segue a agressdo da veia porta. Os achados
ultraestruturais revelam um tipo celular com caracteristicas tanto de fibroblastos,
como de células musculares lisas, que poderiam ter um papel importante na

patogénese da hipertensao portal.

2.2. REPARO

2.2.1-Generalidades
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Em tecidos que apresentam células especializadas, tais como a derme, as
quais nem sempre respondem a agressao por regeneragao completa , € comum o
desenvolvimento do processo de reparo, no qual o tecido original é reposto por
tecido conectivo nao especifico, constituindo uma cicatriz. O dogma central do
reparo, via de regra, € sempre o0 mesmo, a saber, “fechar” o ferimento e sela-lo
com uma cicatriz (MAJNO et al., 1996).

EHRLICHMAN et al. (1991) salientaram que o reparo € um evento
dindmico, compreendendo diferentes processos, entre os quais sdo listados, a
inflamagao, proliferagao celular e sintese dos elementos que constituem a matriz

extracelular, bem como seu posterior remodelamento.

Segundo CALVIN et al. (1998), a prioridade crucial, no reparo, é a
hemostasia. Inicialmente, as arteriolas lesadas contraem e o0 sangue extravasado
coagula. A inflamacao é uma resposta tecidual localizada, protetora, provocada
por lesdo com destruicdo de tecidos, que serve para eliminar, diluir ou “varrer” o
agente lesivo. A inflamagdo precoce € caracterizada pela formagao do coagulo
dentro dos vasos lesados resultando na cessacao da hemorragia, e possibilitando
a geracao de uma matriz de fibrina, fibronectina e trombospondina. A formagao do
coagulo possibilita a migragdo de células para o microambiente da leséao e,
adicionalmente, serve de estimulo para a proliferacdo dos fibroblastos

(SIEGBAHN et al., 2000).
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Além dos aspectos celulares, a sintese do coagulo envolve também alguns
fatores humorais. O fator XII que é ativado pela adsorgao ao colageno fibrilar
exposto, desencadeia a ativagao da cascata das cininas e do complemento, o que
inclui a clivagem de uma série de proteinas séricas, culminando com a geragéo
de bradicinina e das anafilatoxinas, respectivamente. A bradicinina e as
anafilatoxinas aumentam a permeabilidade vascular e agem como potentes
agentes quimiotaticos, estimulando neutréfilos e outros grupos celulares a liberar
mediadores vasoativos como histamina e leucotrienos, bem como enzimas
lisossémicas e espécies reativas de oxigénio. Adicionalmente, ZWIRNER et al.
(1998) demonstraram in vitro que a anafilatoxina C3a pode contribuir para a

migrag@o de macroéfagos nos sitios especificos da inflamacao.

Inicialmente, ha predominancia de infiltrado neutrofilico. Os neutréfilos
migram para os tecidos, através das vénulas, com o objetivo de fagocitar debris e
possiveis bactérias. Em um estudo experimental utilizando-se porcos da india,
FENG et al. (1998) sugeriram que a migragao neutrofilica na inflamagao aguda
pudesse ocorrer nao somente pelas jungdes interendoteliais, mas também através
destas células. Em um determinado momento, geralmente por volta do segundo
dia, passa a haver a predominancia de macréfagos, os quais se originam a partir
da diferenciagdo do seu precursor sangiineo, o mondécito. Os macréfagos
produzem uma série de fatores quimiotaticos, e liberam colagenases, a fim de

viabilizar a degradag&o do material necrotico.

TONNESEN et al. (2000) relatam que poucos dias apés a ocorréncia de

uma lesdo, tem inicio uma nova formagdo tecidual, com intensa proliferagao
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celular representada principalmente por fibroblastos e células endoteliais,
dispersos em uma matriz de tecido conjuntivo frouxo rica em colageno dos tipos |
e lli, fibrina, fibronectina e proteoglicanos. Estes elementos constituem o tecido de
granulagdo. A formacdo deste tecido especializado ocorre em virtude de
crescente fibroplasia e angiogénese. Ao mesmo tempo, os fibroblastos alteram o
seu fenoétipo, passando a expressar temporariamente actina alfa de musculo liso,
recebendo a denominagao especial de miofibroblastos. Estas células séao
mantidas unidas através de jungdes comunicantes, e os seus filamentos
citoplasmaticos de actina e vinculina se ligam através dos receptores das
integrinas, as fibrilas de fibronectina e aos colagenos | e Ill da matriz extracelular.
Estas interagdes entre as células e a matriz provéem um meio pelo qual ocorre a

contragao tecidual (GABBIANI, 1999).

O tecido de granulagédo vai sendo gradualmente remodelado, formando um
tecido cicatricial, que € menos celular e vascular. Alguns autores afirmam que o
decréscimo celular pode ser justificado pelo fenémeno de apoptose (GRANVILLE
et al., 1998). Com o remodelamento, vai havendo redugdo de acido hialurénico e
fibronectina, os quais sao degradados por células e metaloproteinases
plasmaticas, e concomitantemente, processa-se 0 crescente acumulo de

colageno tipo I.

Paralelamente a todos os eventos supracitados, as células epiteliais de
revestimento, sob a agéo de citocinas especificas, proliferam e migram a partir
das bordas do ferimento, na tentativa de fecha-lo. Este processo ¢ denominado

reepitelizacdo. MARCHESE et al. (1995) investigando a expressao e distribui¢cao
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do fator de crescimento de queratindcitos e seu respectivo receptor durante o
processo de reparo em humanos, verificaram que havia uma modulagdo temporal
dos mesmos ao longo da cicatrizagao, e que tais elementos estariam fortemente

relacionados ao fendmeno de reepitelizagao.

2.2.2- O papel das citocinas no reparo

Imediatamente apds o trauma, o dano tecidual induz a liberacdo de
citocinas por parte das células endoteliais e queratindcitos, dando inicio as
primeiras alterag0es inflamatérias. As citocinas quimiotaticas sintetizadas pelas
células endoteliais e demais células presentes no tecido, provéem o recrutamento
seletivo de leucdcitos para os sitios da inflamagao (EPSTEIN, 1998). O dano
tecidual inicial resulta na desgranulagdo de plaquetas, as quais secretam
citocinas, incluindo TNF-a, TGF-p e PDGF. A liberagdo de TNF-a e IL-1 derivada
de queratinécitos, estimula a expressdo de E-selectinas por parte das células
endoteliais e induz a expresséao de ICAM-1 endotelial, permitindo o recrutamento

seletivo de mondcitos e linfécitos para o local da lesao.

Segundo BOREL et al. (1998), os mondcitos que chegam ao tecido e ali se
fixam, comegam a secretar IL-1 e TNF-a, recrutando novas células, e através da
producdo de PDGF e TGF-B, eles também estimulam a sintese de matriz
extracelular por parte dos fibroblastos e a formagao do tecido de granulagao. Os
fibroblastos sintetizam colageno do tipo |, lll e fibronectina. No que diz respeito a
angiogénese, este processo bioldgico ocorre mediante a proliferacédo de capilares

em resposta ao TGF-g e FGF.
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De acordo com THOMAS et al. (1995), a reepitelizagdo é estimulada por
EGF e TGF-a, os quais induzem a migracao dos queratinécitos através do leito do
ferimento. Concomitantemente, processa-se 0 inicio da maturagdo da matriz
extracelular, caracterizando-se pelo remodelamento das fibras de colageno tipo |
e a regressao da trama de capilares. Uma vez postulado que aqueles
polipeptideos biologicamente ativos podem estimular a angiogénese, a
proliferacao fibroblastica e a producao de colageno, eles tem sido largamente

usados em ferimentos induzidos experimentalmente (FOLKMAN, 1992).

2.2.3- Fatores que interferem no reparo

Embora o reparo seja poderosamente programado, algumas intempéries
podem dificultar o seu processamento. Muitos fatores gerais e locais podem
interferir no mecanismo de reparo e influenciar a evolugéo deste processo. O mais
importante deles, € o estado nutricional do individuo. KAY et al. (1987), através da
realizagao de um estudo prospectivo envolvendo a analise do processo cicatricial
em pacientes submetidos a amputacdo das extremidades inferiores, relataram
que, no grupo representado pelos individuos mal-nutridos, cerca de 40% da

amostra, exibiu complicagbes sistémicas ou locais no periodo pés-operatorio.

Durante muito tempo, vem sendo demonstrado, que a caréncia de
proteinas representa um sério comprometimento na sintese enzimatica, bem
como na produgdo de moléculas essencialmente polipeptidicas, tais como

anticorpos, horménios, colageno, entre outros (FAULK et al., 1974). A sintese do
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colageno depende da vitamina C, a qual se constitui em um componente
fundamental na etapa de maturagdo molecular desta proteina, e a sua deficiéncia
€ acompanhada de uma cicatrizagéo defeituosa e da formagéo de um colageno

imaturo, sem forga ténsil (in GROSS, 2000).

Segundo EHRLICHMAN et al. (1991), o oxigénio molecular é um fator
central no processo de reparo. Ele € necessario para a realizacdo de todos os
fenémenos biolégicos dependentes de energia, tais como a replicacao celular,
sintese protéica, exportagao de proteinas e a hidroxilagdo da prolina e lisina, para
a posterior incorporagdo destes aminoacidos as cadeias alfa da molécula de
colageno. De fundamental importancia, é a elevada tenséo superficial do oxigénio
nos tecidos a fim de potencializar a resisténcia as eventuais infecgoes. O oxigénio
molecular & imprescindivel para a producéo de radicais superéxidos toxicos, os
quais, em contrapartida, s&do usados para eliminar as bactérias que tenham sido

eventualmente fagocitadas pelos granulécitos (PAUL, 1999).

Como o sistema imunolégico representa um elemento fundamental na
geracao das diversas citocinas que participam ativamente do processo de reparo,
individuos em estado de imunossupressdo podem apresentar um retardo

consideravel na cicatrizagao (HULSEWE et al., 1999).

De acordo com TIMIMI et al. (1998), algumas patologias sistémicas, tais
como o diabetes mellitus, podem dificultar a cicatrizacdo de um ferimento,
basicamente em virtude da microangiopatia e uma maior predisposigao a infecgao

apresentada por parte dos seus portadores. Individuos com arteriosclerose ou
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anormalidades venulares podem apresentar um impedimento da cicatrizagao em

virtude do retardo na drenagem venosa e suprimento sanglineo inadequado.

Do ponto de vista local, a permanéncia da crosta que recobre a lesdo é de
vital importancia para a protecdo dos tecidos subjacentes em formagao. A sua
remogao precoce pode resultar em atraso da cicatrizagao, principalmente gerando
um rompimento da fina rede capilar neoformada. A area da ferida também precisa
estar desprovida de qualquer fator de natureza infecciosa, corpos estranhos e
restos de tecidos desvitalizados, os quais poderiam perturbar a cicatrizagao.
Adicionalmente, alguns fatores mecanicos, como o0 movimento precoce

envolvendo a area do ferimento podem retardar o reparo (ANDRADE, 1999).

2.3. LASER

2.3.1. Generalidades

Laser é o acronimo de “Light amplification by estimuled emition of
radiation”, ou seja, “luz amplificada por emissédo estimulada de radiagéo”. Ja no
inicio do século XX, em 1917, Albert Einstein descreveu os principios fisicos da
emissao estimulada de radiagcdo. No ano de 1960, na Califérnia, MAIMAN criou o
primeiro aparelho de laser a rubi e no ano subsequente, foi realizada a primeira
cirurgia oftalmoldgica com laser para remogao de um tumor de retina. Em 1961,
Javan desenvolveu o primeiro laser com finalidade terapéutica, um He-Ne com
comprimento de onda de 632,8 nm. As aplicagdes clinicas do laser de baixa

poténcia foram preconizadas por Mester, no ano de 1966, na Hungria, o qual
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publicou uma série de relatos de casos clinicos abordando a propriedade de
bioestimulagdo sobre a cicatrizagdo de uiceras crénicas de membros inferiores,

utilizando lasers de rubi e de argénio (BRUGNERA JUNIOR & PINHEIRO, 1998).

