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RESUMO

Objetivou-se investigar os efeitos da laserterapia de baixa intensidade na cicatrizagio de lesdes cutineas em ratos
diabéticos. Para isto, ratos diabéticos foram distribuidos, aleatoriamente, em 2 grupos distintos, com 15 animais cada
um, o grupo experimento laser e grupo controle. Cada grupo foi subdividido em trés subgrupos com 5 animais
para realizar a avaliacio temporal no 7°, 14° e 21° dia. A lesio foi induzida com puch metalico, medindo 1.5 cm
de didmetro. Ap6s andlise macroscopica, observou-se contracao da lesao significante em todos os grupos. Na
comparagcao intergrupos, no petiodo de 7 dias, o tratamento com o laser resultou em maiores indices de cicatrizacao.
No petiodo 14 dias, nao se observou diferenca significante entre os grupos. Enquanto que com 21 dias de tratamento,
o grupo controle teve maior regressiao da lesio se comparado ao grupo tratado com o laser. Embora a diferenca
entre os periodos analisados nao tenha sido homogénea, uma menor area lesada pode ser observada nos grupos que
receberam tratamento nas fases iniciais, o que pode ser considerado clinicamente relevante.

Palavras-chave: Iaser, Diabetes Mellitus, Cicatrizacao.

ABSTRACT

The objective was to investigate the effects of low-intensity laser therapy on the healing of skin lesions in diabetics
rats. For this, diabetic rats were randomly distributed in 2 different groups with 15 animals each: the laser extperiment
group and the control group. Each group was subdivided into three subgroups with 5 animals to perform the
temporal evaluation on the 7th, 14th and 21st day. The lesion was induced with a metallic punch, measuring 1.5 cm
in diameter. After macroscopic analysis, significant lesion contraction was observed in all groups. In an intergroup
comparison, over the 7-day period, laser treatment resulted in higher healing rates. In the 14-day petiod, no significant
difference was observed between the groups. While with 21 days of treatment, the control group had greater lesion
regression when compared to the laser-treated %roup. Although the difference between the analyzed periods was not
homogencous, a smaller injured area could be observed in the groups that received treatment in the early stages, which
may be considered clinically relevant.
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Efeitos da laserterapia de baixa intensidade na cicatrizacio de lesGes cutaneas em ratos diabéticos

INTRODUCAO

O diabetes mellitus ¢ definido como
uma desregulacio do metabolismo da glicose
resultado de alteracOes na secrecdao de insulina,
da reduzida sensibilidade a esse hormonio ou da
combinagao de ambos, o que leva a hiperglicemia
cronica, além de complicagdes subsequentes.
Os sintomas clinicos mais comuns sio sede
excessiva, polidria, perda de peso anormal,
fraqueza e susceptibilidade a certas infecgdes].

Dentre as complicagoes, ¢ importante
ressaltar as lesGes ulcerativas, as quais sao
desencadeadas pelo quadro de Doenga Vascular
Periférica (DVP) associada a presenca de
neuropatia  sensitivo-motora  periférica. A
DVP ¢ decorrente da aterosclerose das artérias
periféricas, que leva a obstrucao das artérias e
arterfolas distais, dificultando o fluxo sanguineo
e privando os tecidos de adequado fornecimento
de oxigénio, nutrientes e antibidticos, o que
prejudica a cicatrizagdo das ulceras e pode,
consequentemente, levar a gangrena2.

Neste cenario, para auxiliar na
recuperagao dessas lesoes podem ser utilizadas
técnicas fisioterapéuticas com o objetivo de
estimular a reparacao tecidual, aumentando a
velocidade de cicatrizagio e possibilitando a
reinser¢ao desse paciente em suas atividades
diarias. Dentre esses recursos, a laserterapia de

baixa intensidade tem se mostrado eficaz no

processo de cicatrizagao de feridas3.

Sendo assim, torna-se relevante a
investigacdo de terapcuticas eficazes e de
baixo custo, capazes de acelerar a cicatriza¢ao
cutanea de individuos diabéticos, melhorando
a qualidade de vida e diminuindo despesas com
o tratamento.

