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RESUMO

MACARINI, V.C. Influéncia do laser em baixa intensidade (660 nm) no processo de
reparo em feridas cutaneas provocadas em ratos tratados com nicotina. Estudo
histoldgico. Aracatuba, 2004. Dissertacdo (Mestrado em Periodontia) — Faculdade de

Odontologia, Universidade Estadual Paulista.

A proposta do presente estudo foi avaliar, histologicamente a
influéncia da terapia do laser em baixa intensidade (LLLT)) sobre o processo de
reparo em feridas cutaneas provocadas no dorso de ratos tratados com nicotina.
Foram utilizados 115 ratos neste estudo. Cingiienta e nove ratos receberam injecao
subcutanea de solucao salina (0,2 ml), enquanto o restante dos animais receberam
injecdo subcutanea de nicotina (3mg/Kg de peso do animal), duas vezes ao dia
durante todo o periodo experimental. Decorridos 30 dias das aplicacdes, foi criada
uma ferida cirdrgica sobre o dorso de cada animal por meio de um punch ( 8 mm de
diametro). Os animais que receberam solucdo salina foram divididos em 2 grupos:
Grupo I(Controle)(n=29) - As feridas permaneceram sem nenhum tratamento
enquanto as do Grupo Il (n=30) foram submetidas a tratamento com LLLT
(AlGaAs)660 nm, 40 mW, 3.0 J, 0,56 w/cm?). Os animais que receberam injecdo
subcutanea de nicotina também foram divididos em 2 grupos. Grupo Ill (n=29) onde
as feridas nao receberam nenhum tratamento; e Grupo IV (n=27), no qual os

animais receberam tratamento com LLLT (660 nm, 40 mW, 3,0 J, 0,56 W/cm?). Cada
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grupo foi subdividido em sub-grupos para eutanasia aos 3, 7 e 14 dias pos-
operatorios.

As pecas foram processadas rotineiramente para analise histolégica
usando-se coloracdo com hematoxilina e eosina.

O Grupo Il mostrou retardo da migracao epitelial e na organizacao
do tecido conjuntivo quando comparado com o Grupo | (controle). As feridas do
Grupo Il apresentaram um processo de reparo acelerado quando comparadas as do
Grupo |, assim como as feridas do Grupo IV apresentaram um reparo mais avancado
em relacdo ao Grupo lll.

Dentre dos limites deste estudo, pode-se concluir que a nicotina
retarda, enquanto o LLLT acelera o processo de reparo de feridas cutaneas em todo

o periodo experimental.

Palavras-chave: laser em baixa intensidade, cicatrizacdo de feridas, ratos,

fototerapia.
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ABSTRACT

MACARINI, V.C. Influence of low level laser therapy on the healing process of

coetaneous wounds in rats treated with nicotine. A histological study.

The purpose of this study was to histologically analyze the influence
of low level laser therapy (LLLT) on the healing process of surgically created
coetaneous wounds in rats treated with nicotine. One hundred and fifteen rats were
used in this study. Fifty nine rats received subcutaneous injection of saline (0,2 ml)
while the remaining animals received subcutaneous injection of nicotine (3 mg/kg of
body weight) twice a day during all experimental period. After 30 days of either saline
or nicotine injection, coetaneous wounds were surgically created on the back of the
animals with a punch (8 mm in diameter). The animals that received saline injections
were divided into 2 groups: Group | (control) (n= 29) — The wound was left untreated;
and Group Il (n= 30) — The wound was treated with LLLT (GaAlAs 660 nm, 40 mW,
3.0 J, 0.56 W/cm?). The animals that received nicotine injections were also divided
into 2 groups: Group Il (n=29) - The wound was left untreated; and Group IV (n= 27)
— The wound was treated with LLLT (GaAlAs 660 nm, 40 mW, 3.0 J, 0.56 W/cm?).
Each group was subdivided into sub-groups for euthanasia at either 3, 7 or 14 days
post-operative. Block sections were routinely processed for histological analysis
using H&E stain. Group Il showed delayed epithelial migration and connective

tissue organization when compared to Group |I. The wounds of Group Il presented an
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accelerated healing process when compared to the ones of Group I, as well as the
wounds of Group IV showed a more advanced healing when compared to the ones
of Group Ill. Within the limits of this study, it can be concluded that nicotine delayed
while LLLT accelerated the healing process of coetaneous wounds in all

experimental periods.

Key words: low-power intensity, wound healing, rats, phototerapy.
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1 INTRODUCAO

O processo de reparacdo € comandado por “cascatas celulares” altamente
organizadas, reguladas por varios mediadores quimicos e fatores de crescimento, além
da interacdo da ferida com fatores ambientais (FONTANA, 1996). Uma seqUéncia
previsivel de eventos biolégicos ocorre no processo reparativo diante de uma dilaceragéo
tecidual acidental ou através de um procedimento cirtrgico (PEACOCK ; WINKLE, 1976;
POLLACK, 1979).

Os eventos biologicos envolvidos neste processo podem ser divididos em
trés fases distintas (FONTANA, 1996; VILJANTO, 1964): a) Fase exsudativa; b) fase
proliferativa e c) fase de maturacédo ou formacao de cicatriz.

A fase exsudativa inicia-se imediatamente apés a injuria e pode durar em
torno de aproximadamente 72 horas. Conhecida também como fase inflamatéria ou
destrutiva é caracterizada nao so pelo surgimento de elementos celulares como também
do fibrinogénio além de varias proteinas, decorrentes da penetracdo do sangue no
ferimento. Junto aos fluidos teciduais uma rede de fibrina é formada e que logo se
coagula na superficie da ferida. Esta ocorréncia € acompanhada de vasodilatacao
seguida do “extravazamento de liquidos” do interior dos vasos levando substancias
nutrientes fundamentais para o processo de cicatrizacdo. Ainda nestas primeiras horas,
varios mediadores quimicos também sdo liberados no local tais como: fator de
crescimento derivado das plaquetas (PGDF), fator de ativacdo das plaquetas (PAF),
tromboxano, serotonina, adrenalina e fatores do complemento (FONTANA, 1996).
Simultaneamente, ha um rapido aumento do niumero de células inflamatérias, sobretudo

de leucdcitos polimorfonucleares, além de desintegracdo das células e restos teciduais
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comprometidos pela injaria. Em poucas horas, a superficie da ferida torna-se seca em
funcdo do processo de coagulacdo sanguinea e evaporacdo da umidade (POLLACK,
1979) sendo que a remocao de todo material necrético da ferida determina o fim da fase
exsudativa (VILJANTO, 1964).

Na fase proliferativa, a ferida é invadida por células do tecido conjuntivo,
como fibroblastos e seus progenitores mesenquimais, que se dividem e ocupam a
cavidade provocada pela ferida (LIPPER et al., 1980; RUDOLPH et al., 1977; VILJANTO,
1964). Sao observados nesta fase ao longo do tecido injuriado, pequenos vasos
sanguineos dilatados com aumento da permeabilidade (ROBBINS et al., 1984; RYAN;
MAJNO, 1977).

O numero de capilares e arteriolas aumenta e sdo mais numerosos entre
32 horas até o oitavo dia apés o realizacdo da ferida (GABBIANI; MONTANDON, 1977,
ROBBINS et al., 1984; ROSS, 1968; VILJANTO, 1964 ).

A quantidade de vasos linfaticos também aumenta simultaneamente e o
tecido de granulacdo preenche a ferida gradualmente. Esta fase desenvolve-se 24 horas
apos a injuria e se estende, no maximo, até 14 dias (FONTANA, 1996).

Na fase de maturacdo € relevante a formacdo de um novo tecido
conjuntivo. A vascularizacdo e celularizacdo do tecido injuriado diminuem enquanto
cresce a quantidade de fibras colagenas. A intensa proliferacdo fibroblastica e
subsequente deposicdo de colageno intercelular resultam numa maturacao das fibras de
colageno e, desta forma uma cicatriz de tecido conjuntivo € iniciada (FONTANA, 1996;
ROBBINS et al. 1984; VILJANTO, 1964).

Por outro lado, dentro de algumas horas apds a realizacdo da ferida, o

arranjo normal e ordenado das células epiteliais é rompido ocorrendo mudancas na

Dissertagdo de Mestrado



Introdugao 27

morfologia e funcao celular. Estas deixam de executar suas funcdées normais de formacéao
de queratina e passam a processar funcdes de multiplicacdo e migracdo celular. As
células epiteliais orientam-se em sua migracao pela rede de fibrina que funciona como
uma protecdo sobre a qual as células migram sobre o ferimento (BULLOUGH ;
LAWRENCE, 1964). As células continuam o processo de migracdo até entrarem em
contato com a massa de células epiteliais do lado oposto formando rapidamente
desmossomos a partir do que, comecam a retornar a sua forma e funcdo normais,
passando a secretar queratina, enquanto o tecido conjuntivo continua o processo de
maturacao e de contracao.

A contracdo da ferida € proporcionada por uma forma especializada de
fibroblastos. Estes fibroblastos possuem bandas bem desenvolvidas de microfilamentos
contrateis compostos de actinomiosina e proteinas actino-associadas presentes no
citoplasma celular e, por esta razdo, sdo também denominadas de miofibroblastos
(FONTANA, 1996; GABIANNI et al., 1971,1972; POLLACK, 1979; FONTANA, 1996).

Os miofibroblastos tém numerosas juncfes com os miofibroblastos vizinhos
ou com a lamina basal subjacente, o que lhes permite transmitir contracbes a outros
miofibroblastos, a fim de que todo o tecido conjuntivo seja afetado quando as células se
contraem (ALBERTS et al. 1983; LIPPER et al. 1980). A ferida sofre uma contracéo de
forma centripeta, guiada pelas suas bordas em direcéo a regiao central (MONTANDON et
al., 1977) formando uma cicatriz menor que a ferida inicial.

Quando a ferida estd completamente reparada, os finos microfilamentos de
actinomiosina desaparecem do citoplasma dos miofibroblastos e nenhuma juncédo é
observada no contato entre os fibroblastos (GABIANNI, 1979; RUNGGER-BRANDLE;

GABIANNI, 1983), caracterizando a completa reparacao do tecido injuriado.
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Embora o processo de reparo seja um evento bioldégico conhecido e de
fundamental importancia para a qualidade de vida dos individuos, sabe-se que muitos
fatores estdo associados a sua completa ocorréncia. Fatores locais, como tipo de injuria e
intensidade do trauma, além da presenca de infeccédo, podem interferir na evolucao do
processo de cicatrizacdo (ROBBINS et al., 1984). Além dos fatores locais, alguns
disturbios sistémicos como diabetes e desnutricdo também concorrem negativamente
para reparacao tecidual.

Por outro lado, muitas formas de se estimular ou favorecer o processo de
cicatrizacdo sao conhecidas, desde o controle da infeccdo e modulacdo da resposta
inflamatoria até as aplicacdes topicas de calor e farmacos.

Com o advento do primeiro emissor laser criado por Theodore Maiman
(1960), utilizando o cristal de rubi como meio ativo, uma nova era na ciéncia biologica
parece ter surgido, auxiliando a medicina e a odontologia, tanto nos procedimentos
cirargicos propriamente ditos, como na prevencao e terapéutica.

Existe uma grande variedade de lasers apresentados na literatura, divididos
em 2 grandes grupos : a) lasers de baixa intensidade, também conhecido como laser de
bioestimulacéo, fotobioestimulacéo, laser macio, laser atérmico, LILT (Low Intensity Laser
Therapy), LLLT (Low Level Laser Therapy) e b) Laser de alta intensidade, também
conhecidos como laser cirargico, laser cruento, laser de poténcia (COLLS, 1984;
STRANG et al., 1988).

Entre os lasers de baixa intensidade de poténcia encontramos: a) laser de
Hélio — Nebnio (He-Ne) de emissdo continua, poténcia que podera oscilar entre 1 a 50

mW, sendo que 10 mW € a poténcia média mais utilizada na area medica e odontolégica.
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Emite comprimento de onda de 632,8 nandmetros o que o torna visivel no espectro
eletromagnético, com luz de cor vermelha; b) laser diodo ou semicondutores, 0s mais
utilizados séo o de arseneto de Galio (AsGa) ou o de arseneto de galio e aluminio
(AsGaAl) e mais recentemente o de AsGaAlln (arseneto de galio, aluminio e indio);estes
constituem-se na forma mais revolucionaria, pois sdo de pequeno porte, sensiveis e

eficientes.

A interacdo da luz laser com os tecidos biologicos processa-se de diferentes
formas, dependendo do tipo de emissor utilizado (MISERENDINO; PICK, 1995): 1)
Interacdo fotoquimica; 2) Interacdo fototérmica; 3) Interacdo fotomecanica e 4) Interacéo
fotoelétrica.

Os lasers de fotobioestimulacédo sdo fundamentados em sua capacidade de
promoverem, a nivel celular, efeitos estimuladores sobre os processos moleculares e
bioquimicos, que ocorrem normalmente durante os intrinsecos mecanismos da reparacao
tecidual, caracterizando desta forma a “Interacdo fotoquimica”, tipica destes emissores
lasers.