Durante as décadas de 70 e 80, embora o laser terapéutico mais usado
fosse o do tipo He-Ne, comegaram a ser desenvolvidos diodos laseres
semicondutores, os quais exibiam um maior potencial de penetragao tecidual, e
podiam operar nas formas continua ou pulsada. Em 1981, surgiu o primeiro relato
da aplicagao clinica de um diodo laser As-Ga-Al em um estudo comparativo que
visava avaliar a atenuagdo do quadro algico de alguns pacientes (TUNER &
HODE, 1999). A partir dos anos 90, foram introduzidos diferentes diodos laser,
capazes de gerar uma ampla faixa de comprimentos de onda, constituindo-se em

pequenos aparelhos, de facil transporte e manuseio, e custo relativamente baixo.

O laser € um tipo de onda eletromagnética que pode ser visivel ou ndo, a
depender do comprimento de onda em questdo. Esta onda aporta uma alta
concentragao de energia e é constituida por muitos fétons. Neste ambito, por
meio da irradiagao, a matéria € estimulada através do fornecimento de energia

aos atomos que a constituem.

Quando um foton encerrando uma quantidade especifica de energia, entra
no campo eletromagnético dos atomos excitados pela energia previamente
armazenada, uma parte dela é emitida através da criagdo de um outro féton
idéntico ao primeiro. O féton inicial ndo é absorvido, de modo que, tanto este,

como o segundo gerado a partir dele, podem estimular outros atomos no meio
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laser a emitir a sua energia armazenada (LEINWOLL, 1965). Processa-se entéo,
uma “avalanche” de luz, desencadeada por todos os fétons gerados com
exatamente a mesma energia. Esta reagdo em cadeia dos fétons resulta em uma
luz laser monocromatica e coerente (McCOMB, 1988). A coeréncia, por exemplo,
diz respeito a propagagao ordenada das ondas eletromagnéticas ao longo do
tempo e do espacgo. Com relagé@o a luz normal, o laser apresenta um paralelismo
muito acentuado. As suas ondas eletromagnéticas exibem um mesmo sentido e
direcao, de modo que o angulo de divergéncia do laser é muito pequeno.
Segundo GENOVESE et al. (1991), a emissdo de uma radiagdo com uma linha
espectral muito estreita, ou seja, com um comprimento de onda muito bem

definido, constitui o que se reconhece por monocromaticidade.

De acordo com a substancia estimulada a emitir a radiagao, pode-se obter
diferentes tipos de luz laser. Foram propostas muitas classificagbes para os
diversos tipos de laser existentes. De acordo com GENOVESE et al. (1991), os
lasers podem ser divididos em dois grandes grupos: os lasers ndo cirurgicos, que
se caracterizam por um tratamento de baixa intensidade, e os lasers cirurgicos,
por tratamento de alta intensidade. O meio ativo destes lasers pode variar e
geralmente inclui material solido, liquido, gasoso ou quaisquer um destes

componentes associados um ao outro.

GARCIA (1997), descrevendo os tipos de lasers existentes, salientou que
os lasers nao cirurgicos, também chamados de terapéuticos, ndo geram calor e
s&o geralmente indicados para a melhoria da cicatrizagao, proporcionando efeitos

analgésicos, antiinflamatérios e bioestimulantes, entre muitos outros beneficios.
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Os lasers terapéuticos comumente utilizados, e seus respectivos

comprimentos de onda, estao listados no quadro 01.

Quadro 01: Classificagao dos lasers de baixa poténcia

Tipo de laser Comprimento de onda

HeNe 633nm

InGaAIP 633-5 nm

GaAlAs 780-830 nm
GaAs 904 nm
CO» 10600 nm
Rubi 694 nm

Nd:YAG 1064 nm

Fonte: TUNER & HODE

2.3.2. AlteragOes bioquimicas, celulares e moleculares promovidas

pela laserterapia

Durante os dltimos anos, estudos sistematicos tem sido conduzidos
utilizando-se bactérias e culturas de células, a fim de esclarecer a agao da luz
laser a nivel molecular (KARU, 1989). Os dados experimentais coletados a partir
destes estudos, demonstram que, comparativamente baixas doses e periodos de
tempo curtos de irradiagéo, provocam um macroefeito que permanece por um

longo tempo.
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O mecanismo de acdo do laser de baixa poténcia ainda vem sendo
gradativamente entendido. Muitas hip6teses tem sido propostas, as quais incluem
estimulo para a captagdo de acido ascorbico pelas células, estimulagdo de
fotoreceptores na cadeia respiratéria da mitocondria, mudancas nos niveis de
ATP ou AMPc e estabilizagdo da membrana celular (KARU, 1987). Um grande
numero de autores afirma que a energia a ser depositada num determinado tecido
por unidade de superficie deve situar-se entre 1 a 6 J/cm®. Todavia, a eleicdo da
dosimetria adequada pode variar em virtude do tipo da patologia a ser tratada, da
profundidade da lesdo, seu tempo de duragao, o tipo do tecido, a idade do

paciente e sua condigao sistémica, entre muitos outros fatores.

De acordo com BASFORD (1995), os lasers de baixa magnitude tem sido
usados em pesquisa e na clinica por quase 30 anos a fim de modular funcao
celular, aliviar a dor e acelerar a cicatrizacdo. O principal alicerce da laserterapia é
que a irradiagao laser tem uma capacidade de alterar 0 comportamento celular
dependente do comprimento de onda utilizado, na auséncia da geragao de calor.
A aceleragdo da cicatrizacdo estd entre as primeiras alteracdes descritas, e
investigadores pioneiros acreditaram que a irradiagéo laser pudesse estimular
processos bioldgicos. Segundo o autor, na pratica, a laserterapia envolve
tipicamente o emprego de 1 a 4 J/cm?® nos sitios de tratamento, utilizando-se de
10 a 90 mW de poténcia. Comenta ainda que, independentemente das
similaridades da dose e do tipo de laser utilizado, diferengas significativas ainda
persistem, no que diz respeito as abordagens de tratamento. Entre estas

diferengas, estdo a frequéncia de pulso, localizagdo da ponta de aplicagdo do
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aparelho e o uso de diferentes comprimentos de onda unicos ou combinados.
Também de fundamental importancia sao a irradiancia, a area da ponta ativa, a

polaridade, duragao de pulso, entre outras variaveis.

Relata-se que a radiagdo laser de baixa poténcia pode afetar
consideravelmente o metabolismo celular e incrementar o seu potencial
regenerativo, além de gerar efeitos antiinflamatérios, analgésicos e
vasodilatadores (CONLAN et al., 1996). Estes efeitos parecem estar associados a
foto-recepgao mitocondrial da luz monocromatica, uma vez que o laser acelera o

metabolismo respiratério de certos grupos celulares (MEYERS, 1990).

As evidéncias indicam que o evento fisico inicial na bioestimulagdo é
representado pela absorgao de luz por moléculas especificas no tecido alvo, as
quais se constituem os chamados croméforos. As enzimas da cadeia respiratéria
presentes dentro das mitocondrias, tem sido identificadas como os croméforos
“primarios” (KARU, 1987). PASSARELA et al. (1984), verificaram aumento no
potencial eletroquimico de prétons de hidrogénio, bem como na sintese de ATP
em mitocOndrias isoladas a partir de hepatécitos de ratos, as quais foram

irradiadas com laser de He-Ne.

LOEVSCHALL et al. (1994) analisaram in vitro os efeitos da irradiagao laser
de baixa poténcia na proliferagao de fibroblastos da mucosa oral humana,
utilizando um laser de He-Ne com 4 mW de poténcia. Constatou-se que com a
utilizagdo da densidade de energia de 450 mJd/cm® houve um aumento

estatisticamente significativo da incorporagéo de timidina ao DNA destas células,
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sugerindo assim, que o laser de baixa intensidade induz um aumento na sintese
do DNA. Adicionalmente, NOBLE et al. (1992) observaram as caracteristicas
locomotorias de fibroblastos derivados de ventriculos de embrides dispostos num
gel tridimensional de colageno sob a agdo do laser de He-Ne, e concluiram que,
embora a locomogao nao ficasse bem evidenciada, houve uma transformacgéao
fenotipica destas células, as quais passaram a exibir um desenvolvimento mais

acentuado do seu aparato locomotor.

SKINNER et al. (1996) utilizaram um laser de Ga-As pulsatil empregando
diferentes irradidncias em cultura de fibroblastos de embrides humanos, e
observaram que houve um aumento significativo nos niveis de colageno por parte

das células irradiadas, através de um ensaio com incorporagéo de prolina tritiada.

2.3.3. Laserterapia na cicatrizagao

O principio da bioestimulagao com laser foi introduzido ha mais de 20 anos
atrds e foi aplicado primariamente na dermatologia, para cicatrizacdo de
ferimentos cutaneos. Em 1971, MESTER et al., realizaram um estudo histolégico
em ratos, induzindo dois ferimentos por queimadura de 3° grau, no dorso dos
animais, com um eletrodo esférico de 4 a 5 mm de diametro. Um lado foi tratado
duas vezes por semana, durante trés semanas, e 0 outro, foi adotado como
controle. O aspecto macroscopico dos ferimentos foi acompanhado através de
fotografias seriadas. Ao exame histolégico, os autores concluiram que o laser

estimulou a regeneragdo, produzindo um aumento na taxa de crescimento
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epitelial, uma vez que a cicatrizagdo processou-se mais rapidamente nos

ferimentos tratados.

GOMEZ-VILLAMANDOS et al. (1995), objetivando investigar a eficacia da
terapia laser na cicatrizagao de ferimentos na mucosa faringea eqtina, induzidas
com acido sulfurico, constataram que o laser produziu uma cicatrizagdo mais
rapida do ferimento devido ao aumento da atividade mitética, aumento no nimero
de fibroblastos, proliferagao de colageno e neovascularizagdo, quando comparado
ao ferimento controle. O laser utilizado foi do tipo He-Ne com 10 mW de poténcia,
comprimento de onda da ordem de 632,8 nm e a densidade de energia
empregada foi de 8 J/cm®. As Ulceras foram irradiadas diariamente até a completa
cicatrizacao das lesbes com trés pontos de aplicacdo por sessdo. O estudo
histoloégico dos controles revelou necrose de coagulagao do epitélio, e do tecido
conectivo, bem como intenso infiltrado inflamatério, edema e microtrombos nos
capilares, ao passo que, nos irradiados, observou-se um infiltrado inflamatério

mais discreto e redugao do edema.

Alguns autores observaram que a produgcao de FGF por parte dos
fibroblastos em meio de cultura aumentava consideravelmente apés a irradiagao
com laser de baixa poténcia, e sugeriram que a proliferacdo de fibroblastos
estimulada pelo laser pode estar relacionada a produgao autécrina de FGF. O
FGF, por sua vez, tem propriedades mitogénicas e angiogénicas que indicam que
ele pode aumentar a formagéo do tecido de granulagédo e promover o reparo do

tecido conectivo (YU et al., 1994).
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OLIVEIRA (1992) realizou um estudo histolégico em ratos, extraindo os
incisivos inferiores dos mesmos, a fim de avaliar o grau de cicatrizagdo dos
ferimentos resultantes da extracdo ap6s o tratamento com laser de baixa
poténcia, do tipo Ar-Ga. O autor constatou que a aplicagao do laser promoveu a
aceleragao da cronologia do reparo alveolar, bem como favoreceu a ocorréncia do
fendbmeno de reepitelizagdo mais rapido, sendo que, os maiores ganhos na
cicatrizagdo, ocorreram nos periodos pds-operatérios compreendidos entre 6 a 15
dias. Concordemente, MAREI et al. (1997) verificaram que a bioestimulacao pode

ser muito Util para a melhora da cicatrizagdo em ferimentos na mucosa oral.