Desta forma, objetivou-se investigar
os efeitos do LASER de baixa intensidade
na cicatrizacdo de lesdes cutaneas de ratos

diabéticos.

METODOS

Aspectos Eticos

Para realizacao deste estudo, obedeceu-
se a Lei Federal n.° 11.794, sendo respeitados
os principios éticos de experimenta¢iao
animal do Conselho Nacional de Controle
de Experimenta¢io Animal (CONCEA). O
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no
uso de animais da Universidade do Estado do

Para (UEPA), conforme protocolo n® 19/2017.

Caracterizagao da Amostra

Para o estudo, utilizaram-se 30 ratos
machos (Rattus norvegicus) da linhagem
Wistar, com idade de 8 a 10 semanas, pesando
entre 200 a 300g, provenientes do Biotério do
Instituto Evandro Chagas (IEC) e mantidos
no Biotério Luiz Carlos de Lima Silveira na
Universidade do Estado do Para. A composi¢ao

dos grupos foi realizada por conveniéncia.
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Indugido do Diabetes

Para a inducdo do diabetes, os animais
foram submetidos a jejum de 24h, e apods este
periodo, foi injetado, via intraperitoneal, o
farmaco aloxanamonohidratada na dose de
150mg\Kg diluida em solu¢ao salina. Antes e
ap6s 72 h a partir da indugao obteve-se a dosagem
da glicemia dos animais com o aparelho Biocheck
(ACCU CHECK Active), por meio de uma
amostra de sangue coletada da cauda do animal.
Foram considerados diabéticos aqueles animais
que apresentassem concentragoes de glicose no

sangue com valores iguais ou superior a 200 mg\

dl7.

Indugido da Lesao

Confirmado diabetes, os animais foram
anestesiados por via intraperitoneal (1.p) com uma
associacio de Cetamina e Xilazina (90 mg/Kg e
10 mg/Kg respectivamente). Seguido de epila¢ao
por tragao digital para retirada total do pelo desde
sua raiz, da regidao do dorso do animal, formando
uma area delimitada medindo 5 x 6 cm, na qual
a lesdo cutanea foi induzida. Posteriormente foi
realizada a antissepsia em toda a regiao epilada.

Seguindo a linha mediana no centro da
regido previamente preparada foi demarcada a
area da rescisao da pele para producio da ferida
no plano transverso, com seu centro na linha
mediana dorsal seguindo em sentido caudal,
iniciando-se a 1,0 cm da margem inferior da
escapula. Dessa forma, a lesao foi induzida

através da excisdo cirurgica da pele em formato

circular medindo 1,5 cm de diametro, com auxilio
de um puch metalico. A hemostasia foi realizada
por compressio digital, com gaze estéril por
aproximadamente 1 minuto.

Apbés o procedimento, o0s  ratos
foram devidamente marcados e distribuidos,
aleatoriamente, em 2 grupos distintos, com 15
animais cada um, sendo que receberam a seguinte
designagao: GEL (Grupo Experimento LASER),
tratado com LASER e GC (Grupo Controle) nao
tratado.

Cada grupo foi subdividido em trés
subgrupos com 5 animais para realizar a avaliacao
temporal no 7°, 14° e 21° dia apds a cirurgia.
Esses subgrupos foram denominados: GEL7,

GEL14 e GEL21; GC7, GC14 e GC21.

Descri¢io do Tratamento

O tratamento com o LASER foi realizado
uma hora apéds a lesao, e nos dias conseguintes
sempre no mesmo horario. Foi utilizado o
aparelho modelo LASER HTM Compact
AlGalnP, com comprimento de onda de 658 nm,
vermelho, emissao continua, poténcia de 30 mW
pico, potencia média de 10 mW, area do feixe
de 0,1 cm? obedecendo o tempo determinado
pelo aparelho para cada ponto, na frequéncia de
2,5KHz, densidade de energia 4 J/cm? , energia
por ponto de 0,3 J. A aplicagao pontual, em
15 pontos, sem contato (distancia aproximada
de 1 mm), sendo a caneta perpendicular a

ferida, em pontos equidistantes em torno dela,

contemplando toda a sua borda8.
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Para tal os animais foram imobilizados,
por meio do contensor para ratos seguindo o
modelo de Genaro9, fabricado com uso de tubos
PVC de 50mm, cortados na superficie formando
uma abertura de 5 x 6cm que permitiu a exposicao
do dorso dos animais. Nas extremidades do tubo
foram encaixadas tampas de cano PVC de 50mm
para evitar que o animal saisse do contensor
enquanto estava sendo tratado.