O interesse pela acdo dos lasers em baixa intensidade tem crescido muito
nas ultimas décadas. Tal fato pode ser comprovado pela quantidade significativa de
publicacdes cientificas de experimentos realizados ndo s6 em animais de laboratorio, bem
como relatos de casos clinicos tratados com os diversos tipos de lasers em baixa
intensidade (AL-WATBAN; ZHANG, 1996; AVERBAKH et al., 1976; BISHT et al., 1994,
GARCIA, 1992; KAMEYA et al., 1995; KANA et al., 1981; LEE et al., 1993; LOCCI JR,
2002; LOWE et al., 1998; MESTER et al., 1968; MESTER et al., 1971; MESTER, 1973;
MESTER et al., 1976; MESTER et al., 1978; MESTER; JASZSAGI-NAGI, 1973; SOARES

et al., 1989; WOODRUFF et al., 2004).
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Esta largamente documentado na literatura que o processo de reparo
pode sofrer varias intercorréncias locais e ou sistémicas, as quais podem interferir no
complexo processo biologico de reparo das feridas. O tabagismo tem sido descrito como
importante fator negativo no processo de reparacéo tecidual, sobretudo pelo consumo da
nicotina, uma das mais nocivas substancias encontradas no cigarro. Estudos revelam que
a nicotina proveniente dos produtos do tabaco causa vasoconstric¢ao periférica (GILMAN
et al., 1990), isquemia tecidual e diminuicdo da tensédo de oxigénio (JENSEN et al., 1991),
JONES e TRIPLLET (1992) relataram que a nicotina pode retardar o processo de reparo
em torno de 80% para os fumantes comparado aos 10% dos ndo fumantes, inviabilizando
inclusive a indicacdo de enxertos 0sseos para 0s pacientes fumantes. Outros autores
salientam que a nicotina pode inibir a microvascularizacdo, mas nado impedir a
revascularizacdo em areas tratadas com enxerto 6sseo em coelhos (DAFTARI et
al.,1994). PINTO et al. (2002) chamam a atencdo que a nicotina pode interferir nos

eventos da reparacéo tecidual, na angiogénese e na re-epitelizacao de feridas.

Diante da escassez de trabalhos que atestem a viabilidade do uso do laser
de baixa intensidade sobre os eventos da reparacdo em modelos de feridas retardadas

pelo uso da nicotina, a elaboracéo deste trabalho foi motivada.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Com o objetivo de facilitar o entendimento, a presente revisdo sera
apresentada em duas partes:

2.1. Publicagcdes que se referem a interferéncia da nicotina no
processo de reparo;

2.2. Publicagbtes relacionadas a acao do laser de baixa intensidade

no processo de reparo de feridas cirurgicas.

2.1. INTERFERENCIA DA NICOTINA NO PROCESSO DE REPARO

As implicacdes clinicas da nicotina, em funcdo de sua toxidade ao
organismo, sao especialmente relevantes, sobretudo por sua tendéncia em gerar
dependéncia quimica em seus usuarios.

A nicotina é um alcaléide natural que provoca alteragbes complexas e
imprevisiveis ao corpo humano, quando administrada através de sua agao sobre
varios locais neuroefetores e quimiossensiveis, e também pelo fato de o alcaléide
ser capaz de estimular e dessensibilizar receptores. Este farmaco tem a capacidade
de aumentar a frequiéncia cardiaca por estimulacdo do sistema nervoso simpatico ou
por paralisia dos ganglios cardiacos parassimpaticos, podendo, paradoxalmente,
tornar mais lenta a frequéncia por paralisia do simpatico ou excitagao dos ganglios
cardiacos parassimpaticos. Altera a freqléncia cardiaca através da agao sobre os
quimioreceptores dos corpos carotideo e aodrtico e sobre os centros bulbares,
gerando modificagdes da pressao arterial em fungdo dos reflexos compensatérios

cardiovasculares secundarios. Além das alteragdes mencionadas no sistema
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cardiovascular, a nicotina desencadeia uma descarga de adrenalina da glandula
supra-renal, acelerando a frequéncia cardiaca e a pressao arterial (TAYLOR, 1996).

Da mesma forma, Kwiatkowski et al. (1996) relataram que o habito
de fumar apresenta multiplos e relevantes efeitos sobre o sistema cardiovascular,
promovendo um aumento dos batimentos cardiacos e da resisténcia periférica dos
vasos sanguineos. Além disso, pode causar aumento da pressdo e do fluxo
coronariano, bem como diminuicdo da microcirculacdo periférica sistémica. A
exemplo do sistema cardiovascular, o sistema nervoso periférico sofre alteracbes
pelo uso da nicotina, inicialmente no estimulo transitério e, posteriormente, em uma
depressao persistente dos ganglios autbnomos, enquanto as alteragbes no sistema
nervoso central podem produzir tremores e excitagao do sistema respiratorio.

Além da grande variedade de alteragdes mencionadas, a nicotina
gera liberagdo de catecolaminas em diversos 6rgaos isolados, resultando em uma
resposta simpaticomimética aumentada e em efeitos alterados na jungao
neuromuscular.

Um cigarro médio contém de 8 a 9 mg de nicotina e leva 1 mg de
nicotina por via sistémica, sendo que a biodisponibilidade pode se tornar 3 vezes
maior, dependendo da intensidade da inalagdo ou da técnica do fumante (TAYLOR,
1996).

Entre 80% e 90% da nicotina € modificada no corpo, principalmente
no figado, mas também nos rins e pulmdes. A meia-vida da nicotina, apds inalagao
ou administracdo parenteral, € de cerca de 2 horas, sendo que seu principal
metabdlito € a cotinina e a nicotina-1-N-6xido e a 3-hidroxicotinina, além de outros

metabdlitos conjugados (TAYLOR, 1996).
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A associagcao entre fumo e o retardo do reparo de feridas é
reconhecido na pratica clinica pela acdo vasoconstritora, que reduz o fluxo
sanguineo nutricional para a pele, resultando em isquemia e prejuizo no reparo
tecidual. A vasoconstriccado resulta da liberagdo de catecolaminas adrenais e
periféricas que aumentam a pressio e os batimentos cardiacos. Mais do que isso,
essas catecolaminas liberadas podem estimular a formagéao de horménios (calonas),
que solapam o processo de reparo de feridas pela diminuicdo e retardamento da
epitelizacdo. A nicotina também aumenta a adesividade de plaquetas, aumentando o
risco da oclusdo microvascular pela formacao de trombos. Além disso, a proliferacéo
de células vermelhas do sangue, além de fibroblastos e macréfagos, é reduzida pela
nicotina. Lento reparo tem sido observado clinicamente em fumantes em situagdes
de trauma, doengas ou pdés-operatérios cirurgicos, particularmente no que se refere
ao pacientes submetidos a cirurgia plastica ou reconstrutiva (SILVERSTEIN, 1992;
KWIATKOWSKI et al., 1996).

A suspeita dos microcirurgides de que o tabagismo pode alterar a
vitalidade de retalhos livres de vascularizacdo e reimplantes levaram van Adrichem
et al. (1996) a realizarem um estudo em ratos para investigar o efeito do fumo sobre
esses tipos de cirurgia. Foram realizados retalhos fascio-cutaneos epigastricos livres
de vascularizagdo em 30 ratos, e em outros 30 ratos os retalhos eram pediculados.
De cada grupo, 10 ratos eram expostos a inalagdo da fumaga do cigarro por 6
semanas antes e 2 semanas apds a cirurgia, enquanto outros 10 ratos de outro
grupo experimental eram da mesma forma expostos, mas por 6 semanas pos-
operatorias. O grupo controle era constituido de 10 ratos submetidos apenas a
simulagao da exposi¢ao ao fumo. Também um retalho distal no dorso foi realizado

em todos os animais. A monitoracdo das anastomoses vasculares dos retalhos
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epigastricos foi realizada aos 14 dias depois do experimento, através de Laser
Dopller para medicao de fluxo e termometria, durante o experimento. A vitalidade
dos retalhos epigastricos livres de vascularizagédo era significantemente menor em
ratos expostos ao fumo. A necrose ou a vitalidade dos retalhos estava estabelecida
conforme o desenvolvimento das anastomoses vasculares. A evidéncia de vitalidade
dos retalhos dorsais através do mesmo tipo de analise foi superior para os ratos nao
expostos ao fumo, e inferior, tanto no pré-operatorio como no pés-operatério, para os
animais expostos ao fumo.

Baseado em uma amostra de 200 pacientes, dos quais 46 eram
fumantes, Sweet e Butler (1979) relacionaram a incidéncia de alveolite com a
frequéncia do uso e com a fonte utilizada de nicotina (cigarros, cachimbos ou
charutos). Através deste trabalho, relacionaram os efeitos do fumo com as
alteragbes clinicas pds-operatdrias de exodontias de 3°° molares inferiores, cuja
conclusao determinou que o habito de fumar deveria ser abandonado, sobretudo nos
5 dias pos-operatorios, em funcdo da alta incidéncia de alveolites nos pacientes
fumantes.

Através de exames de arteriografia, Mosely e Finseth (1977)
demonstraram os efeitos da nicotina na vasoconstriccdo periférica, retardando o
processo de reparo em um paciente fumante crénico portador de ulceragao na
extremidade do dedo da méo.

Queda de tenséo significativa do oxigénio foi observada por Holm e

Nachemson (1988) ap6s 30 minutos de inalagdo de fumaga de cigarro em suinos.
Foram analisados fragmentos do disco intervertebral de animais expostos a fumaca
de cigarro por um periodo que variou de 20 a 30 minutos até trés horas. Tetraciclina,

fluoresceina e radioisétopos marcadores eram injetados por via intravenosa durante
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o periodo de teste com o objetivo de se detectar a concentracdo dessas substancias
nos discos intervertebrais onde a tensdo de O, era medida, como indicagcdo da
quantidade relativa dos metabdlitos em estudo. Foi observada consideravel
constricdo de capilares sanguineos, sendo que, entre 20 e 30 minutos de exposigao
a fumaga, ocorreu uma reducgao de 30% a 40% na difusdo de sulfato, oxigénio e
metil-glicose, elementos denominados de “parametros nutricionais”. Essa difusao,
indicativa da eficiéncia do transporte de metabdlitos pelo sangue, chegou a ser
reduzida em 50% apdés 3 horas de exposicdo, sendo que o0s registros de
recuperacao das concentracdes proximas do normal ocorreram duas horas apods a
supressao da exposicdo a fumaca. Esses resultados apontam para um expressivo
prejuizo causado pela nicotina ao sistema circulatério e eventualmente por outras
substancias que compdem o cigarro, manifestado pela redugéo do calibre vascular e
pela diminuigdo do teor de elementos nutricionais veiculados pelo sangue.

Kaufman et al. (1984) desenvolveram estudo em ratos com o objetivo
de avaliar a interferéncia negativa da inalagdo do cigarro sobre a vitalidade de
retalhos cirurgicos experimentais. Um retalho distalmente posicionado sobre a regiao
dorsal foi levantado e novamente reposicionado em cada animal. A avaliacido dos
retalnos no 8° dia pds-operatério mostrou uma taxa de necrose de 28,5% em 25
animais controle, 32,2% em 21 ratos expostos a inalagdo do fumo por 7 dias pos-
operatorios, 41,3% em 18 ratos expostos a inalagdo do fumo por 7 dias pré-
operatorios, e 45,7% em 21 ratos expostos a inalagdo do fumo por 7 dias antes e 7
dias depois do procedimento cirurgico. Os cortes histolégicos dos pulmdes dos ratos
expostos ao cigarro revelaram um padrdo compativel com injurias em fumantes

moderados.
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Nao obstante os efeitos negativos sistémicos do cigarro ao individuo,
a relacdo quantidade/tempo necessaria para se ter um efeito deletério ainda nao
esta esclarecida, tanto em relagdo a saude dos diferentes 6rgaos conhecidamente
afetados, como as respostas teciduais locais de reparagdo, devido a grande
diversidade de respostas apresentadas por diferentes individuos.

Raulin et al. (1988) foram um dos pioneiros na pesquisa in vitro
focando a importancia dos efeitos bioldgicos do fumo no periodonto, sobretudo na
aderéncia de fibroblastos provenientes de fetos humanos sobre anteparos de vidro e
dentina radicular. A incubagéo das células foi feita nas concentragdes 0 (controle),
25, 50, 100, 200 e 400 mg/ml de nicotina por periodos de 24, 48 e 72 horas. As
analises em microscopia optica e eletrbnica de varredura revelaram que, no grupo
controle, os fibroblastos encontravam-se firmemente aderidos as superficies
radiculares com formato achatado e dispostos paralelamente a superficie radicular.
Nos grupos experimentais, as células apresentavam alteracdo no padrdao de
aderéncia, elevada presenca de vacuolos citoplasmaticos e disposicdo desordenada
dos fibroblastos em relagdo a superficie radicular. Os resultados nos grupos testes
foram proporcionais a concentragao e tempo de exposi¢ao a nicotina.

Forrest et al. (1991), por meio de um estudo em ratos, investigaram
os efeitos a longo prazo do tratamento com baixas doses de nicotina sobre a
hemodindmica da pele e sobre a viabilidade e morfolologia microvascular em
retalhos de pele de 4 x 10 cm no dorso de ratos. Além disso, analisaram a
reversibilidade dos efeitos deletérios induzidos pela nicotina sobre a viabilidade dos
retalhos depois da cessacdo do tratamento com nicotina. As baixas doses de
nicotina (0,6 mg/kg), administradas duas vezes ao dia no subcutaneo dos ratos por

24 semanas, diminuiram significativamente o fluxo sanguineo capilar dos retalhos e
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area de viabilidade de pele quando comparados com os controles tratados com
solugédo salina (n=15). No entanto, os mesmos parametros analisados em ratos
(n=15) que tiveram o tratamento com nicotina interrompido duas semanas antes dos
procedimentos cirurgicos, eram praticamente iguais aos controles, indicando que os
efeitos deletérios causados pela nicotina, em baixas dosagens e a longo prazo,
foram reversiveis.