BISHT et al. (1994) estudaram os efeitos da laserterapia com um laser do
tipo He-Ne com 5 mW de poténcia, aplicando 4 J/cm® durante 5 minutos em
ferimentos cuténeos abertos confeccionados em ratos albinos. Os autores
observaram que houve uma aceleragao estatisticamente significativa do processo
cicatricial, com incremento do tecido de granulagdo e rapida reepitelizacdo nos
grupos tratados quando comparados aos controles. Um estudo semelhante foi
proposto e executado por BRAVERMAN et al. (1989), no qual lasers com
diferentes comprimentos de onda foram empregados, para avaliagdo da
cicatrizagao cutanea em coelhos. Os ferimentos cutaneos foram irradiados
diariamente até o 21° dia apés a sua confecgdo, e ao exame histolégico, o
crescimento epitelial foi mais exuberante no grupo tratado, embora a diferenga

nao fosse significativa estatisticamente.

Sendo assim, além dos estudos cientificos supracitados, muitos outros,

confirmam a efetividade da laserterapia na cicatrizagdo e continuam a ser
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desenvolvidos, independente de serem alvos de constante incredulidade por parte

de alguns investigadores.



28

3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Verificar as principais modificagbes morfolégicas na cicatrizagdo, com
enfoque especial no papel dos miofibroblastos, apds a indugcao de ferimentos
cutdneos em ratos que foram submetidos a terapia pos-cirdrgica com laser de

baixa poténcia.

3.2. Especificos

- Analisar histologicamente as diferentes fases do processo de cicatrizagao

apos cirurgia cutanea, com e sem a aplicagao do laser de baixa poténcia.

- Registrar, através de marcadores especificos utilizados em

imunohistoquimica, a expressao de miofibroblastos no leito do ferimento.

- Analisar a eficacia do uso da terapia pés cirdrgica com laser de baixa
poténcia e a sua influéncia como bioestimulador sobre os grupos celulares

envolvidos no processo cicatricial, em especial, os miofibroblastos.
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4 JUSTIFICATIVA

No que diz respeito a participagdo dos miofibroblastos no processo
cicatricial, incontestavelmente atribui-se a este grupo celular a propriedade de
contra¢do do ferimento, uma vez que a célula em questao apresenta um aparelho
contratil, semelhante ao das fibras musculares lisas. Sabe-se que, em estudos
realizados in vivo, o laser de baixa densidade de poténcia pode estimular a
diferenciacédo fenotipica de fibroblastos em miofibroblastos (POURREAU-
SCHNEIDER et al., 1990). O presente estudo experimental procurara contribuir
para um melhor entendimento dos efeitos da laserterapia sobre alguns
componentes da matriz extracelular e elementos celulares presentes neste

compartimento, durante etapas distintas do processo de cicatrizagao.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1. ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados 72 ratos Wistar, com peso variando entre 150 a 250
gramas e idade aproximada de 3 meses. Os ratos foram mantidos em gaiolas
individuais para impedir qualquer intercorréncia no curso da cicatrizacdo dos
ferimentos cutaneos. Os animais eram alimentados com ragéo comercial e agua
ad libitum durante todo o experimento, sob condi¢cdes similares de temperatura,
umidade e iluminagdo. A alocagdo dos animais para os diversos grupos

experimentais foi randémica.

5.2. GRUPOS EXPERIMENTAIS E SACRIFICIOS

Foram elaborados seis grupos experimentais com a finalidade de
caracterizar a evolugao do processo cicatricial ao longo do tempo, delineados na
tabela 01. Os procedimentos operacionais foram executados na pele do dorso dos
animais. Cada grupo era constituido por seis subgrupos, representados pelos dias

de sacrificio:

Grupo | — Controle. Vinte e quatro animais submetidos a intervengao cirurgica

que nao receberam nenhum tipo de tratamento especifico.

Grupo Il — Vinte e quatro animais tratados com laser de baixa poténcia,

recebendo 1 J/cm? por ponto de aplicagao, perfazendo um total de 4 J/cm? de
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densidade de energia nas adjacéncias da area correspondente ao ferimento,

imediatamente ap0s a cirurgia.
Grupo lll — Vinte e quatro animais tratados com laser de baixa poténcia com
aplicagido pontual de 2 J/cm® de densidade de energia apdés o procedimento

cirGrgico, totalizando 8 J/cm? irradiados na area afetada.

Tabela 01: Caracterizagao dos grupos e respectivos dias de sacrificio

Grupos Sacrificio
experimentais

24 48 72 05 07 14
horas horas horas dias dias dias

Controle (n) 4 4 4 4 4 4
Laser 4 J/cm* (n) q 4 4 4 4 4
Laser 8 J/cm?(n) 4 4 4 4 4 4

Inicialmente, determinou-se o peso dos animais a serem utilizados para
viabilizar o emprego de solugdo anestésica em doses efetivas para a sedagao. A
anestesia foi previamente preparada utilizando-se quetamina (Ketalar) e xilasina
(Rompum). A quantidade de quetamina utilizada foi de 2,5 ml e de xilasina, 0,5 ml.
A esta diluigdo acrescentou-se 1 ml de salina a 0,85%, perfazendo um total de 4
ml de solugdo anestésica. Os animais eram anestesiados, recebendo 0,2 ml do
anestésico para cada 100 gramas de peso, por via intraperitonial. Em seguida,
foram submetidos a tricotomia da regido dorsal. Utilizando-se um bisturi circular
de 8 mm de didmetro (Biopsy punch — Stiefel), foram executadas cirurgias

cutdneas, removendo-se um segmento da epiderme e da derme (prancha 1,
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figuras A e B). As bordas do ferimentos nao foram confrontadas com nenhum tipo

de fio de sutura para que a cicatriza¢éo ocorresse por segunda intengéo.

5.3. APLICAGCAO DO LASER

Realizado o ferimento, parte dos animais foi tratada com laser de baixa
poténcia, em Unica sessdo apds a cirurgia, executando-se aplicagdo pontual. O
laser foi aplicado em quatro pontos de eleigdo situados nas margens do ferimento
(prancha 2, figura A). O aparelho empregado obedecia as especificagbes

descritas no quadro 02 (prancha 2, figura B).

Quadro 02: Especificagoes do aparelho laser de baixa poténcia

LASER VR- KC- 610

Emissor do laser: Diodo Ga-As-Al semi-condutor
Poténcia continua do diodo laser: 9 mW
Comprimento de onda: 670 nm (visivel em vermelho)

Marca comercial: Dentoflex

No grupo tratado, a ponta do aparelho foi recoberta com plastico de cloreto
de polivinila (Filmito — Kentinha). O tempo utilizado para cada aplicagao seguiu a

equacao proposta por TUNER & HODE (1999), a saber:
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T(s)= densidade de energia (J/cm?) X area do spot size (cm?)

Poténcia (W)

Inserindo-se os valores a férmula supracitada, péde-se chegar ao tempo
apropriado para a duragéo de cada aplicacdo pontual, tanto de 1 J/cm? como de
2 J/em?, descritos nos quadros 03 e 04, respectivamente.

Quadro 03: Definigao do tempo de exposigao ao laser utilizando-se 1 J/cm?
de densidade de energia

T=1x2827 x 102

9x10°
T= 28,27 x 10
9

T=31"

Quadro 04: Definigao do tempo de exposigao ao laser utilizando-se 2 J/cm?
de densidade de energia

T=2x28,27 x 102

9x 103

T= 28,27 x 20

9

T=62"
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A poténcia do laser no aparelho utilizado, foi calibrada no laboratério de
laser do Instituto de Quimica, da Universidade Federal da Bahia, com e sem o
recobrimento da ponta ativa com o plastico de cloreto de polivinila. Para o calculo
da medida da area do spot size, ou seja, da area da ponta de saida do feixe
luminoso, utilizou-se um especimetro (OTTO) de ago inoxidavel com escala de

0,1a 10 mm?

Apés o0 procedimento cirurgico, as espécimes foram mantidas sob
isolamento individual e diariamente inspecionadas para analise de possiveis
sangramento, perda da crosta e formagao de exsudato purulento. A medida da
ferida cirargica foi realizada utilizando-se um compasso (Kern-Swiss), e fazendo-
se o registro da mesma em planilha, na qual anotavam-se as aferigbes tanto no
sentido craneo-caudal, como latero-lateral, para a determinagédo do célculo da

area do ferimento.

Nos respectivos tempos, os animais foram sacrificados com éter etilico, sob
campanula. Constatado o 6bito, os fragmentos de pele englobando toda a area
afetada foram coletados, distendidos em cartolina e imersos em formol
tamponado (Milloning). Com aproximadamente 18 horas de fixagéo, os tecidos
foram seccionados em sentido longitudinal, abrangendo o centro da lesdo, com

lamina de ago inoxidavel e processados histologicamente.

5.4. MICROSCOPIA OPTICA

5.4.1 Coloragdes de rotina
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Fragmentos de tecido cutaneo foram fixados em formol tamponado,
incluidos em parafina histolégica e cortados em micrétomo, obtendo-se cortes
com espessura de 3,0 micrdbmetros, os quais foram corados pelos seguintes
métodos: hematoxilina-eosina, orceina para fibras eldsticas e sirius vermelho para
fibras colagenas. A andlise histoldgica de todas as secgoes foi realizada sem o
conhecimento prévio dos grupos a que os animais pertenciam. O sistema de
cruzes foi adotado para a gradagao do edema e infiltrado inflamatério, bem como
a determinacéo dos diferentes niveis de sintese de colageno e fibras elasticas na
matriz extracelular ao longo do tempo do experimento, obedecendo a gradacao

descrita no quadro 05.

Quadro 05: Gradagao da intensidade das alteragoes histopatolégicas

observadas
Numero de cruzes Classificagao
0 Ausente
+ Discreto
++ Moderado
+++ Intenso

5.4.2.Imunohistoquimica

Em laminas tratadas previamente com solugédo de organo-silano (A 3648 -
Sigma), foram obtidas secgdes teciduais de trés micrometros a partir de blocos de

parafina contendo tecido cutaneo dos ratos estudados no presente trabalho.
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Procedeu-se a desparafinizagdo dos cortes histoloégicos, submetendo as
laminas a banhos sucessivos com xilol. Em seguida, as mesmas foram hidratadas
em solugdes com diversas concentragdes de alcool e lavadas em agua corrente e
destilada. Em virtude das marcagdes nao ficarem visualizadas de maneira
adequada previamente em laminas teste, foi realizado um tratamento das laminas
a serem usadas no estudo com tampé&o citrato (pH 6.0) em microondas,
perfazendo um total de 3 ciclos, a fim de possibilitar a recuperagéo antigénica.

Apos este procedimento, as laminas resfriaram em temperatura ambiente.

Em seguida, as mesmas foram novamente lavadas em agua corrente, agua
destilada e solugéo salina tamponada com fosfato (PBS) 0,16 M, pH 7,4, para que
o bloqueio das ligagdes inespecificas fosse realizado com leite desnatado em p6
2 10% em PBS, por 20 minutos, a temperatura ambiente. Os tecidos foram
incubados com anticorpo primario monoclonal diluido em PBS por uma noite em

camara Umida a 4° C.

No dia seguinte, as ldminas foram retiradas da geladeira e expostas a
temperatura ambiente por uma hora. Novas lavagens com PBS foram realizadas,
e o anticorpo secundario foi utilizado por 20 minutos. Para o blogueio da
peroxidase enddgena utilizou-se solugado de peréxido de hidrogénio (H20,) a 3%
em metanol, por 10 minutos, a temperatura ambiente. A partir desta etapa,
utilizou-se o complexo streptavidina-biotina por vinte minutos, a 37° C. A
revelagao do anticorpo foi realizada com Diaminobenzidina (DAB), sendo que este

reativo cromogénico foi dissolvido em PBS, guarnecido da luz, e filtrado. A esta
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solugdo, adicionou-se como substrato o peréxido de hidrogénio, o qual foi
preparado na hora do uso. Para a contra-coloragao, utilizou-se hematoxilina de Gil

e verde metila, filtrados no momento em que seriam utilizados.