De acordo com seus grupos e apods
analise macroscopica da ferida, os animais foram
submetidos a eutanasia por decaptagio no 7°, 14°

e 21° dia ap6s a lesao.

Anailise dos Dados

Para a analise macroscépica, todos os
animais tiveram suas lesGes fotografadas por
camara digital modelo “Power Shot AS100”
(Nikon®, Tokyo, Japiao), 16.0 mega pixels e
mantida em tripé a distancia constante de 34
cm. Os dados assim obtidos do processo de
cicatrizagao, no 7°, 14° e 21° dia, foram registrados
em protocolo e comparados, por planimetria
digital, mediante aplicagdo do software Image |
que é um processador e analisador de imagens em
JAVA de dominio publico, este software calcula
automaticamente a area da ulcera em mm?,

Ap6s calculadas as areas de cada tulcera
pelo software foi feito o calculo do indice de
cicatrizagao das ulceras (ICU) pela seguinte
formula: ICU= (Area inicial - Area final)/Area

inicial.

Analise Estatistica

Para analise estatistica inicialmente

os dados foram submetidos ao teste de

normalidade de Kolmogorov-Smirnov para a
escolha do teste a ser usado. Posteriormente
foi feito a analise intragrupos (GEL21, GEL14,
GEL7, GC21, GC14, GC7) comparando-se
os dados da ferida inicial e final através do
Teste t Student. Posteriormente foi realizado
a analise intergrupos (GEL2-GC21, GEL14-
GC14, GEL7-GC7) comparando-se os dados
relativos ao ICU de cada grupo por meio do
teste ANOVA, seguido do pos-teste Tukey. Em
todos os testes trabalhou-se com um nivel de

significancia com p-valor = 0,05.

RESULTADOS

A comparagao entre as areas das feridas
inicial e final, de cada grupo, demonstrou que a
contracao da lesao foi satisfatéria em todos os
grupos, como demonstrado na Tabela 1.

Na analise intergrupos, no periodo de 7
dias, o tratamento com o LLASER, resultou em
maiores indices de cicatrizacdo, indicando maior
efetividade quando comparado ao grupo controle
(p= 0.007). Conforme demonstrado na Figura 1.

No periodo 14 dias, ndo se observou
diferenca significante entre os grupos (p= 0.583).
Os dados estio expostos na Figura 2.

Enquanto que com 21 dias de tratamento,
o grupo controle teve maior regressao da lesdo se

comparado ao grupo tratado com o LASER (p=
0.009). (Figura 3).
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DISCUSSAO

O processo de cicatrizagdo envolve
uma cascata perfeita e coordenada de células
e eventos moleculares para a repara¢io de
tecidos lesados. Surge como resposta do
tecido a lesoes induzidas por trauma ou por
procedimentos cirargicos sendo caracterizado
por trés fases que se sobrepdem e apresentam
caracteristica especificas: fase inflamatoria, fase
proliferativa e fase de remodelagaoll.

Quando se fala em individuos diabéticos,
todo o processo de cicatrizagdo ¢ mais lento,
o que pode estar relacionado com a produgio
excessiva de espécies reativas de oxigénio
(ERO), diminui¢ao do 6xido nitrico, diminuigao
da reposta aos fatores de crescimento e das
proteinas da via de sinalizacao da insulinal2.

A hiperglicemia ocasiona o aumento de
ERO, reduz os niveis de Oxido Nitrico (NO)
ativando a aldose redutase. O aumento do fluxo
pela via dos poliés, induzido pelo aumento de
ERO, determina maior conversio de glicose
a sorbitol, reduzindo fatores antioxidantes e
aumentando o estresse oxidativol3.