Diante desses relatos, torna-se sustentada a suspeita entre cirurgidoes
de que pacientes fumantes apresentam problemas no processo de reparo. Embora o
papel do tabaco na etiologia da doenga periodontal ndo esteja suficientemente claro,
muitos autores e profissionais da odontologia acreditam que o habito de fumar
apresenta forte relagcdo com a etiologia, aumento da incidéncia e severidade da
doenga periodontal (PEACOCK et al., 1993). Mais do que isso, sabe-se que a
reproducdo e adesdo de fibroblastos sdo de primordial importdncia no
restabelecimento do tecido conjuntivo apds a terapia periodontal cirdrgica e nao
cirurgica, eventos que podem estar comprometidos pelo consumo de tabaco de
acordo com modelos de estudo in vitro e in vivo em animais e em humanos.

O tabagismo é provavelmente o mais importante e controlavel fator
de risco para as periodontites. Ele resulta em alteracdes vasculares, inflamatérias e
imunes no processo de reparo. Em estudo prévio, Palmer et al. (1999) relataram
niveis elevados de moléculas de adesao soluveis no soro (sICAM-1) em fumantes,
independentemente da situagdo periodontal. Moléculas de adesdo-1 tém sido
consideradas marcadores de risco para a doencga cardiovascular.

Os autores relataram os efeitos a curto prazo da utilizacdo dos
cigarros sobre o fluxo sangliineo e niveis de moléculas de adesdo-1. Voluntarios

humanos incluiam nao fumantes, fumantes moderados e fumantes pesados. O fluxo
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sanguineo foi monitorado na gengiva e na pele da testa dos individuos utilizando-se
um “Laser Dopller Flowmeter’” e os niveis sICAM-1, cotinina e nicotina medidos
antes, durante e depois de 60 minutos de um episddio de utilizagado do cigarro. Nao
houve evidéncia que suporte a teoria de que existe vasoconstricdo nos tecidos
gengivais. Por outro lado, houve significante aumento do fluxo sanguineo da pele da
testa de fumantes moderados, o que nao era notado em nao fumantes controles e
fumantes pesados, sugerindo uma tolerancia a longo prazo neste ultimo grupo. Os
niveis de sICAM-1 permaneceram sem modificagdes durante este episodio,
sugerindo efeito a longo prazo. Em um grupo paralelo, ficou demonstrada a direta e
significante correlagdo entre sICAM-1 e niveis de cotinina no soro, observagao que
pode ser relevante nos mecanismos etiolégicos das periodontites como também em
outras doencas associadas ao fumo.

Nociti et al. (2002b) investigaram a influéncia da nicotina na
densidade 6ssea em torno de implantes realizados em tibia de coelhos. Foram
inseridos um total de 128 implantes de 7 mm de comprimento e 3,75 mm de
didmetro divididos em 2 grupos de 64 animais. No grupo 1, 64 implantes foram
tratados com 6xido de aluminio e, no grupo 2, foram utilizados 64 implantes com
superficies lisas. Os animais foram submetidos a aplicacdes subcutaneas diarias de
nicotina e divididos em subgrupos de 1 a 4. Depois de 42 dias, os animais foram
sacrificados e blocos 6sseos contendo os implantes foram removidos e preparados
para a inclusdo em parafina. A densidade 6ssea foi medida na superficie de contato
0sso implante e as anadlises estatisticas ndo revelaram diferengas significantes com
relagdo ao efeito da nicotina ou desenho de superficie sobre a densidade 6ssea ao

redor dos implantes.
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Nociti et al. (2002a) também concluiram, em outro estudo em ratos,
que a inalagao intermitente de cigarros pode resultar em pobre qualidade éssea ao
redor de implantes de titanio. Foram utilizados 40 ratos machos pesando entre 300
e 440 g submetidos a instalagdo de implantes de 4 mm de comprimento e 2,2 mm de
didmetro colocados bilateralmente nas tibias. Os animais foram distribuidos
aleatoriamente em grupos 1 e 2, com 20 animais em cada um. O grupo 1 foi utilizado
como controle e, no grupo 2 (experimental), os animais foram mantidos em camaras
especiais para inalagao intermitente de cigarro por 8 minutos, 3 vezes ao dia, apds a
realizacéo dos procedimentos cirurgicos até o sacrificio, aos 60 dias de experimento.
Na avaliacdo das superficies de contato e areas d6sseas de insercdo dos implantes
nos 0ssos cortical e esponjoso, uma pequena diferenga nas superficies de contato
dos implantes foi notada, embora nao estatisticamente significante entre ambos os
grupos. No entanto, a inser¢ao dos implantes estava consideravelmente diminuida
tanto nas areas corticais quanto nas de tecido Gsseo esponjoso no grupo
experimental (84,73% + 4,77 contra 79,85% + 6,17 para as areas de 0sso cortical e
32,01% + 6,62 contra 20,71% + 8,57 para é&reas de 0SSO €esponjoso,
respectivamente nos grupos 1 e 2).

Martinez (2002), em um estudo in vitro, investigou a morfologia,
densidade e viabilidade de fibroblastos em superficies dentais condicionadas com
nicotina e cotinina, principal subproduto da nicotina, cuja meia vida biolégica pode
variar entre 10 e 30 horas no plasma. Os resultados deste estudo revelaram o efeito
citotoxico da nicotina, representado por alteragbes na morfologia celular nas
concentragbes de 100 ug/ml e 1 mg/ml de nicotina utilizada no condicionamento
radicular. Além disso, reduziu a proliferacao celular representada pela densidade das

células, de forma proporcional a dose. O grupo condicionado pela cotinina sé
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apresentou efeitos citotdxicos, alterando morfologia e densidade celular na
concentragdo de 1 ug/ml, maior concentragao testada. A nicotina alterou in vitro a
viabilidade de fibroblastos de forma proporcional a dose e ao tempo de
condicionamento; enquanto apenas as maiores concentragdes de cotinina (500
ng/ml e 1 ug/ml ) resultaram em discreta redugao da viabilidade celular. Esse estudo
demonstrou também que a raspagem mecanica das superficies radiculares
condicionadas pela nicotina nas concentragbes de 100 ng/ml e 1 pg/ml reduziu os
efeitos nocivos induzidos pela droga, o que também ocorreu nas superficies
radiculares condicionadas pela cotinina na concentragao 1 pg/mi.

Recentes estudos apontam o estresse, ao lado da diabetes mellitus
e do habito de fumar, como importantes fatores de risco para a doencga periodontal.
A associacao dos efeitos do estresse aos da nicotina foi investigada por Benatti et al.
(2003), através de um estudo no qual os autores demonstraram que o estresse,
isoladamente, nao afetou a doenga periodontal em ratos, mas aumentou
significantemente os efeitos da nicotina sobre a doenga periodontal. Foram utilizados
20 ratos Wistar, fémeas, nos quais a doenca periodontal foi induzida através de
ligaduras no interior do sulco gengival. Quatro grupos foram estabelecidos como se
segue: Grupo A, composto por animais submetidos a aplicagdo de solugéo salina;
Grupo B, composto por animais submetidos a inje¢des intraperitoneais de 0,73 mg
de nicotina/kg/dia; Grupo C, composto por animais imobilizados durante duas
horas/dia por 40 dias em associagdao a aplicacdo de solucao salina e, por fim, o
Grupo D, composto de animais submetidos ao estresse da imobilizacdo de 2 horas
ao dia, por 40 dias, e inje¢des intraperitoneais de nicotina da mesma forma do grupo
B. Os animais, depois de sacrificados, aos 40 dias do experimento, foram

preparados para analise intergrupo com os seguintes resultados: grandes perdas
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o0sseas nos animais do grupo D comparados com os espécimes dos grupos A, B e
C. Além disso, os dados revelaram um significante efeito da nicotina (Grupo B)
comparado aos grupos A e C (p < 0,05) e nenhuma diferenga entre os grupos.

César Neto et al. (2003) fizeram um estudo comparativo sobre o
efeito da administracdo da nicotina e inalagdo da fumacga do cigarro sobre o reparo
6sseo em implantes de titanio. Para tanto, foram utilizados 45 ratos Wistar, pesando
entre 300 e 400 g, que receberam implantes de titanio de 4 mm de comprimento por
2,2 mm de didmetro, bicorticais, introduzidos totalmente em suas tibias. Depois de
realizados os procedimentos cirurgicos, os animais foram distribuidos em 3 grupos
como se segue. O grupo 1 (n=19) foi utilizado como controle e ndo sofreu nenhum
tipo de tratamento. Os animais do grupo 2 (n=15) foram mantidos em camaras
especiais de acrilico de 45 x 25 x 20 cm®, com bombas de ar e tubos de entrada e
saida. Cada camara continha 5 animais, a fim de serem submetidos a inalagao
intermitente da fumacga de 10 cigarros contendo 1, 3 mg de nicotina cada um,
bombeada para dentro da camara por oito minutos, trés vezes ao dia. No grupo 3
(n=11), foram aplicadas 2 doses diarias de nicotina de 3 mg/kg, 2 vezes ao dia. Os
animais teste foram submetidos aos respectivos tratamentos até sacrificio, aos 60
dias. Observacdes clinicas importantes foram descritas, como a morte de um animal
do grupo 1, cinco do grupo 2 (3 durante os 2 primeiros dias de inalagdo e 2 durante
coleta de sangue) e 4 do grupo 3, também durante a coleta sanglinea. Todos os
animais sobreviventes do grupo 2 apresentavam dificuldades respiratorias, além de
insignificante perda de peso para os grupos 2 e 3. Foram analisadas,
histologicamente, a superficie de contato e nivel de insergdo dos implantes dentro
das areas fresadas tanto em osso cortical como em 0sso esponjoso. Com relagao ao

osso cortical, tanto a superficie de contato como a altura éssea sofreram significante
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interferéncia negativa nos animais do grupo 2 enquanto nos animais do grupo 3
esses parametros nao estavam alterados. Nas areas de 0sso esponjoso, 0 grupo 2
resultou em porcentagem diminuida de superficie de contato quando comparado ao
grupo controle. Além disso, a altura de insercdo dos implantes estava
significantemente diminuida para os grupos 2 e 3 em comparagao ao grupo controle.
Além de demonstrar que a nicotina alterou significativamente os parametros
analisados, outras moléculas associadas a composigdo quimica do cigarro podem
potencializar os efeitos negativos do mesmo.

Martins et al. (2004), com o propdsito de avaliar o impacto do habito
de fumar sobre os resultados clinicos do recobrimento radicular seguido de enxerto
de tecido conjuntivo sub-epitelial, trataram dezoito defeitos em quinze pacientes
(sete fumantes e 8 nao fumantes), em caninos e pré-molares, apresentando
recessdes classes | e Il de Miller. As medidas clinicas, além das iniciais, foram
obtidas aos 30, 60, 90 e 120 dias depois da cirurgia. Essas medidas clinicas
incluiam indices de placa e gengival, recessao gengival, profundidade de sondagem,
niveis de insergcado, espessura gengival e faixa de tecido queratinizado. As analises
intragrupos mostraram que o enxerto conjuntivo subepitelial € capaz de promover o
recobrimento radicular, aumento da espessura gengival e melhora do nivel de
insercao clinica em ambos os grupos (p < 0,05). Por outro lado, analises intergrupos
demonstraram que fumantes apresentaram uma baixa porcentagem de recobrimento
radicular (58,84% + 13,68% contra 74,73% + 14,72%), menor ganho de insergao
clinica (2,54 + 0,79 mm contra 2,00 + 1,04 mm) e maior profundidade de sondagem
(1,56 + 0,53 mm contra 2,35 + 0,67 mm ) em relagdo aos nao fumantes (p < 0.05).
Mais do que isso, 12 dias depois dos enxertos, fumantes apresentaram mais tecido

queratinizado comparado a nao fumantes (3,30 + 0,86 mm contra 4,50 + 1,16 mm)
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(p < 0.05). Portanto, o consumo de cigarros pode apresentar impacto negativo nos
resultados do recobrimento radicular apds procedimentos de enxerto de tecido
conjuntivo subepitelial, tornando-se um desafio a mais para a cirurgia plastica
periodontal.

Saldanha et al. (2004) realizaram estudo em céaes objetivando
investigar o impacto da nicotina no reparo de defeitos Osseos através da
regeneragao Ossea guiada. Foram criados defeitos ésseos bilaterais em 16 cées
Mongrel (aproximadamente 15 kg), os quais foram tratados pelo uso de uma
membrana de politetrafluoretiieno expandido de um lado, enquanto que o outro foi
mantido como controle, sem uso de membrana. Os defeitos foram realizados 3

1°%, 2°° e 3° molares bilateralmente e mediam

meses apd6s a extracdo dos
aproximadamente 8 mm no sentido apico-coronal e vestibulo-lingual € 12 mm no
sentido mésio-distal. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 2 grupos:
Grupo 1, placebo (8 animais) e grupo 2, onde os animais foram tratados com
nicotina subcutdnea (2mg/kg), 2 vezes ao dia (8 animais). Os animais foram
sacrificados 4 meses depois do tratamento cirurgico e, uma vez processadas as
pecas, 0os parametros analisados foram: altura dssea, faixa de osso, densidade
Ossea e area de novo osso formado. As analises intergrupos mostraram que, nos
defeitos protegidos pela membrana no grupo placebo, havia um aumento da area
o0ssea quando comparado aos caes que receberam o mesmo tipo de tratamento no
grupo tratado com nicotina e também aos defeitos ndo submetidos a regeneracéo
O0ssea guiada, independentemente do uso da nicotina (p < 0,05). Além disso, a

administragcdo de nicotina afetou a densidade é6ssea em ambos os tipos de

tratamento (p < 0,05).