Os cortes foram novamente lavados em agua corrente e destilada,
desidratados em solugdes alcodlicas com diferentes concentragdes e clarificados
com xilol para a posterior montagem das laminas com laminula e baisamo do

Canada.

No presente trabalho, foi utilizado o Kit LSAB® 2, da DAKO laboratories

(peroxidase for use on rat specimens — K609).

Cada anticorpo primario foi titulado antes do experimento propriamente
dito, utilizando-se cortes de fibroadenoma e Utero de rata. As especificagdes dos
anticorpos monoclonais utilizados para a marcagao dos filamentos protéicos do

citoesqueleto celular constam na tabela 02.

Tabela 02: Relagao dos anticorpos primarios monoclonais produzidos em
camundongo

(Isotipo IgG)
DISCRIMINACAO CLONE ESPECIFICIDADE RECUPERAGAO DILUICAO
ANTIGENICA
Actina de musculo 1A4 Actina alfa de Tampao citrato 1:800
liso musculo liso
Desmina D33 Desmina Tampao citrato 1:100
Vimentina Vim 3B4v Vimentina E.D.T.A. 1:200
Tripsinizagado Tampéao
citrato

Fonte: DAKO A/S
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5.5. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Durante a etapa de sacrificio dos animais, retirou-se fragmentos de tecido
cutaneo para o processamento da técnica. Os cortes obtidos foram fixados em
solugao de glutaraldeido a 3% e tampao cacodilato a 0,2 M, na proporgéo de 1:1,
por uma hora a 4° C. Em seguida, realizaram-se lavagens rapidas em tampao
cacodilato a 0,2 M. A pés-fixagao foi feita com solugao de tetroxido de 6smio a 2%
e cacodilato 0,2 M, na proporgao de 1:1, por uma hora a 4° C. Realizada esta
etapa, os fragmentos foram lavados em cacodilato a 0,3 M em temperatura

ambiente, e desidratados em sucessivas diluigbes de acetona.

Posteriormente, foi realizada a substituigdo , sendo o material colocado em
contato com uma mistura de Resina POLY-BED 812 e acetona pura por uma hora
sob temperatura ambiental, seguindo-se impregnagao com resina pura no vacuo,
por 12 horas (“overnight”), nas mesmas condigées de temperatura. Foi realizada a
inclusdo em moldes plasticos, os quais ja haviam sido colocados em estufa a 37°

C para secar completamente.

Os moldes com os fragmentos teciduais foram novamente colocados em
estufa a 60° C, durante 3 dias, viabilizando assim, a polimerizacdo da resina.
Decorrida a polimerizagao, os moldes foram levados ao ultramicrétomo de marca
Reichert-Supernova, para a confec¢gao de cortes semi-finos de 1,0 um de

espessura.
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Apds cuidadosa andlise, as secgdes selecionadas foram submetidas aos
cortes ultrafinos, de 450 A, os quais foram contrastados com acetato de uranila, e
em seguida, citrato de chumbo para analise ao microscoépio eletronico Zeiss EM-

109, sob 50 kV.

5.6. ANALISE ESTATISTICA

Os valores numéricos obtidos através do célculo das areas dos ferimentos
cutaneos foram analisados estatisticamente, utilizando-se teste paramétrico One-
way ANOVA para o estudo comparativo dos trés grupos entre si. O teste t de
Student foi aplicado para a identificagcdo de diferengas significativas entre os
grupos, considerando-se dois grupos separadamente para cada analise realizada.
Foi utilizada a versao nao paramétrica dos testes supracitados para a andlise
estatistica dos valores obtidos com o estudo semiquantitativo. Os resultados
foram considerados significantes quando apresentaram p< 0,05. As andlises

foram realizadas com o auxilio do programa de computador GRAPHPAD.
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6 RESULTADOS

6.1. MACROSCOPIA

Durante o periodo pés-operatério, os animais permaneceram saudaveis,
com cicatrizagdo normal no local operado, sem evidéncias clinicas de infecgao
secundaria. Adicionalmente, o aspecto clinico dos ferimentos revelou auséncia de
sangramento e de exsudato, ao passo que a crosta fazia-se presente e mais
representativa com o desenrolar do processo cicatricial. Particularmente, em
relacdo a formacao da crosta sobre o ferimento, observou-se que somente por
volta do 5° dia, foi que a superficie do mesmo foi integralmente recoberta por esta
estrutura. No 142 dia apds o procedimento inicial, todos os grupos exibiam
reepitelizacdo completa. Todavia, as diferencas mais marcantes envolveram a
analise da area final dos ferimentos, nos respectivos dias de sacrificio. O diametro
créneo-caudal sempre apresentou as maiores redugdes em milimetros quando
comparado ao diametro latero-lateral. Nas primeiras 24 horas, 0s grupos
apresentaram diminuicdo das areas das feridas. Embora as diferencas
observadas nao fossem muito acentuadas entre os grupos, eram estatisticamente
significativas. Setenta e duas horas apés a realizagao da cirurgia, observou-se
que os grupos de animais tratados com laser de baixa poténcia, apresentaram as
maiores reducdes em area do ferimento, quando comparados ao grupo controle.
Este dado se repetiu nos dias subseqlientes, sendo que, por volta do 14° dia pés-
cirurgia, nao foi mais possivel realizar as afericbes, uma vez que os animais
exibiam reepitelizagdo completa, exceto um animal pertencente ao grupo tratado

com laser a 8 J/cm®.
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Paralelamente, observou-se que o grupo que recebeu 4 J/cm? de
densidade de energia apresentou as maiores reducbes da area do ferimento
cutdneo em todos os pontos do sacrificio, quando comparado aos grupos controle

e laser de 8 J/cm?.

Os dados referentes as areas acham-se descritos na tabela 03.

Tabela 03: Média das areas dos ferimentos em milimetros nos diferentes
grupos estudados

Grupos 24h 48h 72h 5d 7d 14d
experimentais

Média = desvio padrao

Tratados a laser

4J/ cm? 31,1+3,2* 158 +4,0¢ 53+20* 25209* 1,1x0,3* RC
8J/ cm? 373+97* 281+97 185+39* 153:+48 5826 RC
Controles 46,6 +2,7 31,1+87 222+63 158=x7,8 6,0=2,1 RC

H= horas/ d= dias/ RC= Reepitelizagao co mpleta/ *p< 0,05

6.2. MICROSCOPIA OPTICA

No grupo de 24 horas ap6s o procedimento cirdrgico, observou-se intenso
infiltrado inflamatdrio, com presenga de edema e diapedese. O infiltrado era
predominantemente neutrofilico, com linfécitos e plasmécitos ocasionais. Na

superficie do ferimento, haviam células necréticas exibindo nucleos picnéticos e
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cariorrexe. Podia-se observar também nesta regido, a crosta, resultante da

coagulagao da fibrina em contato com ar.

No grupo tratado com laser com densidade de energia de 8 J/cm?, embora
o infiltrado celular fosse qualitativamente semelhante ao grupo controle, o0 edema
era menos pronunciado e a congestdo vascular ndao era tao intensa. Porém,
quando estes dados foram confrontados com aqueles obtidos a partir do grupo
tratado com 4 J/cm?, verificou-se que os aspectos histolégicos n&o variavam muito
de um grupo para o outro, e ambos exibiam altera¢des histolégicas semelhantes.
O estudo comparativo entre os trés grupos demonstrou uma diferenga
estatisticamente significante no que diz respeito ao edema tecidual (prancha 03,

figuras A e B; grafico 01).

A andlise do grupo de animais que foram sacrificados 48 horas apds a
cirurgia, demonstrou que o0 grupo controle ainda apresentava um quadro
histolégico de inflamagdo aguda, com grande numero de leucécitos
polimorfonucleares e acentuado edema. Em um animal, observou-se também
uma pequena area de necrose de coagulagdo na epiderme adjacente a area do
ferimento. Nos grupos tratados com laser, utilizando-se diferentes densidades de
energia, as diferengas apresentaram significancia estatistica (prancha 04; figuras
A, B e C; grafico 08). No infiltrado inflamatério, agora mais discreto, embora o
elemento celular predominante ainda fosse o neutréfilo, a expressdo de células
mononucleares também era evidente. Em algumas secgoes, o0 edema era discreto

e a congestao vascular menos pronunciada. Nestes grupos, as fibras musculares
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lisas nas camadas mais profundas, abaixo da hipoderme, apresentavam uma

invaséo tecidual menos expressiva por parte das células do infiltrado.

O estudo semi-quantitativo do colageno sintetizado pelas células presentes
na matriz extracelular revelou que nos grupos de 24 e 48 horas, nao haviam
diferengas significativas entre todos os grupos e apenas esparsas fibras
colagenas encontravam-se presentes na area do ferimento (prancha 05, figura A).
Como na derme normal a concentragéo de fibras colagenas foi extremamente
alta, o seu estudo serviu como referencial para o escrutinio comparativo com a

area patoldgica.

No que diz respeito as fibras elasticas coradas pela orceina, observou-se
que, nas adjacéncias do ferimento, representadas por areas de pele normal, estas
estruturas encontravam-se dispersas no estroma de tecido conjuntivo da derme,
bem como situavam-se logo abaixo da mesma, um pouco acima do tecido
muscular subjacente. Aquelas presentes nas tlnicas elasticas das arteriolas
coraram-se muito bem com a orceina, e possibilitaram uma andlise do fenémeno
de vascularizagdo na area do ferimento. Nos grupos de 24, 48 e 72 horas, poucas
fibras elasticas foram visualizadas, independentemente dos grupos estudados.
Quando presentes, encontravam-se distribuidas esparsamente na matriz, sob a

forma de pequenos filetes (prancha 05, figura B).

No que diz respeito a marcagao com o anticorpo monoclonal anti-desmina,
notou-se alguns aspectos peculiares nos diferentes grupos estudados. Tanto no

grupo de 24, como no de 48 horas, percebeu-se que na area do ferimento,
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representada pela presenga do infilirado inflamatério e edema, ndo houve
marcagao de células individuais desmino-positivas. A marcagao foi positiva e
facilmente visualizada em se tratando do musculo eretor do pélo, e nas camadas
musculares mais profundas, logo abaixo da hipoderme. O endotélio de pequenos
vasos presentes na derme ficou também muito bem caracterizado. Estes achados
foram semelhantes para todos os grupos, envolvendo os animais tratados e nao

tratados.

De uma maneira geral, a expressao de actina alfa de musculo liso nao
variou muito em comparagao aquela realizada com o anticorpo monoclonal anti-
desmina. A marcagao, na realidade, foi idéntica a da desmina em todos os grupos

estudados.

No grupo de animais que foram sacrificados 72 horas transcorrida a
cirurgia, houve angiogénese e inicio do fenébmeno de reepitelizagdo. Nos grupos
controles, ainda havia infiltrado inflamatério moderado, principalmente nas
camadas mais profundas da hipoderme (prancha 05, figura C). O brotamento de
capilares era evidente e na zona superficial, logo abaixo da crosta, ja podia ser
observado o inicio da reepitelizacao. O grupo laser que recebeu a aplicagao de 4
J/cm? apresentou um quadro histolégico mais favoravel do que o grupo tratado
com 8 J/cm®’. No primeiro, a reepitelizagdo presente abaixo da crosta,
apresentava um numero de camadas epiteliais neoformadas maior. A
angiogénese observada revelou um numero consideravel de novos capilares em
formagéo, superior ao grupo controle. O infiltrado inflamatério, ainda presente, era

discreto. As alteragbes do grupo Il foram muito semelhantes as do grupo
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controle, incluindo a presenga de um infiltrado celular moderado e reepitelizagéo
menos acentuada. Todavia, uma diferengca marcante que predominou nos grupos
tratados com laser, em detrimento ao controle, desde as primeiras horas até este
ponto de sacrificio, foi 0 grande contigente de mastdcitos exibindo evidéncias de
desgranulagao. Estas células apresentavam-se dispostas mais profundamente na
derme, logo acima da camada muscular do tecido cutaneo, nas adjacéncias dos
capilares sangiineos, exibindo diferentes densidades de granulos no meio

citoplasmatico (prancha 06; figura A).