Os grupos tratados com o laser, também
obtiveram reducao significativadaslesdes. O que
pode ser explicado por seus efeitos primarios
da fotobiomodulacio como a estimulacio da
atividade fagocitaria dos macréfagos, aumento
na proliferagio de diversos tipos celulares,
maturacado e locomocao de fibroblastos e

linfocitos, além da estimulacao das fases

subseqiientes de proliferaciao e remodela¢ao20.

Andrade, Clark e Ferreira21 também
observaram que a laserterapia de baixa poténcia
quando utilizada para o tratamento de lesoes
cutineas ¢ capaz de promover como principais
efeitos fisiologicos resposta anti-inflamatoria,
neoangiogénese, proliferacio epitelial e de
fibroblastos, sintese e deposicao de colageno,
revascularizacao e contracao da ferida.

Nossos resultados coincidiram com os
estudos de Feitosa8 e Calisto22 que utilizando
O0S Mmesmos parametros propostos nesta
pesquisa, observaram diminui¢do significativa
no tamanho da tdlcera.

Porém, quando comparado ao grupo
controle, apresentou significancia apenas no 7°
dia. Fato discutido por Sousa23 apos utilizar
o laser com densidades de 5 J/cm?, 8 J/cm? e
analisar outros estudos, levanta a hipotese de
que baixas dosagens na aplicacao da laserterapia
sao mais eficazes no processo inicial da
cicatrizagdao, enquanto que doses maiores sao
mais eficientes na fase remodeladora do que na
fase aguda.

Observa-se ainda que nao ha consenso
sobre o uso da laserterapia na cicatrizagao
tecidual, bem como acerca dos melhores
parametros a serem utilizados.

Através dos dados apresentados, o
laser pode ser considerados adjuvantes no
tratamento de feridas em ratos diabéticos, a

contracao das mesmas, no recorte temporal de

7 dias.
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Os motivos para a auséncia de
significancia em 14 dias, e a sobreposicao
do grupo controle no 21° dia, nido estio
literatura.

completamente esclarecidos na

Considerando as fases inflamatdrias e os
processos envolvidos na reparacdao tecidual,
outros tipos de analises seriam necessarias para
o entendimento de tais resultados. Fato que se

apresenta como limitagao deste estudo.

CONCLUSAO

Embora a diferenca entre os periodos
analisados nao tenha sido homogénea, uma
menor area lesada pode ser observada no
grupo tratado nas fases iniciais, o que pode
ser  considerado  clinicamente  relevante.
Desta forma, sugere-se que futuros estudos
sejam realizados com diferentes parametros
e com o uso de outras ferramentas, como a
determina¢ao de tipos de colageno e técnica
imunohistoquimica. Desta forma, acredita-
se que podemos ampliar o conhecimento e

expor ainda mais os mecanismos indicados na

presente pesquisa.
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TABELAS E GRAFICOS

Tabela 1: Médias iniciais e finais das areas de lesao

GRUPOS AREA INICIAL AREA FINAL P-VALOR
GEL 7 DIAS 98.022 8.124 <0.0001
GEL 14 DIAS 139.48 12.11 0.0022
GEL 21 DIAS 124.532 61.464 0.0061

GC 7 DIAS 119.058 98.86 0.0774
GC 14 DIAS 102.4 10.32 <0.0001
GC 21 DIAS 99.742 2.404 <0.0001

Grupo Experimento Laser (GEL), Grupo Controle(GC), Grupo Experimento Extrato (GEE) ao 7°, 14° e 21° dias
(em mm2). t Student, p=<0,05.
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Figura 1. Comparacdo entre os indices de cicatriza¢do da ferida dos grupos Controle (GC) e Experimento Laser
(GEL), ao 7° dia. Anélise de variancia (ANOVA), p<0,05.
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Figura 2. Comparacao entre os indices de cicatrizacdo da ferida dos grupos Controle (GC) e Experimento Laser
(GEL) ao 14° dia. Analise de variancia (ANOVA), p<0,05.
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Figura 3. Comparagdo entre os indices de cicatrizacdo da ferida dos grupos Controle (GC) e Experimento Laser
(GEL) ao 21° dia. Analise de variancia (ANOVA), p<0,05.