Dissertagdo de Mestrado



Revisao da literatura 45

Papantonopoulos (2004) comparou, por parametros clinicos e
radiograficos, pacientes fumantes e ndo fumantes submetidos a tratamento de
periodontite avangcada que receberam terapia de manutengdao por, no minimo, 5
anos. Foram selecionados 29 pacientes com perda de suporte 6sseo inicial de 50%
em metade dos dentes. Todos os pacientes foram submetidos a terapia periodontal
nao cirurgica ou cirurgica, conforme requereu cada caso. Quatorze pacientes eram
fumantes ativos durante o periodo de manutengao. O controle foi realizado através
de medidas clinicas de profundidade de sondagem, presenca de placa e gengivite
além de novas tomadas radiograficas padronizadas. Nao fumantes e fumantes néo
foram significantemente diferentes em relagcdo a idade, tempo de manutencéo da
terapia, numero de dentes envolvidos, média de perda déssea radiografica inicial e
final, bem como nas porcentagens de bolsa entre 4 e 5mm e = 6 mm . Um dente em
um ndo fumante e 3 dentes de 2 fumantes foram perdidos durante o periodo de
manutencdo. Sete sitios em 4 ndo fumantes e 11 sitios em 6 fumantes tiveram
perdas Osseas radiograficas = 2 mm. O presente estudo ndo mostrou diferengas
significativas entre ambos os grupos nos parametros clinicos de sondagem e
medidas de perdas ésseas radiograficas.

De acordo com Persson et al. (2003), a consideravel interferéncia
negativa do tabagismo nos resultados da terapia periodontal pode estar relacionada
a uma atividade neutrofilica comprometida na expressdo da elastase e/ou
metaloproteinase da matriz-8 (MMP-8), bem como na atividade de inibidores da
protease alfa-1 antitripsina (a-1-AT) e alfa -2 macroglobulina (a-2-MG).

Os autores realizaram um estudo em humanos objetivando
esclarecer o efeito do uso do tabaco sobre o nivel dessas substancias no fluido

gengival seguido de tratamento cirurgico. Para tanto, utilizou uma populagao de 15
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individuos fumantes e 15 nao fumantes com doenga periodontal de moderada a
severa, submetidos a tratamento cirargico. A média de idade dos fumantes era de 52
anos, enquanto dos nao fumantes era de 57 anos, portanto a média das idades era
estatisticamente diferente. Os fumantes consumiam entre 10 e 20 cigarros por dia
(média de 12,5) e o tempo de duragao do consumo variou entre 16 e 43 anos (média
de 30 anos). Nenhum dos individuos do grupo dos ndo fumantes havia fumado
anteriormente ou abandonaram o habito pelo menos 10 anos antes da pesquisa e
nao se expuseram ao uso de outra forma de tabaco. Trés individuos do grupo de
fumantes relataram histéria médica de hipertensao ou bronquite, enquanto os outros
12 relatavam quadro satisfatério de saude geral. Dos individuos ndo fumantes, 6
relataram boa saude, enquanto os outros 9 tinham histdria de uma ou mais doencas
sistémicas. Os pacientes apresentavam quadro de periodontite de moderada a
severa evidenciada por multiplos sitios com profundidade de sondagem = 5 mm. O
total de sitios com profundidade de sondagem = 6 mm e o total de sitios doentes era
significativamente maior nos individuos fumantes. Na area a ser tratada, trés dos
sitios com maior profundidade foram selecionados para amostras de fluido gengival.
A média de profundidade de sondagem dos trés sitios ndo foi significativamente
diferente entre fumantes e nao fumantes. Similarmente, ndo houve diferenca
significante entre os grupos quanto a proporgédo de sitios com sangramento. Antes
do tratamento cirdrgico periodontal, todos os pacientes foram submetidos a
raspagem e alisamento radicular. A cirurgia foi realizada depois de um periodo de
manutencdo, de 18 a 24 meses, utilizando-se a técnica de retalho de Widman
modificado com recontorno 6sseo, quando necessario. Foram prescritos aos
pacientes bochechos com clorexidina 2 mg/ml, duas vezes ao dia, por 4 semanas

depois da cirurgia. Medidas clinicas e amostras de fluido gengival foram colhidas no
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inicio, imediatamente apds o tratamento cirtrgico e na 1% e na 5% semana depois do
tratamento. Cinco semanas foram adotadas como o tempo ideal para observagao
porque era necessario um periodo bem além do tempo inicial da fase aguda do
processo de reparo. Profundidade de sondagem e sangramento gengival foram
medidos no inicio, ao passo que o acumulo de placa foi medido em cada tempo de
observacao. Medidas clinicas de profundidade de sondagem, sangramento gengival
e acumulo de placa foram feitos nos trés sitios com areas tratadas cirurgicamente.
Os resultados mostraram niveis inalterados de a-1-AT, a-2-MG em fumantes
submetidos a cirurgia. Em nao fumantes, os niveis de a-1-AT e a-2-MG estavam
aumentados, ao passo que niveis de MMP-8 diminuiram. Os niveis de elastase
permaneceram inalterados em ambos os grupos. Esses resultados indicam que, no
tabagismo, os niveis de a-1-AT, a-2-MG e MMP-8, inalterados durante o periodo de
recuperagao seguido do tratamento cirurgico, podem ser interpretados como uma
possivel interferéncia do fumo na resposta ao tratamento e podem, em parte,

explicar a evidéncia clinica de um resultado inferior na terapia em fumantes.

2.2. ACAO DO LASER DE BAIXA INTENSIDADE SOBRE O PROCESSO DE

REPARO EM FERIDAS CIRURGICAS.

A aplicacdo dos lasers de baixa poténcia nos processos de reparo
tem sido objeto de pesquisa para diversos autores. Muitos modelos
experimentais ja foram utilizados com o objetivo de esclarecer sua efetividade em
situagdes de trauma produzido pelo procedimento cirurgico. Embora exista uma
grande variedade de protocolos para aplicagcao dos lasers de baixa poténcia, os

parametros referentes as variaveis fisicas, como comprimento de onda, tempo de
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exposicao, densidade e energia, parecem representar o foco mais importante na
discussao sobre a otimizacdo deste recurso no reparo de feridas, sobretudo
cutaneas.

Muitos autores demonstraram interesse, através de pesquisa e
publicagdes, no entendimento dos fendmenos bioldgicos que ocorrem no
processo de reparo e na modulacido desses eventos pela utilizagao dos lasers de
baixa poténcia (ANNEROTH et al., 1988; CONLANet al., 1996; HUNTER et al.,
1984; KANA et al.,, 1981; LYONS et al.,, 1987; MESTER, 1973; MESTER et
al.,1971,1976).

Mester et al. (1971) estudaram o reparo de feridas induzidas
mecanicamente e outras por queimaduras de terceiro grau provocadas na regiao
dorsal de ratos. Essas lesbes foram submetidas a acdo do laser de rubi com
comprimento de onda de 694,3 nm e doses de 0,5 a 10 J/cm? O numero de
aplicagdes foi de 1, 2 e 3 em um periodo de 14 dias. Os resultados comprovaram
que a exposicao a radiacao laser de baixa intensidade estimulou o processo de

reparagdo em feridas por queimaduras de terceiro grau induzidas pela
eletrocoagulacdo da ferida, sobretudo na dose de 1 Jicm?. Os resultados

demonstraram também que a repeticdo das doses estimulou o grau de
cicatrizagao por granulacéo das feridas induzidas por queimaduras.

Kana et al. (1981), através de métodos descritivos, histolégicos e
morfologicos relacionaram a relagao do laser de baixa poténcia com cicatrizagao
de feridas em ratos. Para tanto, utilizaram o laser de He-Ne, de 632,8 nm, 25 mW
de poténcia e laser de Argbénio de 514,5 nm de comprimento de onda. As
aplicagdes foram feitas diariamente durante 17 dias, com densidade energética

variando entre 4, 10 e 20 J/cm?. Os resultados foram obtidos através de
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observacgoes clinicas e fotograficas, além da dosagem de hidroxiprolina do tecido
cicatricial determinada no 18° dia de pds-operatorio. Os resultados demonstraram
que a radiagdo de He-Ne e Argbnio provocaram efeito estimulante sobre a
sintese de colageno, cujo melhor resultado se deu com a aplicagdo de 4 J/cm? de
energia. O periodo de aplicagdo em que ocorreram os melhores resultados foi
entre 3 e 12 dias. Os resultados considerados positivos consistiam em um
fechamento mais rapido da ferida com elevada epitelizacdo da area tratada.
Esses resultados eram mais evidentes nas feridas tratadas com He-Ne. Quando
submetidas a 20 J/cm? de poténcia, as feridas demonstravam ligeiro retardo do
processo de reparagao. No entanto, em nenhuma ferida tratada com laser houve
inibicdo da sintese de colageno. O laser de Argbnio estimulou a sintese de
colageno inclusive nas feridas contra-laterais que nao foram irradiadas, o que
nao ocorreu com laser de He-Ne. Os autores suspeitam que essa observacao
ocorreu em fungdo do efeito fotobiolégico inerente ao comprimento de onda do
laser.

Kami et al. (1985) investigaram o efeito da irradiacao do laser de
baixa energia na vitalidade de retalhos experimentais na pele de ratos. Foi
utilizado um laser diodo de Arseneto de Galio e Aluminio, desenvolvido pela
“‘Japan Medical Laser Laboratory”. A poténcia utilizada foi de 1,5 mW e o
comprimento de onda de 830 nm. As irradiacées foram feitas antes ou depois da
elevacéao dos retalhos em dois grupos de 20 ratos cada um. Um terceiro grupo de
20 animais foi utilizado como controle. As lesbes consistiram de retalhos com 3 x
9 cm na pele da regido caudal de cada rato.

A terapia a laser foi realizada nos 5 dias consecutivos por 6 minutos

em cada animal no pré-operatorio para um grupo (n=20) e no pos-operatorio para
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o outro grupo teste (n=20). No sétimo dia pds-operatério, as areas vitais dos
retalhos foram medidas e comparadas. Em ambos 0s grupos que receberam
tratamento com irradiacdo com laser de Arseneto de Galio e Aluminio de baixa
energia, as areas vitais de retalho estavam aumentadas consideravelmente,
provavelmente devido a proliferacdo de vasos sanguineos e aumento do fluxo,
observados em torno dos pontos de irradiagao.

Com o objetivo de avaliar os efeitos da bioestimulagao no reparo de
feridas através do laser He-Ne, Lyons et al. (1987) desenvolveram estudo em
que analisaram os efeitos do laser de baixa energia sobre a sintese do colageno
pelos fibroblastos humanos e relataram um aumento da sintese de colageno in
vitro. Para analisar o efeito do laser de baixa energia na sintese de colageno in
vivo, realizaram feridas experimentais em ratos que, uma vez suturadas, foram
submetidas a irradiacao do laser de He-Ne com poténcia de 1,56 mW e fluéncia
de 1,22 Jicm?. As feridas foram submetidas & irradiagdo do laser em dias
alternados por 2 meses enquanto as feridas controles permaneceram sem
tratamento. Os espécimes foram entdo analisados histologicamente e os
resultados mostraram um aumento consideravel na contragdo das feridas
irradiadas na primeira e na segunda semana. Além disso, o conteudo colageno
foi significantemente aumentado nos dois meses quando comparados aos
controles, sugerindo um efeito benéfico do He-Ne sobre o reparo de feridas in
Vivo.

Soares et al. (1989), por meio dos mesmos métodos, avaliaram a
reparacao tecidual em feridas cutdneas de ratos apods irradiacdo com laser de
Hélio-Nebnio (He-Ne). Foram utilizados 18 animais divididos em 3 grupos de 6,

onde cada animal foi submetido a duas tricotomias e duas lesdes no dorso de
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aproximadamente 1 cm de didmetro, uma mais proxima ao cranio e outra em
direcdo a cauda. As doses didrias aplicadas eram de 2,7 J/cm? por 10 minutos.

As feridas foram analisadas sob os aspectos morfolégicos e
histométricos no 7°, 14° e 21° dias do experimento, sendo que as aplicacdes do
laser foram feitas entre os dias 0 e 4 para o grupo de 7 dias; 0 e 4 e 7 e 11 dias
para o grupo de 14 diase 0 e 4,7 e 11 e 14 e 18 dias para o grupo analisado aos
21 dias. Os resultados obtidos mostraram epitelizagdo e contracdo precoces nas
feridas irradiadas. A proporgao de fibras colagenas foi maior nas feridas
irradiadas nas 3 fases analisadas do experimento. A quantidade de fibroblastos
foi maior no grupo irrradiado apenas no 7° dia pds-procedimento cirtrgico. Os
autores concluiram que o processo de reparo evoluiu de forma mais acelerada
nas feridas do grupo teste em comparagao ao controle.