Os animais sacrificados nesta ocasido, apresentavam uma expressao de
fibras coldgenas gradativamente maior em relagdo aos animais sacrificados nos
dois primeiros pontos do sacrificio. As fibras existentes comegaram a apresentar
um padrao mais organizado na area afetada. Com relagao aos diferentes grupos,
constatou-se que naqueles submetidos a laserterapia, a intensidade da coloragao
foi mais evidenciada, principalmente no grupo que recebeu 4 J/cm? de densidade
de energia, embora estas diferengas ndo fossem estatisticamente significantes

(graficos 15).

Contudo, por volta de 72 horas apés o término do procedimento cirdrgico,
nos grupos tratados com o laser, ja se podia visualizar uma maior expressao de
células musculares ao redor do endotélio vascular marcadas positivamente tanto
com o anticorpo anti-desmina, como com o actina-alfa de musculo liso, € uma
expressdo moderada de células positivas individuaimente dispostas na area do
ferimento, a qual foi estatisticamente significativa (prancha 06, figuras B e C;

grafico 27). O grupo que recebeu 4 J/cm? de densidade de energia, manifestou
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uma marcagdo mais intensa, em virtude do maior niumero de vasos que
proliferavam, os quais indicavam o desenrolar da angiogénese (prancha 07,
figuras A e B). Comparativamente, embora o grupo de 8 J/cm?® também
apresentasse uma marcagao mais evidente em relagao ao grupo controle, com

relagao ao grupo ll, ela foi menos intensa.

A partir do 5° dia de sacrificio, observou-se a existéncia de um tipico tecido
de granulagdo na area correspondente ao ferimento. Este novo tecido foi
caracterizado pela presenga de vasos sanguiineos em formagdo e intensa
proliferagao celular. Constatou-se a presenca do tecido de granulacao em todos
os grupos estudados (prancha 08, figura A). Neste grupo tratado com 4 J/cm?,
havia intenso brotamento capilar, sendo este aspecto presente também no grupo
[ll, quando comparado ao grupo controle. Adicionalmente, no grupo controle, o

infiltrado inflamatério persistiu, localizando-se em areas focais da derme.

No tocante aos animais sacrificados 5 dias apds o procedimento cirdrugico,
a andlise histolégica foi enriquecida por uma maior expressdo de fibras
colagenas. Neste periodo, os grupos |l e lll, exibiam um padrédo de organizagao
mais evidente. As fibras encontravam-se mais coesas. O sirius vermelho corou de
modo mais intenso feixes de fibras colagenas mais centralizados, e nao somente
fibras esparsamente distribuidas, conforme descrito nos grupos anteriores. O
grupo controle apresentou um aspecto semelhante ao grupo anteriormente
descrito de 72 horas. A expressao de colageno era relativamente menos
pronunciada. Todavia, nao foi detectada significancia estatistica entre os grupos,

neste ponto do sacrificio (grafico 16). Em relacdo ao estudo das fibras elasticas,
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podia-se observar uma maior distribuicdo de fibras individuais e expressao das
mesmas em volta de pequenos vasos sanglineos neoformados em todos os
grupos. Nas areas limitrofes do ferimento, parecia haver uma faixa continua de

fibras elasticas organizadas.

Conforme descrito anteriormente, no 5° dia, havia tecido de granulagdo em
todos os grupos estudados. As secgbes teciduais revelaram uma grande
expressao de células fusiformes desmino e actino-positivas em meio ao tecido de
granulacédo e com distribuicdo perivascular adicional (prancha 08, figuras B e C).
Um achado histol6gico, nao raro frequente em ambos 0s grupos tratados com
laser foi a formagdo de aglomerados de células, originando concentragdes
celulares circunscritas e localizadas ao longo da derme. No grupo controle,
embora houvesse marcacdo positiva, ndao ocorria a formagdo destas
aglomeragoes supracitadas, e a evidenciagao de células individuais marcadas era

mais discreta.

A observagdo dos animais sacrificados no 7° dia apés a cirurgia
demonstrou que o processo cicatricial se desenrolou sem perturbagdes. No grupo
controle, o fendmeno de reepitelizagao foi mais acelerado em comparagéo aos
grupos tratados com laser. Embora todos os grupos exibissem proliferagao
epitelial a partir das margens da ferida em dire¢éo a sua regiao central, no grupo
controle podia se observar a reepitelizagdo quase completa do ferimento. No
entanto, no que diz respeito ao tecido de granulagao, ele fazia-se presente em
todos os grupos estudados. Mais uma vez, o grupo Il revelou um quadro

histopatoldgico mais ameno em relagao ao grupo lll, ndo apresentando evidéncias
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de células inflamatérias, sendo que, no Ultimo, ainda havia infiltrado inflamatério

discreto, semelhante ao grupo controle.

O padrao histolégico do grupo de 7 dias j& encontrava-se semelhante
aguele observado na derme normal, no que diz respeito as fibras colagenas.
Concordemente, a coloragao vermelha das fibras colagenas era mais intensa e as
mesmas dispunham-se mais organizadas nos grupos tratados com laser, embora
ndo se constatassem diferencas estatisticamente significativas (prancha 09,
figuras A, B e C; grafico 17). A expressao das fibras elasticas durante o 7°e o 14°
dias foi muito semelhante. Elas apresentavam-se nas adjacéncias do tecido
fibroso cicatricial, e a sua visualizagado na area da cicatriz propriamente dita, foi
minima. Adicionalmente, parece ter ocorrido uma restauragdo da camada de
fibras elasticas dispostas abaixo da derme, a medida em que o reparo foi
efetuado ao longo do tempo. Neste ponto de sacrificio, constatou-se que os
grupos que foram submetidos a laserterapia, continuavam a apresentar marcagao
positiva de células individuais dispersas no estroma de tecido conjuntivo, ao
passo que no grupo controle, este fato ocorreu com menor freqiiéncia. Com
relacao aos grupos Il e Ill, que receberam respectivamente 4 J/cm? e 8 J/cm?, a
discreta supremacia do grupo Il persistiu e também se tornou evidente, embora

nao se constatasse diferenga estatisticamente significativa nesta ocasiao.

A andlise do processo cicatricial neste estudo foi realizada até o 142 dia
apos a intervengao cirurgica. Por volta desta ocasido, as diferencas entre os
grupos nao eram tao marcantes quanto nos periodos anteriores. Todos os

animais exibiram nova formacao epitelial completa e tecido cicatricial fibroso
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destituido de anexos cutaneos (prancha 10, figura A). Na area correspondente a
cicatriz fibrosa, a marcagédo com os anticorpos monoclonais foi uniforme, e ainda
havia expressao de células individuais exibindo marcagéo positiva para desmina e
actina-alfa de musculo liso. embora parecesse ter ocorrido um decréscimo desta
populagéo celular, em relagédo aos quadros histolégicos visualizados nos 5° e 7°

dias.

6.3. MICROSCOPIA ELETRONICA

Seguindo as evidéncias observadas na imunohistoquimica, os
miofibroblastos apresentaram-se mais evidentes a partir do 5° dia apés ao
procedimento cirurgico. No entanto, o ponto de eleigao considerado para o inicio
das analises da microscopia eletronica foi representado pelos animais
sacrificados com 72 horas, uma vez que uma pequena amostra dos mesmos
exibiam uma marcagdo positiva para actina alfa de musculo liso em células

individuais.

O estudo realizado com base no material colhido decorridas 72 horas apés
o procedimento cirdrgico, revelou grande quantidade de exsudato, constituindo o
edema. Havia a presenga de poucas células, as quais eram eminentemente
inflamatérias, com énfase principal para a presenga mais significativa de linfécitos
e macréfagos, em detrimento aos outros tipos celulares. As fibras colagenas e
elasticas apresentavam-se dissociadas em meio ao edema, e fibroblastos

esparsos foram visualizados. Um aspecto observado na ultraestrutura destas
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células, foi a presenca de grandes vaclolos de gordura presentes no meio
intracitoplasmatico (prancha 11, figura A). Todavia, a evidéncia mais significativa,
foi o grande numero de fibroblastos em intensa atividade de sintese,
apresentando nudcleo proeminente e um reticulo endoplasmatico rugoso (prancha

11, figura B).

As observagdes realizadas no material colhido por volta do 5° dia apés a
cirurgia revelaram uma vasta riqueza de detalhes no que diz respeito a matriz
extracelular. Corroborando um achado histolégico visualizado na microscopia
Optica, foi visualizada a desgranulagdo dos mastdcitos (prancha 12, figura A).
Estas células apresentavam-se em diferentes estdgios de desgranulagéao,
algumas das quais exibiam um vasto arsenal de granulos secretérios no
citoplasma, ao passo que outras ja exibiam evidéncias de desgranulagao
propriamente dita, revelando a liberacdo dos granulos de secregdo. Os
fibroblastos continuavam a exibir um rico reticulo endoplasmatico rugoso e
apresentavam-se muito mais numerosos, indicando assim, a continuidade do
processo de sintese. Os leucécitos polimorfonucleres foram raramente
observados, embora o0 edema ainda fosse pronunciado. Verificou-se a existéncia
de macréfagos e linfécitos. Conforme confirmado pela técnica de
imunohistoquimica, os miofibroblastos estavam presentes no tecido estudado.
Muitas vezes apareceram nas micrografias, associados a fibroblastos em intensa
atividade de sintese (prancha 12, figura B). Estas células compartiihavam
aspectos morfolégicos em comum com os fibroblastos e as células musculares
lisas e apresentavam um aspecto fusiforme, um aparelho de Golgi bem

desenvolvido, numerosas cisternas de reticulo endoplasmatico dilatadas,
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mitocéndrias esparsamente distribuidas e microfilamentos, muitas vezes

arrumados em discretas bandas abaixo da membrana citoplasmatica.

Ao longo da membrana, exibiam os chamados corpos densos (prancha 13,
figura A). Em algumas ocasides, dois ou mais miofibroblastos apresentavam-se
conectados, através de jungdes. O citoplasma destas células possuia inUmeras
faixas de microfilamentos eletrodensos usualmente dispostas paralelamente ao
longo eixo da célula, entre as quais pdde-se observar os corpos densos. Em um
dado momento da analise eletrdnica, constatou-se inclusive a presenga de um

miofibroblasto ja diferenciado em musculo liso.

As observagoes do tecido coletado 7 dias apds a confecgao do ferimento
cutaneo, revelaram a existéncia de muitos miofibroblastos. Alguns fibroblastos
exibiam residuos de colageno no interior do citoplasma. Adicionalmente, as
escassas células inflamatérias que persistiam no tecido apresentavam sinais de
apoptose, revelando compactagao das estruturas citoplasmaticas e condensagao
da cromatina nuclear (prancha 13, figura B). Constituindo-se em um achado
ultraestrutural presente desde as 72 horas decorridas do ato cirdrgico, podia-se
observar ainda por volta desta semana, a amplitude do endotélio. Os capilares
apresentavam um endotélio alto, quimicamente ativado pela agdo de inumeras

citocinas.

O material representativo do 142 dia, revelou uma grande quantidade de
fibras colagenas bem mais organizadas e densas, quando comparadas aos

pontos de estudo posteriores. Algumas células esparsas apresentavam um
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aspecto ultrestrutural distinto de outros tipos celulares conhecidos, com um
significativo nimero de lisossomas dispersos ao longo do citoplasma. A presenca
de células mononucleares como os macréfagos, por exemplo, ainda era evidente
(prancha 14, figura A). Todavia, um representativo contigente de fibroblastos
demonstrava uma atividade de sintese diminuida, com reducdo do reticulo
endoplasmatico rugoso, estando aparentemente em “repouso” (prancha 14, figura

B).
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7 DISCUSSAO

O miofibroblasto tem sido considerado a principal célula efetora na
contracdo de ferimentos, particularmente naqueles em que a cicatrizagdo se
processa por segunda inteng¢ao. Ele foi primariamente descrito por GABBIANI et
al. (1971), como uma célula mesenquimal altamente especializada que
compartilha aspectos morfolégicos comuns aos fibroblastos e células musculares
lisas. Além de estar presente em crescentes numeros no evento da contragao
tecidual, eles também podem se manifestar em doengas fibrocontrateis, fibrose

intersticial e cirrose (KUHN et al., 1991; ADLER et al., 1989).

O presente estudo objetivou caracterizar as principais modificagbes na
cicatrizagdo cutanea, com enfoque especial para o papel desempenhado pelos
miofibroblastos, em animais tratados com laser de baixa poténcia apds o
procedimento cirdrgico. Sendo assim, utilizou-se um modelo experimental
largamente difundido na literatura mundial e apropriadamente empregado no
estudo de cicatrizagdes envolvendo a epiderme e a derme, o qual consistiu na
realizacdo de ferimentos cutaneos circulares padronizados no dorso de ratos
tricotomizados (KANA et al.,, 1981). Em se tratando de um experimento agudo,
foram analisados os fendémenos exsudativos, bem como o inicio da fase
representada pelos acontecimentos proliferativos. Entre estes, deteve-se singular
atencédo a fase proliferativa, a qual passou a exibir um padréo histopatoldgico
caracteristico ja por volta da 722 hora apés a cirurgia cutanea.

A visualizagdo do aspecto macroscépico dos ferimentos no presente
estudo, demonstrou que os animais tratados com laser exibiram uma cicatrizagéo

mais rapida, e que a média das areas dos ferimentos reduziu gradualmente com o
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decorrer do tempo. Estes dados ratificam os achados de MESTER et al. (1971),
que através da utilizagdo de fotografias seriadas, as quais documentavam o
processo de cicatrizagdo cutanea de ratos, verificaram que os ferimentos tratados
com laser, exibiram as maiores redugdes dimensionais quando comparados aos

nao irradiados.

Além da ocorréncia do fendmeno contratil, a formacao do tecido de
granulagao também representa uma etapa critica na evolugao do reparo tecidual.
A andlise detalhada do processo cicatricial descrita neste estudo confirma a
presenca de inumeras células actina-positivas alocadas conjuntamente e
distribuidas no estroma do tecido de granulacdo. Embora a existéncia dos
miofibroblastos pudesse ser constatada 72 horas apds o procedimento cirdrgico, a
sua expressado foi mais intensamente caracterizada no ponto de sacrificio
representado pelo 52 dia p6s-cirurgia. Em um modelo semelhante adotado para o
estudo do processo cicatricial, HASAN et al. (2000) observaram aumentos
significativos dos niveis de RNA mensageiro de actina alfa de musculo liso em
ratos, empregando a técnica de hibridizacéo in situ, a medida em que se formava
a cicatriz fibrosa no tecido cutaneo destas espécimes. Uma possivel explicagéo
para o mecanismo de modulagao fenotipica do miofibroblasto, parece estar
relacionada com as atividades das citocinas TGF-$ 1 e 3, as quais podem ser as
principais responsaveis pela proliferagdo miofibroblastica, bem como a
diferenciagao destas células a partir de fibroblastos, durante a evolugdo do

processo cicatricial (LANNING et al., 2000).
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O perfil ultrestrutural do miofibroblasto é acentuadamente marcante. A
presenca de feixes de microfilamentos organizados no citoplasma e dos
chamados corpos densos associados a sua membrana citoplasmatica, bem como
longas jungdes citoplasmaticas que possibilitam a integracdo desta célula com
outras do mesmo tipo e com a matriz extracelular, tem sido visualizados através
da microscopia eletronica de transmissdo (MAYER et al., 1997). Na avaliacédo
ultraestrutural das secgdes confeccionadas neste trabalho, comprovou-se a
existéncia dos aspectos supracitados e também, a ocorréncia de um vasto
reticulo endoplasmatico rugoso, denotando uma intensa atividade de sintese. Um
outro achado ultraestrutural digno de nota, foi que por volta do 14° dia apés a
realizagao dos ferimentos, poucos miofibroblastos foram observados, ao passo
que alguns fibroblastos, exibiam acentuada diminuicdo do seu aparato reticular
endoplasmatico e internalizagdo de colageno. Esta descrigdo foi semelhante a
realizada por GHADIALLY (1997), o qual concluiu que esta situagdo pode ocorrer
em virtude de uma possivel fogocitose do colageno pelo fibroblasto e/ou

diminuicdo da atividade de sintese do mesmo.

Com relagdo a histogénese deste importante elemento celular, o
miofibroblasto, sabe-se que o mesmo pode ser proveniente da diferenciacdo de
fibroblastos, células musculares lisas, pericitos, bem como outras células
mesenquimais indiferenciadas presentes na matriz extracelular (in DAVIS et al.,
1987). O conceito da chamada “familia dos fibroblastos” proposto por ALBERTS
et al. (1994), acrescenta que um grande numero de células, incluindo
miofibroblastos, osteoblastos, condrécitos, fibroblastos, células de ITO e

adipécitos parecem ter uma origem comum e compartilham a capacidade de se
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diferenciar umas nas outras. Analogamente, em estudo ultraestrutural
desenvolvido em tecido adiposo subcutaneo de ratos, ANDRADE et al. (1998)
sugeriram que pareceu haver uma transformagao de adipécitos em fibroblastos

apds uma agressao aguda envolvendo a hipoderme.

As evidéncias obtidas a partir das eletromicrografias dos grupos tratados
com laser e sacrificados por volta das 72 horas neste experimento em questéo,
revelaram a presenca de fibroblastos contendo iniUmeros depésitos de gordura, ao
mesmo tempo em que apresentavam um rico reticulo endoplasmatico rugoso.
Embora este aspecto representado ultraestruturalmente esteja em concordancia
com o anteriormente descrito, sabe-se que a origem mais provavel dos
miofibroblastos no tecido de granulagdo esta vinculada a transformagao fenotipica
de fibroblastos (GABBIANI, 1994). As eletromicrografias representativas do 5% e
7° dias de sacrificio apds a realizagédo do ferimento cutdneo corroboram este
conceito, uma vez que ficou evidente a interacao de fibroblastos e miofibroblastos
dispersos na matriz extracelular e uma aparente diminuicdo do nimero de

fibroblastos, em comparacao ao aumento do outro grupo celular considerado.

Uma vez que o principal indicativo da mudanca fenotipica deste tipo celular
é a expressao da actina alfa de musculo liso (DARBY et al., 1990), através do
emprego da técnica de imunohistoquimica, utilizando-se um anticorpo monoclonal
especifico para o filamento intermediario em questdo, observou-se que a
marcagao antigeno-especifica apresentou-se mais expressiva por volta dos 52 e
72 dias de sacrificio. Estes dados confirmam as conclusdes de SAPPINO et al.

(1990), os quais descreveram que as células fibroblasticas presentes no tecido de



57

granulacdo representam o primeiro grupo celular do estroma que
reconhecidamente expressam caracteristicas morfoldgicas e funcionais de
diferenciagao em células musculares lisas com um citoesqueleto rico em actina
alfa de musculo liso. Paralelamente, um grande numero de autores sugerem que
os miofibroblastos podem apresentar uma ampla variedade de fendtipos
relacionados ao seu citoesqueleto (SCHMITT-GRAFF et al., 1994). No processo
de cicatrizagdo, particularmente no tocante ao reparo, SKALLI et al. (1989)
afirmam que o fenétipo mais representativo é o tipo VA, ou seja, células positivas
para vimentina e actina alfa de musculo liso, seguido da modalidade VDA, e DA,
respectivamente. O anticorpo monoclonal anti-vimentina nao exibiu um padrao de
marcacao caracteristico nas secgoes em que foi empregado, quando testado em
diferentes diluicbes, e adicionalmente utilizado de acordo com diferentes
variagdes na técnica de imunohistoquimica. Segundo algumas referéncias
bibliograficas indicadas no prospecto do fabricante (DAKO), constatou-se que nas
técnicas de imunohistoquimica descritas, todos os autores utilizaram secgoes a
fresco, congeladas em nitrogénio liquido e cortadas no criostato (GAME et al.,
1991; OLAH et al., 1992). Em virtude de neste estudo experimental em particular,
terem sido utilizadas secgdes teciduais parafinizadas, este fato representou uma
limitacdo a andlise do comportamento fenotipico do miofibroblasto durante o
reparo. Todavia, observou-se que as marcagbes obedeceram a um padréao
comum, apresentando grande nivel de semelhanga para os dois outros anticorpos
usados, a saber anti-desmina e anti-actina alfa, ndo exibindo nenhum grau
aparente de supremacia de um, em relagao ao outro. Logo, o fenétipo DA foi o
que melhor representou a descricdo histolégica das laminas utilizadas neste

trabalho, embora, paradoxalmente SCHURCH et al. (1997) tenham relatado que
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os miofibroblastos nao exibem marcacdo desmino-positiva fortemente
evidenciada durante o processo de reparo. Adicionalmente, GOWN (1990)
hipotetiza que a plasticidade fenotipica do miofibroblasto representa ainda um

tema aberto a muitas discussoes filoséficas.

O estudo das secgdes adquiridas a partir das espécimes investigadas
neste desenho experimental, revelaram que o miofibroblasto esteve presente de
uma maneira mais significativa, a partir da 72° hora apés a indugéo do ferimento
cutdneo, exibindo uma maior representatividade ao longo da evolugao do
processo cicatricial, até que por volta do 14° dia, a sua expressdo diminuiu
consideravelmente. Por outro lado, num estudo experimental adotando o modelo
de Selye, FREITAS (1988), intencionando descrever a fibrogénese e a
diferenciagédo das células fusiformes da matrix extracelular durante a formagao do
tecido de granulagdo na parede de “bolsdes inflamatérios”, observou que os
miofibroblastos ainda se constituiam bastante numerosos em animais sacrificados

por volta do 302 dia.

A hip6tese de como estas células desaparecem do leito do ferimento foge
ao escopo deste estudo, de modo que nao foi particularmente considerada. A
argumentagdo mais aceita no ambito cientifico € a de que os miofibroblastos,
através de suas regulacoes génicas, desencadeiam o fenémeno de apoptose, ou
entdo encerram o processo de modulagéo e retornam ao estado da célula que

possivelmente foi a sua progenitora (DESMOULIERE et al., 1995).
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A possivel inter-relagdo da agao do laser de baixa poténcia com os
miofibroblastos no processo de cicatrizagdo ainda permanece pouco estudada.
PORREAU-SCHNEIDER et al. (1990) executaram um estudo in vivo a fim de
analisar o efeito da irradiagdo com laser de He-Ne em fibroblastos humanos, e
constataram que a energia do laser induziu a diferenciagao de fibroblastos em
miofibroblastos. Foram obtidas bidpsias gengivais, por ocasido da extragao do
terceiro molar, a fim de examinar o efeito clinico do laser. Depois de 48 horas, 0s
miofibroblastos foram visualizados nas bidpsias do tecido tratado com laser, ao
passo que no lado contralateral, apenas fibroblastos ativos eram observados.
Visando estudar a influéncia do laser sobre os miofibroblastos in vivo, o presente
estudo possibilitou uma rigorosa investigacédo histolégica do fenémeno do reparo
cutaneo, incluindo a presenca dos miofibroblastos no tecido de granulagdo. O
laser ndao s6 provocou significativas alteragcbes na matriz conjuntiva, como
também estimulou a modulagao fibroblastica, sendo que, nos grupos tratados, a
presenca de miofibroblastos foi acentuadamente marcante. Contudo, o
mecanismo pormenorizado pelo qual o laser provocou estes efeitos observados,

nao se constituiu o objeto desta investigagao.