Garcia (1992) realizou estudo clinico, biométrico e histolégico em
feridas cutaneas submetidas a acdo da radiacédo laser (904 nm). Foram
empregados nesta pesquisa 36 ratos (Rattus norvegicus, albinus, Wistar)
machos, com pesos variando entre 160 e 220 g. Os animais foram divididos em 3
grupos de 12 animais, os quais foram submetidos a duas lesdes circulares
bilaterais de aproximadamente 8 mm no dorso de cada animal. Estabeleceu-se
que as lesdes do lado direito de cada animal seriam experimentais com aplicacao
da laserterapia e as contra-laterais seriam controle. Foram utilizados
semicondutores de Arsénio e Galio com emissao infravermelho e pulsatil e
comprimento de onda de 904 nm. A aplicagao foi pontual em 8 localizagdes
distintas na periferia da lesdo e uma central para que toda lesao fosse tratada. A
frequéncia de repeticdo aplicada variou entre 500 Hz (minima) e 3,700 Hz

(maxima), com poténcia média de saida entre 0,3 e 3,5 mW. No grupo |, as
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feridas experimentais foram submetidas a frequéncia de pulso de 1,300 Hz e 1,25
mW de poténcia, o que determinou 19 segundos por ponto de exposig¢do. No
grupo Il, a frequéncia de pulso foi de 2,100 Hz e 2,00 mW de poténcia,
perfazendo 12 segundos por ponto de exposigao. No grupo lll, a freqiéncia de
pulso utilizada foi de 2,900 Hz e 2,75 mW de poténcia, o que determinou, por
ponto de aplicacdo, 9 segundos de exposicdo. Os tempos de sacrificio dos
animais ocorreram aos 3, 7 e 14 dias do procedimento cirurgico e pds-aplicagao
do laser. Observou-se que, sob o0s pontos-de-vista clinico, biométrico e
histoldgico, as feridas tratadas com laser demonstraram processos de reparagao
bem diferenciados, caracterizados por reparo mais precoce clinicamente. A
contragdo também era maior nas feridas experimentais. Histologicamente, o
processo de reparacdo apresentou-se mais acelerado, caracterizado pela
velocidade de epitelizagcao das feridas. Sob os pontos-de-vista clinico, biométrico
e histolégico, os resultados foram mais significativos para o tempo de 3 dias e
para o grupo Il. As lesdes experimentais e controles estavam, sob todos os
aspectos, completamente reparadas aos 14 dias, sem evidéncias de efeitos
indesejaveis do raio laser.

Os mecanismos de agao do laser de baixa poténcia foram propostos
por lijima et al. (1993) e revelaram que o laser de He-Ne, com 632,8 nm de
comprimento de onda e 8,5 m\W de poténcia, afetou a estabilidade da membrana
celular dos eritrécitos em humanos. Eles relataram o efeito protetor do laser que
reduziu a hemolise de células vermelhas do sangue. Consideraram também que
a bioestimulagdo de proteinas do citoesqueleto permite conformacdo mais

estavel das camadas de lipideos e proteinas.
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De acordo com Yu et al. (1994), as irradiacbes lasers de baixa
intensidade podem provocar efeito modulador sobre as células na produgao de
fatores de crescimento. Sugeriram que a bioestimulagao do laser pode causar a
liberacdo de fator de crescimento derivado de plaquetas dos fibroblastos.
Utilizaram laser de Argdnio com comprimento de onda de 630, 640, 650 e 660
nm por 4 a 8 minutos. As citocinas liberadas pelas culturas celulares foram
medidas pelo método ELISA e observou-se diferenga significante em relagéo aos
controles.

Muitas citacbes sugerem que a bioestimulagdo tem seu maior efeito
estabelecido na fase proliferativa do processo cicatricial. No entanto, em animais
em que a pele é firmememte aderida as fascias subjacentes, o reparo das feridas
parece nao sofrer interferéncia no processo cicatricial. Apontam também para a
falta de estudos controlados em humanos, onde as pesquisas baseiam-se
praticamente nas investigagbes clinicas, o que diminui a confiabilidade na
utilizacdo desses dispositivos, e, além disso, indicam a necessidade de
pesquisas in vivo em modelos de maior similaridade com humanos (CONLAM et
al., 1996).

Bisht et al. (1994) investigaram a influéncia do laser de baixa
poténcia na cicatrizacao de feridas cutaneas em ratos. As feridas testes do lado
esquerdo dos animas foram submetidas a radiagcdo com laser de Helio-Nebnio a
4 J/cm? por 5 minutos, enquanto as feridas contra-laterias foram utilizadas como
controle. A média de tempo de fechamento das feridas controle foi de 14,1 + 0,86
(12 a 15 dias) enquanto a das feridas teste foi de 10,3 + 0,68 (9 a 12 dias). O
tecido de granulagéao no grupo teste era significativamente maior do que no grupo

controle. O critério para o fechamento das lesdes foi escolhido arbitrariamente e
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consistiu no exame visual. As analises histopatolégicas das feridas foram feitas
através de biopsias colhidas nos dias 3, 5, 7, 9, 12, 15 e 17 do experimento com
5 espécimes em cada tempo, com excegao do grupo de 17 dias, composto por 8
amostras. Epitelizagao, atividade de fibroblastos, aumento da hidroxiprolina e,
portanto, da colagenizacgéao, infiltracdo leucocitaria e neovascularizagao foram
eventos do processo de cicatrizacao relatados pelos autores como mais
favoraveis e precoces nos grupos testes do que no controle. Apesar de
morfologicamente idénticas no 17° dia, a quantidade de colageno, medido pelos
niveis de hidroxiprolina, era substancialmente maior nas feridas tratadas com
laser que no grupo controle. A epitelizagdo no grupo teste estava completa no 9°
dia do experimento, sendo, portanto, sugerido pelos autores como fator
determinante na velocidade e quantidade de colageno no grupo teste ao final do
processo cicatricial. Concluiram os autores que, pelo efeito bioestimulatério, da
baixa dosagem, o laser pode ser recomendado para tratamento de lesbes na
pele com o objetivo de se conseguir cicatrizagdo através de tecido diferenciado
precocemente.

Neiburger (1995), através de trés estudos preliminares, analisou a
efetividade da fotobioestimulacdo, as possiveis modificacbes nos niveis de
temperatura eventualmente ocasionada pelo laser, bem como descreveu o
controle de um caso clinico de paciente que apresentava 3 estomatites
traumaticas de mesma origem no labio, com forma, tamanho e profundidades
muito semelhantes. Uma das lesdes foi utilizada como controle enquanto para as
outras duas, variou-se o tipo de laser conforme a proposicdo. A alteracdo de
temperatura foi analisada através de um termostato de 3 mm (Oslen Eletronic,

Chicago) conectado a um registrador digital em unidade de resisténcia (ohm).
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Uma lampada controle de 60 W colocada a 10 cm do sensor por 5 segundos
resultou em uma alteracdo na unidade de resisténcia de 10 ohms, o que
corresponde a 3°C. O sensor ndo registrou nenhuma alteragdo na temperatura
quando os lasers foram aplicados, demostrando assim que nao ha alteragao da
temperatura na utilizagdo desses emissores.

A efetividade da bioestimulacao foi analisada através de um modelo
experimental em ratos (NEIBURGER, 1995) Os animais, todos adultos, foram
submetidos a 4 feridas idénticas na metade distal de suas caudas. As lesdes
foram produzidas através de uma borda soldada de ferro com 25 W de poténcia a
uma temperatura de 237°C sobre a pele, com 8 g de forga por um segundo. As
lesdes produzidas eram de 3 mm de didmetro e de coloragdo branca,
contrastando com a pigmentacao escura da cauda dos animais. A cada lesao foi
designada uma letra: A, B, C e D. A lesdo A recebeu uma exposi¢cao de 30
segundos de laser de He-Ne com poténcia de 6,1 mW a 10 cm de distancia do
feixe para a area operada e diametro do feixe de 1,5 mm. A dose total foi de 10,3
Jiem?. A lesdo B nZo foi irradiada e serviu como controle. A leséo C foi irradiada
por 30 segundos com laser de diodo de 5,0 mWs de poténcia na dose de 2,1
Jicm?. A lesdo D foi irradiada com o mesmo tipo de laser da lesdo C, mas por
duas vezes, portanto, com tempo total de 1 minuto e densidade de energia de 4,2
Jicm?. As aplicacdes foram feitas dentro de poucos minutos apds a realizagdo
das feridas. As feridas foram medidas e ranquiadas em uma escala de 1 a 4,
onde 1 era o reparo mais lento e 4 o processo de reparo mais adiantado. As
feridas foram examinadas diariamente na primeira semana e depois em

intervalos a cada 2 dias. Nos grupos A, C e D, o reparo era melhor nos primeiros

Dissertagdo de Mestrado



Revisao da literatura 56

pos-operatdrios em comparacgao ao grupo controle. O tecido irradiado era menos
inflamado e com edema reduzido.

Esses estudos preliminares, longe de definitivos, parecem indicar que
o laser de He-Ne com comprimento de onda entre 632 nm e 694 nm e niveis de
densidade de energia de 2,0 a 24 Jicm? acelera o reparo das lesdes de pele em
animais e humanos. Salientam que, considerando a disponibilidade, baixo custo,
seguranca e facilidade de uso do laser de He-Ne, estudos otimizando a dosagem
e frequéncia poderiam auxiliar na estandartizacao dos procedimentos.

Conlan et al. (1996) realizaram uma revisdo da literatura sobre os
principios basicos da bioestimulagdo em varios tipos de lasers de baixa poténcia,
mostrando os mecanismos de agao da bioestimulacdo, bem como os efeitos dos
lasers sobre a proliferagao celular, sintese do colageno e reparo de feridas em
modelos animais e humanos. Os resultados obtidos desta revisdo apontam para
um numero controlado de estudos, cujas respectivas metodologias de lesdes em
pele de animais revelam que a bioestimulacio, provocada pelo laser, proporciona
um reparo mais rapido e melhora forcas de tensdo no processo de reparo. Os
aspectos mais relevantes do processo cicatricial sao: proliferacao de fibroblastos,
sintese do colageno, estimulagdo da fagocitose e uma razdo aumentada na
produgao de matriz extracelular. Essas observagdes sdo asseguradas em sua
maioria por investigagdes in vitro, 0 que nao é observado com consisténcia, tao
pouco encontrado com frequéncia nos estudos in vivo. O mecanismo de acgao
nao é totalmente esclarecido, mas possiveis explicagdes incluem a estimulacao
do acido ascorbico retomado pelas células, estimulacdo de fotoreceptores pelas
mitocrondrias respiratdrias, modificacbes no ATP celular e estabilizagcdo da

membrana celular.
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Hall et al. (1994) investigaram o processo de cicatrizagcdo em feridas
na area caudal de ratos com a utilizagdo do laser de baixa energia. Os animais
foram divididos em 3 grupos, nos quais foram realizadas duas feridas em cada
animal na regido caudal. Os grupos A e B, com 19 animais cada, foram tratados
como se segue. O grupo A recebeu irradiacdo com laser de um lado e a ferida
contra - lateral foi mantida como controle. O grupo B recebeu irradiagao placebo
de um lado e o lado contra - lateral foi mantido como controle. Dois animais de
cada grupo foram sacrificados a cada dia por 3 dias. Ao exame clinico e
histolégico, ndo foi observada qualquer diferenga entre os grupos durante o
periodo analisado. Este estudo nido confirmou que o tratamento com laser de
baixa energia pode influenciar o processo de reparagéao.

Locci Jr.(2002) investigou o efeito da associacdo de dois
comprimentos de onda de emissores de lasers em baixa intensidade (685 e 780
nm) sobre os eventos da reparagao tecidual em feridas cutaneas em dorso de
ratos. Para tanto, utilizaram 72 ratos ( Rattus norvegicus, albinus, Wistar )
machos com peso médio variando entre 160 e 220 gramas. As lesdes foram
realizadas através de um “punch” de aproximadamente 8 mm de didmetro no
dorso dos animais. Os animais foram divididos em 3 grupos de 24 espécimes,
que receberam o seguinte tratamento: Grupo | (controle), onde ndo houve
tratamento algum além da leséo; Grupo Il, onde os animais foram tratados com
aplicagao do laser de baixa energia e comprimento de onda de 685 nm. Por
ultimo, no grupo lll foram utilizados os comprimentos de onda de 685 nm e, a
seguir, 780 nm. O equipamento utilizado foi o laser de diodo semicondutor de
Arseneto de galio de comprimento de onda de 685nm (visivel) e 780 nm

(infravermelho). De acordo com os autores, as feridas tratadas com laser (grupos
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Il e Ill) evidenciaram melhores resultados histolégicos do que as do grupo
controle. Nas feridas tratadas com 2 comprimentos de onda (grupo lll), a
reparacgao tecidual foi mais diferenciada que as feridas do grupo controle como
também as do grupo Il tratadas com apenas um comprimento de onda. No
periodo de 14 dias, sob o ponto de vista biométrico, a contracao tecidual foi mais
significativa nas feridas do grupo Il seguidas das do grupo Il e controle.

Reddy (2003) estudou comparativamente em feridas cutaneas
bilaterais provocadas no dorso de ratos diabéticos, o efeito de um laser visivel
(He-Ne, 632,8 nm) e um infra-vermelho (Arseneto de Galio, 904 nm), com dose
de energia de 1 J/cm? Observaram que as feridas tratadas com laser infra-
vermelho demonstraram maior resisténcia a tracdo quando comparadas as
feridas contra-laterais (controles) néo tratadas. Concluiram que o laser de He-Ne
mostrou-se mais efetivo que o laser infra-vermelho, o que evidencia, segundo os
autores, que o efeito fotobiomodulador do laser pode estar na dependéncia do
comprimento de onda e das propriedades eletromagnéticas da radiagao.

Byrnes et al. (2004) estudaram o efeito da fotobiomodulagdo em
feridas cutidneas provocadas em animais portadores de diabetes tipo II.
Irradiaram feridas bilaterais provocadas no dorso de ratos, com laser de 632 nm
de comprimento de onda. Observaram que as feridas demonstraram reparagao
mais favoravel quando tratadas com dose de 4 J/cm? (16 mW, 250 segundos de
exposicao, durante 4 dias consecutivos).

Enwemeka et al. (2004) estudaram, através de uma meta-analise, a
efetividade os lasers de baixa intensidade sobre os eventos da reparagao
tecidual e controle da dor. Concluiram que a fototerapia com laser em baixa

intensidade é um elevado agente terapéutico, ndo sé para a remissdo de
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sintomas dolorosos, como para aceleracdo do processo de reparo tecidual.
Chamaram a atencdo de que o comprimento de onda podera influenciar a
resposta tecidual.