Inimeros estudos foram conduzidos visando analisar a eficacia da
laserterapia na cicatrizagao (ROCHKIND et al., 1989; in BASFORD et al., 1991).
Todavia, alguns parametros pertinentes continuamente sao objetos de opinides
contraditérias, e a padronizacdo da metodologia utilizada constitue um genuino
desafio. A diversidade de tipos de laser para fins terapéuticos empregados no
desenvolvimento dos trabalhos cientificos representa a primeira variavel a ser

considerada. Em adigdo a este fato, procede a eleicao da dosimetria. Baseando-



60

se em uma grande quantidade de evidéncias coletadas ao longo do tempo,
TUNER & HODE (1999) preconizaram a utilizacdo de 1 a 4 J/cm? de densidade
de energia sobre a periferia do ferimento, alegando que doses maiores, poderiam,

até mesmo, exercer um efeito inibitorio sobre o processo cicatricial.

Em virtude do efeito do tratamento com o laser de baixa poténcia parecer
acumulativo, a realizacao de varias sessdes de aplicagdo tem sido muito
defendida e solidamente alicercada (MESTER et al., 1973). Contudo, algumas
contribuicoes relevantes relataram resultados satisfatérios com o emprego de
uma unica sessao de aplicagao, particularmente quando objetivava-se analisar as
alteracboes primarias que a bioestimulagdo pode promover a nivel tecidual
(SILVEIRA et al., 1992; GARCIA et al., 1996). Tendo por alvo objetivo similar,
neste estudo experimental, optou-se pela utilizagdo de uma Unica sessao de
aplicacao do laser de baixa densidade de energia apds o procedimento cirdrgico.
Os dados resultantes da analise a microscopia de luz e da microscopia eletrénica,
revelaram-se satisfatorios, mesmo instituindo-se aplicagdo do laser em apenas

uma ocasiao.

Embora a terapia com o laser de baixa poténcia tenha sido utilizada por
muito tempo no periodo pds-operatdrio para o controle da dor e do edema que lhe
sao inerentes, atualmente ha uma tendéncia crescente para 0 seu emprego no
pré-operatério (TUNER & HODE, 1999). Argumenta-se a favor desta nova
modalidade de terapia, em virtude, da capacidade de toda e qualquer irradiagao,
mesmo em tecidos saudaveis, promover a ativagdo de varios processos

bioquimicos celulares. Porém, visto que o tratamento pés-operatério tem
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apresentado dados confiaveis (HARAZAKI et al.,, 1998; SAITO & SHIMIZU.,

1997), optou-se pela sua utilizagao neste estudo em particular.

As acoes bioestimulatérias do laser de baixa poténcia tem contribuido para
a sua aceitagdo em muitas comunidades cientificas. A interferéncia deste tipo de
irradiagao na cicatrizagao e suas possiveis implicagdes bioldgicas tem encontrado
fervorosos defensores e inquietantes questionadores. No que diz respeito a
reducado da dor e do edema ap6s o trauma cirdrgico, embora a grande maioria
dos estudos atestem os beneficios oriundos da aplicagdo do laser (VECOSO,
1993; OSAWA et al.,, 1997), outros, afirmam que nao foi observada nenhuma
alteragao digna de nota (NICOLLI-FILHO et al., 1993; ALLENDORF et al., 1997).
Mais uma vez, comprova-se o desafio de se instituir uma rigorosa padronizacao
da técnica utilizada, podendo-se atribuir esta justificativa a estes aparentes dados
contraditérios. Embora este estudo em particular fosse eminentemente descritivo,
destituindo-se assim de qualquer especulagao quantitativa, procurou-se adotar
uma metodologia que atendesse ao rigor cientifico, com especial atengéo aos viés
de selecdo e observagdo, sendo que toda a andlise histopatolégica e

ultraestrutural foi executada sem o conhecimento prévio dos grupos estudados.

Entre os muitos efeitos bioldgicos induzidos pela aplicacdo do laser de
baixa poténcia nos tecidos, destaca-se a vasodilatagdo. Tem-se sugerido que
este efeito ndo é decorrente apenas da acdo direta da luz laser sobre os
receptores celulares, mas também do estimulo a liberacdo de metabdlitos
celulares vasodilatadores e/ou mediadores vasculares humorais, entre os quais

destacam-se aqueles provenientes dos mastécitos (TUNER & HODE, 1999). Os

b ot o - i i 2
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mastocitos sao células secretoras especializadas, que em seu estado funcional de
“repouso”, contém uma infinidade de granulos circundados por uma membrana.
Além da histamina, outras substancias secretérias biologicamente ativas, tais
como glucoronidase, fosfatases acidas, proteases, fator quimiotatico para

neutrdéfilos e eosindfilos podem ser encontrados em seus granulos de secregao.

No estudo histolégico das secgdes teciduais no presente experimento,
péde-se verificar a presenga de muitos mastécitos exibindo o fenémeno de
desgranulagao. Estas células apresentavam-se distribuidas nas camadas mais
profundas da derme e amilde, encontravam-se dispostas nas adjacéncias de
pequenos capilares sangulineos. Constatou-se que a degranulagdao era
marcadamente mais evidente no grupo tratado com laser, principalmente naquele
que recebeu a dosimetria de 4 J/cm?. SILVEIRA et al. (1991) desenvolveram um
astudo experimental em Cavia Porcellus para avaliar o efeito da laserterapia no
comportamento dos mastocitos oriundos da derme. Tendo em mente este
objetivo, utilizaram um laser do tipo Ga-As com 904 nm, em uma unica sessao de
aplicagao, sendo esta realizada pontualmente e com duragcdo de 5 minutos em
Ulceras padronizadas no dorso das espécimes. Apds o uso do laser, os animais
foram sacrificados progressivamente em horas sucessivas, a saber, 0, 4, 8, 24,
72, 120, 144 e 168 horas. A fim de possibilitar uma melhor visualizagao da
degranulagdo mastocitaria, algumas secgbes foram coradas com azul de
toluidina. Para a andlise dos demais fenbmenos que permeiam o processo
cicatricial, utilizou-se a coloragédo rotineira a base de hematoxilina-eosina. De
posse de resultados quantitativos, os autores concluiram que a irradiacao laser de

baixa magnitude sobre a pele do dorso das cobaias, envolvendo epitélio e
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conjuntivo subepitelial, induziu um ndmero significativo de mastécitos a
degranular, ao passo que nas secgdes controle, a representatividade numérica de
mastdcitos em degranulacao era bem menos expressiva. Estes achados foram
adicionalmente confirmados por SAYED et al. (1990), os quais testaram a agao da
irradiagéo laser utilizando diferentes diodos semicondutores. Como o estudo
experimental desenvolvido no presente momento caracterizou-se por uma
abordagem descritiva, avaliando qualitativamente as alteragdes teciduais mais
marcantes, ndo foi possivel realizar a analise da significancia estatistica dos
mastocitos em desgranulagao, embora ficasse bastante ébvio, a sua presencga

nos tecidos estudados.

Com relagéo a presencga de fibras colagenas, alguns estudos confirmam
que o laser tem a capacidade de estimular a proliferagao fibroblastica e induzir
tais células a produgdo de grandes quantidades dessas fibras (SKINNER et al.,
1996). Este dado corrobora o presente estudo experimental, uma vez que,
observou-se que os grupos tratados apresentaram uma maior expressao de fibras
colagenas, principalmente por volta do 5% dia apés a realizagdo do ferimento.
Todavia, estes resultados nao foram semelhantes no que diz respeito as fibras
elasticas coradas pela orceina, pois todos 0s grupos exibiam caracteristicas

semelhantes ao longo do processo cicatricial.

Um outro elo central na evolugéo do reparo tecidual é a angiogénese. Ela
representa um processo pelo qual as células endoteliais, através da secregéo de
proteases, degradam a matriz extracelular e migram nos espagos perivasculares,

proliferando e se reorganizando para formar novos vasos. Este processo biol6gico
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é finamente regulado pela agao coordenada de uma série de citocinas, tais como,
o FGF, PDGF e TGF-B, entre muitas outras. Segundo ANDRADE (1999), os
novos capilares, a medida que crescem e se dirigem para a superficie da leséo,
exibem um aspecto arqueado, conferindo um aspecto granuloso avermelhado a
superficie, dai se originando a denominagdo “tecido de granulagao”. As suas
paredes sdo muito permeaveis e permitem a livre passagem de liquido e
proteinas para o meio extracelular, sangrando facilmente ao menor trauma e
conferindo ao tecido de granulagédo um aspecto edemaciado. A hipétese de que a
terapia laser pudesse incrementar a circulagdo sanglinea foi testada em um
estudo randomizado desenvolvido por SCHINDL et al. (1998), os quais
analisaram a cicatrizagdo de Ulceras e/ou gangrenas de pacientes diabéticos,
apés uma Unica aplicagdo pontual com um laser tipo He-Ne. Um grupo de
pacientes foi tratado com laser, ao passo que o segundo, recebeu tratamento com
placebo. O incremento da circulagdo sanguinea no local afetado, foi mensurado
através do emprego de termografia infra-vermelha. A andlise estatistica revelou
um significativo aumento da temperatura da pele apds a irradiacdo com laser, em
detrimento ao grupo que recebeu o placebo. Em 1999, os mesmos autores
relataram um caso clinico de um paciente com uma Ulcera na regido cervical,
adquirida ao longo de tratamento com radiacao ionizante, o qual foi submetido a
laserterapia. As bidpsia obtidas a partir da margem e centro da Ulcera cicatrizada,
depois da terapia laser, revelaram um significativo aumento no nimero de vasos

dérmicos em relagao ao estado anterior a aplicagao do laser.

Como a actina alfa de musculo liso pode ser encontrada em células

mioepiteliais e musculares lisas, o estudo imunohistoquimico viabilizou a
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avaliagdo da angiogénese nos diferentes grupos utilizados neste desenho
experimental. Adicionalmente, mediante a utilizagdo da coloragdo com orceina,
pbde-se visualizar a lamina eldstica externa de pequenas arteriolas presentes no
tecido de granulagdo. Desta forma atestou-se que a angiogénese foi mais
acentuada nos grupos tratados, em detrimento ao controle, sendo ainda mais
expressiva no subgrupo que recebeu 4 J/cm® de densidade de energia,

confirmando os dados dos estudos supracitados.