Silva Neto (2004) estudou o processo de reparagao em feridas
cutdaneas provocadas na regidao dorsal de ratos e tratadas com laser
isoladamente ou associado a droga fotossensibilizadora. Utilizaram laser emitido
na faixa de 685 nm, com fluéncia de 2,5 J/lcm? e 35 mW de poténcia. Concluiram
que o laser em baixa intensidade isoladamente ou associado a droga
fotossensibilizadora, mostrou-se efetivo no reparo tecidual, além de provocar
danos no tecido tratado.

Lima et al., em 2004, estudaram o processo de reparacdo em feridas
cutdneas retardadas pela acdao térmica de um “punch” aquecido, de
aproximadamente 8 mm de didmetro. As feridas foram tratadas com laser 685
nm, 50 mW de poténcia, 90 segundos de exposicao, fluéncia de 4,5 Jicm?e laser
associado a droga fotossensibilizadora (azul de toluidina O). Observou que as
feridas que nao sofreram nenhum tratamento apresentavam processo de reparo
retardado, porém as tratadas com laser isoladamente ou com azul de toluidina e
laser, nos parametros estudados, o processo de reparagao mostrou-se bem mais
diferenciado.

Pessoa et al. (2004) realizaram feridas cutaneas na regido dorsal de
ratos tratados com cortisona e trataram-nas com laser em baixa intensidade (904
nm, 2,75 mW, 2,900 Hz, 120 s, 33 J/cm?). Decorridos 3, 7 e 14 dias, observaram
que as feridas tratadas com laser demonstraram aceleracdo da reparacao
tecidual. Salientaram que o laser atua como um agente coadjuvante balanceando

os efeitos indesejaveis da cortisona sobre a reparagao tecidual.
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A eficacia da terapia através do laser no reparo de feridas foi
investigada recentemente por Woodruff et al. (2004), através de uma meta-
analise que envolveu varios trabalhos, os quais tiveram seus dados computados
e codificados depois de separados por rigoroso critério de incluséo e excluséo. A
proposta principal do trabalho foi a de agregar a literatura pertinente para
determinar objetivamente o efeito global da terapia a laser sobre o processo de
reparo. O objetivo secundario foi o de elucidar questbes que podem ser uteis
para pesquisadores e clinicos no desenvolvimento de bases terapéuticas
efetivas. Os trabalhos foram obtidos de diversas fontes, sendo que os critérios de
inclusdo estabelecidos foram: 1) tipo de laser e o comprimento de onda definidos;
2) laser claramente identificado como variavel independente; 3) pelo menos um
indice de reparo de feridas, como o conteudo colageno e o tempo de
cicatrizacdo, identificados como variaveis independentes, associadas ao tempo
utilizado de tratamento na tentativa de incrementar o reparo tecidual, contragao
da area, aceleragcao do processo inflamatério e prevencdo da necrose. Foram
estabelecidos pelos autores ou pela revisdo da meta-analise os parametros de
tratamento, tais como: poténcia, densidade de poténcia, energia, densidade de
energia, duragao de cada tratamento, freqiéncia do tratamento, dose expressada
em joules (J/cm?), diametro do feixe, tamanho da &rea tratada e modo de
aplicagao (contato pontual ou n&o contato), sendo que as condigdes tratadas
estavam claramente estabelecidas, como, por exemplo, escaras, ulceras ou pos-
operatorio cirargico. Os critérios de exclusdo foram: 1) estudos in vitro
envolvendo células e tecidos ndo animais , 2) relatos de casos ou casos simples
sem considerar a etiologia, 3) estudos com dados nos quais a estatistica de

Cohen nao poderia ser calculada usando-se as correspondentes formulas
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estatisticas, 4) estudos relatados em linguagem que nao podia ser interpretada.
Os autores concluiram que a terapia a laser de baixa energia € uma modalidade
efetiva no tratamento e reparo de feridas. Concluiram também que o resultado do
tratamento varia de acordo com os parametros utilizados, como poténcia,
densidade de poténcia, comprimento de onda, perfil do feixe, energia, densidade
de energia, numero de aplicagdes, frequéncia e duragdo do tratamento, sendo
que a densidade de energia parece ser o unico parametro de tratamento com

previsibilidade de efeito dose dependente.
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3 PROPOSICAO

Constitui propésito do presente estudo avaliar, histologicamente, nos
periodos pos-operatorios de 3, 7 e 14 dias, a influéncia da nicotina e do laser em baixa
intensidade no processo de reparo em feridas cutaneas provocadas em ratos tratados
ou ndo com nicotina, com relagao a:

1. Migracdo de células epiteliais sobre a ferida e seu grau de

diferenciacéo.
2. Maturacdo do tecido conjuntivo subjacente a area lesada traduzida

pela populacao celular, formacéo e disposi¢ao de fibras colagenas.
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4 MATERIAL E METODO

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de FEtica em
Experimentacdo animal da Faculdade de Odontologia do Campus de Aracatuba —
UNESP (Processo n. 0043/2003).

Foram utilizados 115 ratos (Rattus norvegicus albinus, Wistar),
machos, com 120 dias em média de vida e peso variando entre 220 e 320 gramas
procedentes do biotério da Faculdade de Odontologia do Campus de Aracatuba -
UNESP. Os animais mostravam-se sadios e em condi¢cdes satisfatorias para
receberem o0s procedimentos operatérios. Os animais do experimento foram
divididos aleatoriamente em 4 grupos.(Tabela 1)

Os animais do grupo | (n=29) foram tratados com injecao subcutanea
de soro fisiolégico e as feridas nédo receberam nenhum tratamento; os do Grupo Il
(n=30) foram tratados com injecéo de soro fisioldgico e as feridas tratadas com laser
em baixa intensidade. Por outro lado os animais do grupo Grupo Il (n=29),
receberam injecdo de nicotina e as feridas ndo receberam nenhum tratamento,
enguanto que os do Grupo IV (n=27) receberam injecéo de nicotina sendo as feridas
tratadas com laser em baixa intensidade.

Os animais foram mantidos em gaiolas proprias para tal fim durante
todo o periodo experimental, tomando-se o cuidado de deixar apenas 5 animais por
gaiola, mantendo-os em ambiente com temperatura meédia de 28 graus Celsius, com
controle de luz ambiente, recebendo alimentacdo balanceada e agua a vontade

durante todo o periodo do experimento.
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Todos os animais do Grupo | e Il foram tratados com injecdes diarias

subcutaneas de soro fisioldgico, fragmentadas em duas aplicacdes, sendo uma no

periodo da manha e outra, no final da tarde, com intervalo de 12 horas e durante

todos os trinta dias que antecederam aos procedimentos cirdrgicos, e mantidas até o

sacrificio dos animais. As infusdes foram suspensas em ambos 0S grupos somente

no dia dos procedimentos cirurgicos e dos respectivos sacrificios.

Os animais tratados com nicotina (Grupos Il e IV) foram pesados

semanalmente durante todo periodo experimental com o objetivo de se estabelecer

corretamente as doses de aplicacdo da mesma. A nicotina foi aplicada por intermédio

de injecdo administrada por via subcutanea, fragmentadas em duas infusdes diarias,

com intervalo de 12 horas, mantidas por um periodo de 30 dias antes dos

procedimentos cirargicos e, diariamente até o sacrificio dos animais.

Gl Gl
Grupos (Soro)
3dias 9 10
7 dias 10 10
14 dias 10 10
Total 29 30

Tabela 1. Distribuicdo dos Grupos, periodos experimentais e nimero de animais.

(Soro/laser)

Gl GIV
(Nicotina) (Nicotina/laser)
9 9

10 9

10 9

29 27

Dissertagdo de Mestrado

Total

37

39

39

115



Material e Metodo 67

4.1. PREPARO DA DROGA

A preparacdo do hemisulfato de nicotina* (Fig.1) foi realizada através
da diluicdo em solucéo fisiolégica na concentracdo de 5mg/ml segundo a literatura
(OKAMOTO et al., 1994).

Cada animal recebeu uma dose da solucdo equivalente a 3mg/kg de
peso corporal do animal, em duas aplicacdes diarias. A solucdo foi mantida em
frasco com protecdo externa de papel aluminio e acondicionada em geladeira

durante todo o periodo de experimentacao.

mfnm ‘TR N3B76-5ML Batch # 063K3758 _:

(-)-Nicotine, minimum
99% GC

Figura 1. Apresentacdo comercial da nicotina utilizada.

* Sigma corporation, S&o Paulo - Brasil.
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4.2. ADMINISTRACAO DA DROGA E DA SOLUCAO FISIOLOGICA.

A administracdo de solucéo fisioldgica de Cloreto de sédio 0,9 % e do
hemisulfato de nicotina teve inicio 30 dias antes dos procedimentos cirargicos sendo
mantida até o dia do sacrificio do animal. O local de escolha da infuséo foi o dorso
do rato, o mais proximo possivel da regido cefalica, para que nao interferisse na area
do experimento (Fig.2). As condi¢cdes de infusdo, como tipo de agulha, volume de

solucéo e horérios foram idénticas para todos 0s grupos.

Figura 2. Modo de aplicacdo do hemisulfato de nicotina e da solucéo de cloreto
de sodio.
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4.3. PROCEDIMENTO CIRURGICO E APLICACAO DO LASER.

Os procedimentos cirargicos foram realizados ao final de 30 dias de
aplicacao das respectivas solucdes (soro fisioldgico e nicotina) para todos os grupos.
Com a suspenséao da administracdo das drogas somente neste dia, os animais foram
submetidos a anestesia geral através da Ketamina (Francotar — Sdo Paulo, Brasil),
na dosagem de 0,04 ml / 100 gramas do peso corporal do animal, administrada por
via intramuscular (Fig.3) e relaxante muscular na dosagem de 0,02 ml/100 gramas
de peso corporal (Cloridato de Xilazina - Coopers - S&o Paulo- Brasil).
Imediatamente apds a anestesia, procedeu-se a tricotomia da regido dorsal e
desinfeccao da area, realizada com solucéo de Digluconato de clorexidina 1% (DM,
Sao Paulo - Brasil)(Fig.4).

Por intermédio de um “punch” de aproximadamente 8 mm de
diametro (Fig.5) foi realizada a remocéo de um fragmento circular da pele na regiao

dorsal dos animais, localizada na porcdo média entre a regido cranio-caudal ,

orientada pelo plano longitudinal do animal (Fig. 6).

Figura 3. Anestesia e relaxante Figura 4. Tricotomia da regiao
muscular aplicados. dorsal.
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Figura 5. Posicionamento do punch. Figura 6. Ferida cirargica
provocada.

Nos animais dos Grupos Il e IV as feridas foram, imediatamente apos
sua execucao, submetidas a aplicacdes de Laser. O emissor Laser utilizado no
presente estudo foi o modelo Bio WAVE LLLT (Kondortech Equipamentos
Odontolégicos, Sao Carlos, Sdo Paulo, Brasil), emissor de Arseneto de Gélio e
Aluminio, emissdo continua e pulsada, nos comprimentos de onda de 660 nm
(visivel) e 830 nm (infravermelho) (Fig.7). O protocolo utilizado seguiu os seguintes
parametros:

Emissédo: Continua

Comprimento de onda: 660 nm (vermelho)

Poténcia: 40 mW

Area: 0,071 cm?

Diametro da ponteira: 3 mm

Energia: 3,0 J

Tempo de exposi¢do pontual: 5.32 s (por ponto)

Tempo de exposicéo total: 47,88 s

Modo de aplicagéo: laser contato pontual .

Fluéncia (Densidade energética): 0,56 W / cm?
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Figura 7. Emissor laser de baixa intensidade de poténcia utilizado.

As feridas foram irradiadas segundo a técnica de Garcia (1992) em
oito pontos distribuidos na porcéo externa da ferida (Fig. 8) e em um ponto da regiao

central da mesma (Fig. 9).

Figura 8. Aplicacdo contato pontual Figura 9. Aplicacdo contato pontual
na borda da leséo. no centro da leséo.
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4.4. SACRIFICIO DOS ANIMAIS

Os animais foram sacrificados aos 3,7 e 14 dias de poOs-operatorio
através da inalacdo excessiva de éter sulfarico. As biopsias foram cuidadosamente
obtidas, de forma tal que envolveu parte da pele adjacente as bordas da ferida e de
todo o tecido cicatricial na sua profundidade, permanecendo em formalina a 10% por
um periodo minimo de 24 horas. A seguir, as pecas sofreram o tramite laboratorial
de rotina, sendo incluidas em parafina, orientadas de forma a permitir a realizacao
de cortes transversais, semi-seriados de 6 micrometros de espessura. Os cortes
histologicos obtidos foram corados pela técnica da hematoxilina e eosina para

analise histologica.

Dissertagdo de Mestrado



Dissertagdo de Mestrado

Resultado

Valmir Campos Macarimi



Resultado 74

5 RESULTADO

Na andlise descritva dos resultados, foram consideradas
principalmente as areas situadas junto as bordas e centro das feridas em fungéo dos

diferentes grupos e periodos pos-operatorios.

- 3 DIAS -

Grupo | (Soro fisiolégico). Junto as bordas da ferida cirdrgica os
espécimes deste grupo apresentaram extensas areas ocupadas por infiltrado
inflamatorio com predominancia de polimorfonucleares neutréfilos, muito dos quais
em processo degenerativo. Podem ser observados também macroéfagos e linfocitos
na regido correspondente a analise. Nenhum corte histologico deste grupo
apresentava proliferacéo epitelial. Em direcdo ao centro da ferida, as caracteristicas
sdo bastante semelhantes, sendo que em alguns casos, entretanto, 0 niamero de
células inflamatorias foi menor, com predominancia de macréfagos e linfocitos (Fig.

10).

Grupo Il (Soro fisiolégico + Laser). Junto as bordas da ferida nota-se
discreta camada ocupada por numerosos polimorfonucleares neutrofilos, alguns dos
quais em degeneracdo. Nas areas localizadas mais profundamente, evidencia-se
pequeno numero de fibroblastos e alguns macrofagos e linfécitos. Em direcdo ao
centro da ferida, observa-se a presenca de espessa camada de crosta seguida de
delgada camada ocupada por polimorfonucleares neutréfilos, a maioria em
degeneracdo (Fig.11). Nas areas mais profundas evidencia-se discreto nimero de

fibroblastos ao lado de raros linfocitos (Fig. 12).
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Grupo lll (Nicotina). Nas proximidades da borda da ferida observa-se
junto a superficie, areas ocupadas por neutrofilos degenerados e auséncia de
proliferacdo epitelial (Fig.13). Nas areas mais afastadas do centro da lesao,
observam-se extensas areas ocupadas por moderado niumero de polimorfonucleares
neutrofilos e linfocitos. Mais em direcdo ao centro da ferida, as caracteristicas junto a
superficie sdo semelhantes as observadas junto as bordas. Nas areas mais

afastadas da superficie, a populacao celular € mais discreta (Fig.14).

Grupo IV (Nicotina + Laser). Em direcéo ao centro da ferida, notam-
se extensas areas ocupadas por moderado numero de macréfagos, linfocitos e
alguns fibroblastos (Fig.15). Na superficie da ferida, junto as bordas, observam-se
areas ocupadas por elevado numero de células, principalmente polimorfonucleares
neutrofilos, muitos em degeneragdo. Contiglamente existe discreta faixa ocupada
por pequeno numero de fibroblastos, macrofagos e linfécitos ao lado de alguns

polimorfonucleares neutréfilos (Fig.16).

- 7 DIAS -

Grupo | (Soro fisiolégico). Nas proximidades das bordas das
feridas observa-se a proliferacdo do epitélio, mostrando-se com espessa camada
nas proximidades do tecido pré-existente (Fig.17). O tecido conjuntivo subjacente
apresenta moderado numero de fibroblastos ao lado de alguns macréfagos e
linfécitos. Em direcdo ao centro da ferida, o tecido conjuntivo subepitelial mostra

numerosos capilares neoformados, discreto numero de fibroblastos ao lado de
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macrofagos e linfécitos (Fig.18). Em alguns casos o epitélio recobre a totalidade da

ferida cirdrgica.

Grupo Il (Soro fisiolégico + Laser). Em todos os espécimes o
epitélio recobre totalmente a ferida cirdrgica mostrando-se bem diferenciado em
alguns pontos. O tecido conjuntivo subjacente apresenta-se pouco desenvolvido
com moderado numero de fibroblastos que geralmente ndo apresentam orientacao

definida. Por outro lado, é pequeno o numero de vasos sanguineos (Fig. 19).

Grupo 1l (Nicotina). Em toda a extensdo da ferida observa-se
espessa camada de crosta seguida de faixa ocupada por polimorfonucleares, muitos
em degeneracao (Fig.20). Ndo ha evidéncia de proliferacédo epitelial. Nas areas mais
profundas observam-se extensas areas ocupadas por exsudato inflamatorio,
notando-se também pequeno namero de macréfagos e linfocitos. Em alguns casos,
pode ser evidenciado em locais afastados da superficie da ferida, tecido conjuntivo
exibindo alguns fibroblastos, macréfagos e linfécitos ao lado de vasos sanguineos

(Fig. 21).

Grupo IV (Nicotina + Laser). Em alguns espécimes do grupo IV o
epitélio recobre a ferida cirargica em sua totalidade, mostrando-se pouco
diferenciado (Fig.22). Em outros, este epitélio recobre apenas parcialmente a ferida
cirirgica. O tecido conjuntivo em todos 0s casos era pouco desenvolvido
evidenciando moderado numero de fibroblastos, alguns linfGcitos e macréfagos.

(Fig.23).
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- 14 DIAS -

Grupo | (Soro fisiolégico). Em todos os espécimes, o0 epitélio
recobre totalmente a ferida cirirgica mostrando-se, em alguns pontos, bem
desenvolvido. O tecido conjuntivo subjacente geralmente é bem desenvolvido com
moderado numero de fibroblastos dispostos paralelamente a superficie do epitélio.

Por outro lado, é pequeno o nimero de vasos sanguineos (Fig.24).

Grupo Il (Soro fisiolégico + Laser). O epitélio recobre totalmente a
ferida em todas as amostras, mostrando-se em alguns espécimes, pouco
diferenciado. O tecido conjuntivo subjacente mostra-se bem desenvolvido com
discreto numero de fibroblastos orientados paralelamente a superficie do epitélio.
Em todos os casos, este tecido conjuntivo subjacente mostra pequeno namero de

vasos sanguineos (Fig.25).

Grupo Il (Nicotina). Em um dos espécimes o epitélio praticamente
recobre a ferida cirdrgica permanecendo apenas discreta area sem recobrimento.
Nas demais amostras, as feridas encontram-se recobertas parcialmente pelo epitélio
pouco diferenciado. O tecido conjuntivo subjacente € pouco diferenciado,
observando-se numerosos fibroblastos ao lado de macréfagos e linfécitos. Em
direcéo ao centro da ferida, nota-se area ocupada por polimorfonucleares neutrofilos
sobre a superficie da lesdo, muitos dos quais em processo degenerativo. Mais
profundamente observa-se discreto nimero de fibroblastos, ao lado de macrofagos e

linfécitos (Fig. 27).
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Grupo IV (Nicotina + Laser). Na maioria das amostras, o epitélio
recobre a ferida cirurgica, mostrando-se, no entanto, pouco diferenciado (Fig.28). O
tecido conjuntivo subjacente junto as bordas da ferida é bem diferenciado com
discreto numero de fibroblastos que estdo orientados paralelamente a superficie do
epitélio. Nas areas mais afastadas da borda da ferida, o tecido conjuntivo mostra

maior numero de fibroblastos (Fig. 28).
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Figura 10. Grupo | (Soro fisiologico). 3 dias. Préximo a borda da ferida, os

espécimes apresentam extensas areas ocupadas por infiltrado inflamatério com
predominancia de polimorfonucleares neutrofilos, muitos dos quais em processo
degenerativo. Nota-se auséncia de recobrimento epitelial e predominancia de
macréfagos e linfécitos no conjuntivo subjacente. H.E. Aumento original 160 X.
Infiltrado Inflamatério com predominancia de polimorfonucleares neutréfilos em

degeneracdo. (Nd); linfocitos (L); macrofago(M).
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Figura 11. Grupo Il (Soro fisioldgico + Laser). 3dias. Junto as bordas da ferida nota-se
a presenca de crosta e superficie ocupada por numerosos polimorfonucleares
neutroéfilos, alguns em degeneracdo Nas areas mais profundas evidencia-se pequeno
namero de fibroblastos, além de alguns macréfagos e linfécitos. H.E. Aumento original
160 X. Infiltrado inflamat6rio com predominancia de polimorfonucleares neutrofilos (N);

fibroblastos (F); macréfagos (M); Linfocitos (L); Crosta (C).
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Figura 13. Grupo Ill (Nicotina). 3 dias. Proximo a borda da ferida observa-se areas

ocupadas por neutrofilos degenerados e auséncia de proliferacdo epitelial. Nas
areas mais afastadas do centro da lesdo, observa-se extensa area ocupada por
moderado numero de polimorfonucleares neutréfilos e linfocitos. H.E. Aumento

original 160 X. Neutréfilos em degeneracao (Nd); linfécito (L) neutrdéfilo (N).
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Figura 14. Grupo Il (Nicotina). 3 dias. Area mais afastada do centro da lesé

observa-se extensa area ocupada por moderado numero de polimorfonucleare
neutrofilos e linfocitos. Nas areas mais afastadas da superficie, a populagéo celula
€ mais discreta. H.E. Aumento original. 160 X. Neutréfilos em degeneracdo (Nd
neutrofilos (N); linfocitos (L).
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Figura 15. Grupo IV (Nicotina + Laser). 3 dias. Observa-se faixa ocupada por

pequeno numero de fibroblastos, macrofagos e linfocitos ao lado de alguns
neutréfilos na porcéo central da lesdo. H.E.Aumento original 160X. Fibroblastos

(F); macrofagos (M); linfécitos (L); neutrdfilos (N).
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Figura 16. Grupo IV (Nicotina + Laser). 3 dias. A Superficie da ferida mostra, junto
as bordas, é&reas densamente ocupadas por elevado numero de células,
principalmente  polimorfonucleares  neutréfilos, muitos em  degeneracao.
Contiguamente existe discreta faixa ocupada por pequeno numero de macrégafos,
linfécitos e fibroblastos. H.E. Aumento original 160 X. Polimorfonucleares neutrofilos

em degeneracdo (Nd), neutréfilos (N); linfocitos (L); fibroblastos(F).
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Figura 17. Grupo | (Soro fisioldgico). 7 dias. Nas bordas da ferida, observa-se

proliferacdo epitelial com espessa camada. O tecido conjuntivo subjacente
apresenta moderado numero de fibroblastos ao lado de alguns macréfagos e
linfocitos. H.E. Aumento original 160 X. Tecido epitelial (T. E); fibroblastos (F);
macréfagos (M); linfécitos (L).
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Figura 18. Grupo | (Soro fisiologico). 7 dias. O tecido conjuntivo subjacente

apresenta moderado numero de fibroblastos ao lado de alguns macréfagos e
linfécitos. Em direcao ao centro da ferida, o tecido conjuntivo subepitelial mostra
numerosos capilares neoformados, discreto niumero de fibroblastos ao lado de
macrofagos e linfocitos. H.E. Aumento original 160 X. Tecido epitelial (T. E);
fibroblastos (F); macréfagos (M); linfécitos (L); capilares neoformados (Cn).
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Figura 19. Grupo Il (Soro fisiolégico + Laser). 7 dias. Evidéncia de recobrimento

epitelial da ferida cirdrgica em sua totalidade, com alguns pontos de epitélio bem
diferenciado. O conjuntivo subjacente apresenta-se pouco desenvolvido com namero
moderado de fibrolastos sem orientagdo definida. H.E. Aumento original 160 X.
Tecido epitelial (T. E); fibroblastos (F).
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Figura 20. Grupo lll (Nicotina). 7 dias. Observa-se espessa camada de crosta em

toda extenséo da ferida seguida de faixa ocupada por polimorfonucleares neutrofilos,
muitos dos quais em processo de degeneragdo. Notam-se areas extensas ocupadas
por exsudato inflamatério nas areas mais profundas além de pequeno numero de
macréfagos e linfécitos. H.E. Aumento original 63 X. Polimorfonucleares neutroéfilos
em degeneracgéo (Nd); Crosta (C).
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Figura 21. Grupo Il (Nicotina). 7 dias. Nas areas mais profundas o tecido
conjuntivo evidencia extensas areas ocupadas por infiltrado inflamatério, alguns
fibroblastos, macréfagos e linfécitos ao lado de vasos sanguineos. H.E. Aumento

original 160 X. Vasos sanguineos (Vs); macrofagos (M); linfocitos (L); fibroblastos(F)
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Figura 22. Grupo IV (Nicotina + Laser). 7 dias. Tecido epitelial recobre a
totalidade da ferida cirargica, mostrando-se pouco diferenciado. O tecido conjuntivo
mostra-se pouco diferenciado evidenciando moderado numero de fibroblastos,
linfécitos e macréfagos. H.E. Aumento original 63 X. Tecido epitelial pouco

diferenciado (T. E); tecido conjuntivo pouco diferenciado (T. C).
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Figura 23. Grupo IV (Nicotina + Laser). 7 dias. Tecido conjuntivo mostra-se
pouco diferenciado evidenciando moderado numero de fibroblastos, linfécitos e
macrofagos. H.E. Aumento original 160 X. Tecido epitelial pouco diferenciado (T. E);

fibroblasto (F); linfécito (L); macrofago (M).
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Figura 24. Grupo | (Soro fisioldgico). 14 dias. O tecido epitelial recobre totalmente
a ferida cirargica, mostrando-se bem desenvolvido em alguns pontos. O Tecido
conjuntivo subjacente é bem diferenciado, com moderado numero de fibroblastos
dispostos paralelamente a superficie epitelial. H.E. Aumento original 160 X. Tecido
epitelial (T. E); fibroblastos (F).

Dissertacao de Mestrado



Resultado 94

Figura 25. Grupo Il (Soro fisiolégico + Laser). 14 dias. O Tecido epitelial recobre
totalmente a ferida mostrando-se pouco diferenciado. O Tecido conjuntivo
subjacente apresenta-se bem desenvolvido com discreto niumero de fibroblastos
orientados paralelamente a superficie do epitélio. H.E. Aumento original 160 X.
Tecido epitelial (T. E); fibroblastos (F).
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Figura 26. Grupo lll (Nicotina) 14 dias. Recobrimento epitelial parcial e pouco
diferenciado. Tecido conjuntivo subjacente pouco desenvolvido, observando-se
numerosos fibroblastos ao lado de macrofagos e linfécitos. Em dire¢cdo ao centro da
ferida, nota-se area ocupada por polimorfonucleares neutrofilos sobre a superficie da
lesdo, muitos dos quais em degeneracdo. Mais profundamente observa-se discreto
namero de fibroblastos ao lado de macréfagos e linfécitos. H.E. Aumento original
160 X. Tecido epitelial (T. E); fibroblasto (F); macréfagos (M); linfocito (L); neutréfilo

(N).
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Figura 27. Grupo Il (Nicotina) 14 dias. Tecido conjuntivo subjacente pouco

desenvolvido, observando-se numerosos fibroblastos ao lado de macrofagos e
linfécitos. Em direcdo ao centro da ferida, nota-se area ocupada por
polimorfonucleares neutréfilos sobre a superficie da lesdo, muitos dos quais em
degeneracdo. Mais profundamente observa-se discreto nimero de fibroblastos ao
lado de macrofagos e linfécitos. H.E. Aumento original 160 X. Polimorfonucleares
neutrofilos em degeneracdo (Nd); fibroblastos (F); macréfagos (M); linfocitos (L);

neutrofilos (N).
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Figura 28. Grupo IV (Nicotina + Laser). 14 dias. O Tecido epitelial recobre a ferid:
cirirgica em sua totalidade mostrando-se pouco diferenciado. O Tecido conjuntiv:
subjacente é bem diferenciado com fibroblastos orientados paralelamente
superficie do epitélio. Nas areas mais afastadas da borda da ferida, o conjuntivi
apresenta maior namero de fibroblastos. H.E. Aumento original 160 X. Tecid
epitelial (T. E); fibroblasto (F).
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6 DISCUSSAO

O estudo dos mecanismos intrinsecos envolvidos na reparacéo
tecidual, associados ao uso do laser em baixa intensidade, tem despertado,
nos ultimos anos o interesse de muitos pesquisadores (LUCAS et al., 2002;
WOODRUFF et al., 2004).