O recobrimento da ferida cutdnea € obtido precocemente mediante o
movimento lateral de queratinécitos basais e suprabasais, sob a acgéo
estimulatéria de algumas citocinas especificas e metaloproteinases presentes na
matriz extracelular. O nimero de mitoses é bastante acentuado e altamente
coordenado do ponto de vista espacial e temporal. A partir do momento em que
estas células se separam da membrana basal e migram pelo leito do ferimento,
elas interagem com uma série de moléculas, tais como fibrina, fibronectina,
vitronectina, tenascina e colagenos, as quais diferem grandemente daquelas que
compdem usualmente a sua membrana basal (AGREN, 1999). De acordo com
KIBE et al. (2000), uma das citocinas que exerce uma influéncia marcante no
processo cicatricial é o FGF, produzido essencialmente pelos macréfagos.
Através da realizagdo de estudos imunohistoquimicos das secgbes obtidas a
partir de tecido cutaneo de ratos, nos quais foi induzida experimentalmente uma
queimadura de 3° grau, os autores constataram que a marcacdo com um
anticorpo policlonal anti-FGF revelou-se mais pronunciada em quatro localizagoes
principais, a saber, na epiderme regenerada, em uma faixa continua préxima a

epiderme regenerada, nos capilares neformados e nas células que proliferavam
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em meio ao tecido de granulagéo. Resultados semelhantes foram obtidos por
HAAS et al. (1990), os quais utilizaram culturas de queratinécitos humanos
submetidos a acao da luz laser do tipo He-Ne, verificando que a irradiagao
estimulou a migracao destas células in vitro. No estudo que é objeto de andlise
nesta dissertacdo, observou-se que o fendmeno de reepitelizagdo tornou-se
manifesto primariamente nos grupos tratados com o laser, em detrimento ao
controle. Todavia, no ponto de sacrificio representado pelo 7° dia, as secgdes
teciduais revelaram que no grupo controle, a reepitelizagao ja se encontrava mais
acelerada em comparagao ao grupo submetido a laserterapia. Uma possivel
explicagdo para este evento envolve a argumentacao de que o laser pode
desempenhar um papel mais eficaz no processo cicatricial, quando sao
administradas doses terapéuticas adicionais em dias consecutivos. Todavia, este
estudo confirmou os beneficios oriundos de uma Unica sessdo de aplicacao,
apresentando consideraveis ganhos iniciais, principalmente no que diz respeito a
reducao do edema, desgranulacéo de mastécitos e expressao precoce de células
apresentando um fenotipo de miofibroblastos em um tecido de granulagdo mais

exuberante.

Influenciando o curso das alteragdes que integram a fase inflamatéria inicial
do processo de cicatrizagao, tais como geragao de calor, eritema, edema e dor,
muitos autores tem relatado a agao benéfica e bioestimulante do laser de baixa
poténcia (AUN et al., 1989; SILVEIRA et al., 1992; HARAZAKY et al., 1998). Além
desta finalidade terapéutica, esta fototerapia também tem sido utilizada, com
éxito, no tratamento de distlrbios patolégicos sitémicos e locais (LIZARELLI,

1997, PALMGREN et al., 1989).



Com base neste estudo descritivo, ora realizado, varias hipoteses puderam
ser formuladas, na tentativa de sugerir os possiveis mecanismos, pelos quais 0
laser pode contribuir para a melhoria da cicatrizagdo. O organograma disposto na

pagina 68, ilustra algumas possiveis explicagdes para este fenémeno.

Contudo, apesar da existéncia de um vasto acervo cientifico que corrobora
os resultados apresentados neste estudo, urge a crescente necessidade de
padronizagdo da metodologia empregada. Este, indubitavelmente, é o verdadeiro
desafio da laserterapia, e a sua consecugao possibilitara o acesso a informagbes
menos conflitantes, embora a andlise critica se constitua o cerne do pensamento

cientifico.
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8 CONCLUSAO

Diante dos dados expostos neste estudo, pode-se concluir que:

1)

3)

5)

Os efeitos primarios da laserterapia provocaram uma aceleragao do
processo de cicatrizagéo, a qual se tornou mais evidente a partir da 72°
hora apés a indugéo do ferimento cutaneo. Contudo, por volta do 14°
dia, todos os grupos apresentavam caracteristicas macroscopicas

semelhantes.

As evidéncias imunohistoquimicas, adicionalmente confirmadas pelos
achados ultraestruturais, demonstraram que a expressdao de
miofibroblastos foi mais acentuada naqueles animais que receberam o

tratamento pos cirdrgico com o laser de baixa densidade de poténcia.

O laser contribuiu para a reducao do edema pés-operatorio.

Embora, ndo tenha sido realizada coloragdao metacromatica para o
estudo especifico dos mastdcitos, observou-se nos grupos tratados com
laser, maior expressao destes elementos celulares e desgranulacao dos

mesmos, em comparagao aos animais controle.

Houve uma maior expresséo de fibras colagenas, por volta do 5° e 7°
dias apds a realizacdo dos ferimentos cutaneos padronizados, nos

animais irradiados, embora nao se constatasse diferencas



6)
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estatisticamente significativas. Todavia, por volta do 14° dia, as
diferencas ndo eram tao acentuadas, de modo que, todos os grupos

exibiam um tecido fibroso cicatricial similar.

Constatou-se que os efeitos benéficos primarios da irradiacdo com 4
Jicm? de densidade de energia sempre foram superiores aqueles
observados no grupo de animais que recebeu uma dose total de 8

J/cm?,
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Prancha 01

Figura A

Aspecto macroscopico no momento da realizagao do ferimento cutaneo na regiao

dorsal do animal com o bisturi circular.

Figura B

Aspecto macroscopico inicial do ferimento produzido em pele de rato.
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Prancha 02

Figura A

Aplicagao pontual do raio laser no ferimento cutaneo, encostando-se a ponta ativa

do aparelho sobre a area.

Figura B

Aspecto frontal do aparelho de laser do tipo Ga-As-Al, utilizado no experimento.
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Prancha 03

Figura A

Presenca de infilirado inflamatério agudo, edema e congestdo vascular intensos
em animal controle, sacrificado 24 horas apdés o procedimento cirlrgico.

Hematoxilina-eosina. 100 X.

Figura B

Presenca de infiltrado inflamatério agudo, edema e congestdao vascular
moderados em animal tratado com 4 J/cm? e sacrificado 24 horas apés o

procedimento cirdrgico. Hematoxilina-eosina. 100 X.
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Prancha 04

Figura A
Presenca de infiltrado inflamatério predominantemente polimorfonuclear em

animal controle, sacrificado 48 horas apds a realizagdo do ferimento cutaneo.

Hematoxilina-eosina. 400 X.

Figura B

Presenc¢a de infiltrado inflamatério polimorfonuclear em animal tratado com 4

J/em?, e sacrificado 48 horas apés a cirurgia cutdnea. Hematoxilina-eosina. 400 X.

Figura C

Presenga de infiltrado inflamatério polimorfonuclear em animal tratado com 8

J/cm?, e sacrificado 48 horas apds a cirurgia cutdnea. Hematoxilina-eosina. 400 X.
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Prancha 05

Figura A

Presenga de fibras coldgenas esparsas na derme de animal controle, sacrificado

48 horas ap6s o procedimento cirurgico. Sirius vermelho. 100 X.

Figura B

Distribuicao ocasional de fibras elasticas (setas) na area do ferimento em animal

tratado com 8 J/cm?, e sacrificado com 48 horas. Orceina de Weigert. 400 X.

Figura C

Presenca de infiltrado inflamatério e edema moderados, abaixo da area do tecido

de granulagdo em animal controle, sacrificado 72 horas apds a cirurgia cutanea.

Hematoxilina-eosina. 40X.
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Prancha 06

Figura A

Presenca de mastécitos com diferentes densidades de granulos citoplasmaticos
dispersos em meio ao infiltrado inflamatério (setas), em animal tratado com 4

J/cmz, e sacrificado com 72 horas. Hematoxilina-eosina. 400 X.

Figura B

Expressédo de células desmino-positivas na area do ferimento em animal tratado

com 4 J/cm?, e sacrificado 72 horas ap6s o procedimento cirtrgico. Anticorpo anti-

desmina. Streptavidina-biotina. 400 X.

FiguraC

Expressdo de células actino-positivas no tecido de granulagdo de um animal

tratado com 4 J/cm? e sacrificado 72 horas apés o procedimento cirdrgico.

Anticorpo anti-actina alfa de musculo liso. Streptavidina-biotina. 400 X.
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Prancha 07

Figura A

Expressdo de células actino-positivas nos vasos sanglineos e em células
esparsas, de um animal tratado com 4 J/cm? e sacrificado 72 horas apds o
procedimento cirdrgico. Anticorpo anti-actina alfa de musculo liso. Streptavidina-

biotina. 100 X.

Figura B

Expressao de células actino-positivas nas adjacéncias de vasos sanguineos, 0s
quais aparecem com a sua camada muscular fortemente positiva para actina, em
um animal tratado com 4 J/cm? e sacrificado 72 horas apés o procedimento

cirdrgico. Anticorpo anti-actina alfa de musculo liso. Streptavidina-biotina. 400 X.
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Prancha 08

Figura A

Tecido de granulagdo, exibindo grande expressdao de células fusiformes e
neoformagéo vascular em animal tratado com 4 J/cm?, e sacrificado 5 dias apés a

cirurgia cutanea. Hematoxilina-eosina. 400 X.

Figura B

Expresséo de células desmino-positivas no tecido de granulagdo de um animal

tratado com 4 J/cm?, e sacrificado 5 dias ap6s o procedimento cirdrgico. Anticorpo

anti-desmina. Streptavidina-biotina. 400 X.

Figura C

Expresséo de células actino-positivas e de vasos sanguineos igualmente positivos

em um animal tratado com 4 J/cm?, e sacrificado 5 dias apds o procedimento

cirurgico. Anticorpo anti-actina alfa de musculo liso. Streptavidina-biotina. 400 X.
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Prancha 09

Figura A

Expressao de fibras colagenas, que aparecem fortemente coradas em vermelho,

na matriz extracelular de um animal controle, sacrificado 7 dias apds a cirurgia.

Sirius vermelho. 100 X.

Figura B

Expressao de fibras colagenas de um animal tratado com 4 J/cm?, e sacrificado 7

dias ap0s a cirurgia. Sirius vermelho. 100 X.

Figura C

Expresséo de fibras colagenas de um animal tratado com 8 J/cm?, e sacrificado 7

dias apods a cirurgia. Sirius vermelho. 100 X.
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Prancha 10

Figura A

Tecido fibroso cicatricial, destituido de anexos cutaneos, apresentando matriz
extracelular rica em colageno imaturo e células fusiformes, em animal controle

sacrificado com 14 dias. Hematoxilina-eosina. 100 X
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Prancha 11

Figura A

Fibroblasto apresentando vacuolos de gordura no interior do citoplasma (setas) e
rico reticulo endoplasmatico rugoso. Animal tratado com 4 J/cm?, e sacrificado 72

horas ap6s o procedimento cirurgico. Eletromicrografia. 12000 X.

Figura B

Fibroblasto em intensa atividade de sintese, exibindo rico reticulo endoplasmatico
rugoso e fibras coldgenas nas suas proximidades. Animal tratado com 4 J/cm?, e

sacrificado 72 horas apds o procedimento cirlrgico. Eletromicrografia. 7000 X.
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Prancha 12

Figura A

Granulos dos mastécitos . Animal tratado com 4 J/cm?, e sacrificado 72 horas

ap6s o procedimento cirargico. Eletromicrografia. 12000 X.

Figura B

Miofibroblasto associado a fibroblastos apresentando reforcos membranares
(setas) e um material perimembranar semelhante a membrana basal. O colageno
presente na matriz extracelular ainda exibe evidéncias de desorganizagao. Animal
tratado com 4 J/cm?, e sacrificado 5 dias ap6s o procedimento cirrgico.

Eletromicrografia. 4400 X.
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Figura A

Miofibroblastos exibindo nucleos chanfrados, miofibrilas (setas largas) e reforgos
submembranares (setas estreitas), demonstrando atividade sintética e
apresentando no intersticio fibras coldgenas em uma estrutura frouxa. Algumas
fibras se dispbem paralelamente e outras apresentam-se fragmentadas, com
tamanhos e calibres diferentes. Animal tratado com 4 J/cm?, e sacrificado 5 dias

apés o procedimento cirargico. Eletromicrografia. 7000 X.

Figura B

Célula exibindo compactagdo das estruturas citoplasmaticas e condensacao da
cromatina nuclear. No citoplasma da célula adjacente, observa-se internalizagao
de colageno (setas). Animal controle sacrificado 7 dias apds o procedimento

cirurgico. Eletromicrografia. 7000 X.
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