Desta forma, diferentes condicdbes de estudo tém sido
apresentadas. Algumas sao relacionadas aos parametros da irradiacéo
utilizados (tipo de emissor, comprimento de onda, didmetro do “spot” de saida
da luz, distancia do feixe da area tratada, poténcia, fluéncia, energia, nimero
de aplicacbes, frequéncia de tratamento, duracdo do tratamento, tamanho da
ferida tratada) e outras associadas a protocolos de aplicacdo variados ou
modelos experimentais diferentes, proporcionando, consequentemente,
diferentes respostas bioldgicas.

A partir do classico modelo experimental de Mester,
apresentado em meados de 1968, no qual duas feridas circulares eram criadas
na pele da regido dorsal de ratos, sendo uma delas tratada com laser e a outra
ndo tratada (controle), inUmeros pesquisadores contribuiram com pesquisas
gue abordavam o uso do laser em baixa intensidade na reparacao tecidual. Tal
modelo ficou consagrado como "modelo de Mester” ou “camundongos de

Mester".
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Embora inumeros trabalhos atestem a efetividade do laser de
baixa intensidade sobre os eventos da reparacdo tecidual (GARCIA, 1992;
HALL et al., 1994; LEE et al.,, 1993; SASAKI; OHSHIRO, 1997), ainda é
guestionado o modelo classico de Mester, uma vez que a ferida contra-lateral
nao tratada poderia também sofrer interferéncias, via sistémica, nos processos
metabolicos da reparacéo.

Assim, no presente estudo, que segue a linha de pesquisa de
laserterapia em reparacdo tecidual, do Programa de POs-Graduacdo da
Faculdade de Odontologia de Aracatuba da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho” - UNESP, foi realizada apenas uma ferida para cada
animal, tanto nos do grupo controle quanto nos dos grupos experimentais,
priorizando avaliar a resposta biologica da ferida provocada, descartando a
possiblidade de interferéncia de condicGes sistémicas advindas de radiacdes
de feridas contra-laterais.

Por outro lado, também optou-se por utilizar no presente estudo
o rato, principalmente por ser um animal muito empregado pelos pesquisadores
(KOVACS et al., 1974; MESTER; JASZSAGE-NAGY, 1973; MESTER et al.,
1971; VILLA, 2001), semelhantemente ao que ocorre com camundongos
(LYONS et al., 1987; MESTER et al., 1985; PADILHA et al., 2000), coelhos (
REDDY et al., 2003),porco (HUNTER et al., 1984) e, principalmente, por se
tratar de um animal de pequeno porte, facil manuseio cirargico, elevada

resisténcia organica, além de ser de facil reproducéo, criagcdo e baixo custo,
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sem deixar de considerar a quantidade de animais disponiveis para uso no
Biotério central da referida Universidade.

Na analise dos resultados obtidos a partir do presente estudo,
ficou evidente o efeito da nicotina (Grupo lll) sobre os eventos da reparacao
tecidual evidenciado em todos os periodos experimentais quando comparados
com o0s demais grupos. Por outro lado, a utilizacdo do laser de baixa
intensidade, conforme a metodologia utilizada, evidenciou resultados biolégicos
satisfatérios, atenuando os efeitos indesejaveis da nicotina sobre a reparacéo
tecidual.

Na analise comparativa dos resultados obtidos entre as feridas
do Grupo Il e as do Grupo |, observou-se que, nas tratadas com laser, houve
um estimulo no processo de reparacdo no tempo de 3 dias, bem como nos
periodos subsequentes. Tal fato corrobora os achados anteriores de outros
pesquisadores, que também observaram a efetividade do laser em baixa
intensidade sobre os eventos da reparacao tecidual (AL-WATBAN et al., 1996;
BISHT et al.,, 1994; GARCIA, 1992; KAMEYA et al., 1995; LEE et al., 1993;
LOCCI JR., 2002; LOWE et al., 1998; PESSOA et al., 2004; SILVA NETO et al.,
2004; WOODRUFF et al., 2004).

Indmeros mecanismos de acdo tentam elucidar o fendmeno da
“fotobiomodulacéo tecidual. Dentre eles, destaca-se a possibilidade de o laser
interferir na metabolizacdo do &cido ascorbico, um dos principais fatores

requeridos para a hidroxilacdo da prolina durante a producdo de colageno
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(LABBE et al.,1990). Outra hipétese sugere que o laser atuaria a nivel
mitocondrial, promovendo alteracbes no potencial eletroquimico celular,
inferindo no aumento da sintese de ATP dentro da mitocdndria (PASSARELLA
et al., 1984), enquanto que Karu (1988) também defende a possibilidade de o
mecanismo estar relacionado a acdo da energia laser a nivel mitocondrial.
Segundo esta pesquisadora, ocorre a recepcdo e absorcdo da luz a partir de
potentes fotoceptores componentes da cadeia respiratéria da célula e, a partir
desta fotorecepcdo, as mitocondrias podem intensificar o metabolismo
respiratorio e o metabolismo eletrofisiolégico da membrana da célula tratada,
resultando em um equilibrio diferenciado da fisiologia celular. Outros acreditam
que o laser em baixa intensidade pode interferir positivamente na producao e
liberacdo de fatores de crescimento na area lesada (YU et al., 1994).

Muito embora com a metodologia utilizada no presente estudo
ndo se tenha condi¢cdes para estabelecer o verdadeiro mecanismo de acao
envolvido no processo de bioestimulacdo do tecido lesado e observado nas
feridas do grupo I, relatos na literatura documentam que o laser em baixa
intensidade promove: diferenciada proliferacdo celular (DYSON; YOUNG,
1986; EL SAYED; DYSON, 1990; ENWEMEKA, 1988; MESTER et al., 1985),
aceleracdo da sintese de colageno e diferenciacdo mais precoce do tecido de
granulacéo cicatricial (LAM et al., 1986), maior formacdo de mRNA especificas
para a formacéo de pro-colagenos tipos | e Il (SAPERIA et al., 1986), além de

aumentar a sintese de ATP dentro das mitocdndrias, ativando linfocitos e
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aumentando sua habilidade para se ligar a patégenos (COHEN et al., 1998;
MESTER et al., 1985; PASSARELA et al., 1984).

Por outro lado, na analise comparativa entre as feridas do grupo
[ll, onde os animais foram tratados com injecao de nicotina, com as do grupo |
(controle), no qual os animais receberam injecdo de soro fisiologico, sdo
nitidos, em todos os periodos de tempo do experimento, os efeitos indesejaveis
daquela sobre o processo de reparacdo. Dentre os achados observados,
destaca-se a presenca de crosta, infiltrado de polimorfonucleares neutrofilos
em todos periodos experimentais, evidentes ainda no periodo de 14 dias, e
migracdo epitelial retardada. Tal fato fortalece os relatos encontrados na
literatura que atestam o efeito indesejavel da nicotina sobre os eventos da
reparacdo tecidual, em diferentes modelos experimentais (BENATTI et al.,
2003; DAFTARI et al., 1994; HOLLINGER et al., 1999; JONES ; TRIPLETT,
1992; MARTINEZ, 2002; NOCITI et al., 2002; PINTO et al., 2002).

Existem muitas hipéteses que tentam esclarecer o mecanismo
pelo qual a nicotina interfere negativamente sobre o processo de reparo dos
tecidos moles e mineralizados

Tem sido demonstrado que a nicotina interfere na rede vascular,
promovendo vasoconstricdo da microcirculagdo (GILMAN et al, 1990;
SILVERSTEIN, 1992) e que ela por si sO pode atuar diretamente sobre a
fisiologia periférica (KWIATKOWSKI et al., 1996). Estudos atestam, ainda

dentro da hipotese de vasoconstriccdo periférica, que a nicotina pode interferir
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na liberacdo de horménios ou pode atuar diretamente sobre receptores de
nicotina presentes na rede ganglionar simpatica (KWIATKOWSKI et al., 1996).
Outros estudos atestam que, tal mecanismo pode ser explicado pela acao da
nicotina em promover a liberacdo de catecolaminas, promovendo
vasoconstricao periférica (NOLAN et al., 1985). Por outro lado, h& trabalhos
gue documentam que a intensidade do efeito vasoconstrictor da nicotina pode
inibir a resposta angioblastica durante a revascularizacdo do tecido lesado
(DAFTARI et al., 1994).

Se atentarmos para os efeitos indesejaveis observados nas
feridas dos animais tratados com nicotina (Grupo Ill) e compararmos aos
resultados do grupo IV, cujos ratos também receberam injecdo da droga,
observamos que estas evidenciaram processo de reparo mais evoluido. Isto se
caracterizou principalmente pela diferenciacdo do tecido de granulacéo
cicatricial, pela populacdo celular no periodo de 3 dias, migracao epitelial
evidente no periodo de 7 dias e tecido conjuntivo com discreto numero de
células, o que denota estagio mais adiantado de maturacdo tecidual,
demonstrado no periodo de 14 dias.

Sem duvida, tal observacdo comprova que o laser em baixa
intensidade constituiu-se um excelente agente terapéutico coadjuvante para o
processo de reparo tecidual. Tal achado vem fortalecer e estimular o uso

clinico destes emissores lasers, em especial para os pacientes fumantes, uma
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vez que o uso do laser, nos parametros utilizados no presente trabalho,
promoveu aceleracéo dos eventos biolégicos da reparacao.

Embora ndo possamos atestar o mecanismo pelo qual o laser
contribuiu para a bioestimulacédo das feridas cujos animais receberam nicotina,
(Grupo 1V), reduzindo seus efeitos sobre os tecidos, podemos inferir que
provavelmente o laser, pela sua capacidade de promover angiogénese
(GARCIA, 1992), estimular a proliferacéo celular (DYSON; YOUNG, 1986; EL
SAYED; DYSON, 1990; ENWEMEKA, 1988; MESTER et al., 1985), acelerar a
sintese de colageno e promover uma diferenciacdo mais precoce do tecido de
granulacédo cicatricial (LAM et al., 1986), promover a formacdo de mRNA
especificas para a formacéo de pro-colagenos dos tipos | e Il (SAPERIA et al.,
1986), aumentar a sintese de ATP dentro das mitocéndrias, ativando linfocitos
e aumentando sua habilidade para ligarem-se a patégenos (COHEN et al.,
1998; MESTER et al., 1985; PASSARELA et al., 1984), promoveu um equilibrio
sobre os efeitos indesejaveis da nicotina, o que possibilitou os resultados mais
satisfatorios evidenciados no presente estudo.

A literatura demonstra trabalhos que documentam a acéo
benéfica dos lasers de baixa intensidade sobre os eventos da reparacdo com
emissores lasers, emitido com diferentes comprimentos de onda: quer
emissores a gas, de He-Ne, com 632,8 nm (AVERBAKH et al., 1976; BISCHT
et al.,, 1994; IIJIMA et al.,, 1993; LYONS et al.,, 1987; MESTER et al., 1968,

1971; MESTER, 1973; PESSOA et al., 2004), ou solidos, de diodo de Arseneto
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de Galio, que emitem na faixa dos 904 nm (ANNEROTH et al., 1988; GARCIA,
1992; HALL et al., 1994) e de Arseneto de Gélio e Aluminio, na faixa dos 635
nm a 830 nm (ARAUJO, 2004; ESPINOSA, 1999; LIMA et al., 2004; LOCCI JR,
2002). No presente estudo foi utilizado emissor laser que emite na faixa de 660
nm, face ao numero reduzido de pesquisas que atestem a efetividade deste
comprimento de onda sobre os eventos da reparacéo tecidual (WEEB et al.,
1998; YU et al., 1994) muito embora alguns autores ndo tenham demonstrado
a acao benéfica deste (WALKER, 2000).

Aliado a observacdo anterior, € oportuno esclarecer que varios
outros parametros terapéuticos merecem ser considerados. Dentre eles, estédo
o tipo de emissor laser, a dosimetria energética aplicada (dose), a poténcia de
saida do laser, a frequéncia de tratamento, o diametro do “spot” de saida, a
distancia da é&rea, a area da ferida, o tempo de irradiacdo, a densidade
energeética, o intervalo de tratamento, entre outros (WOODRUFF et al., 2004).

Deve-se ressaltar que, muito embora os resultados obtidos no
presente estudo sejam motivadores, viabilizando o uso deste recurso no
cotidiano da clinica odontologica, principalmente para pacientes fumantes,
novos estudos devem ser desenvolvidos para que possam elucidar com maior
rigor metodoldgico o0s intrinsecos mecanismos da reparacao tecidual e,

principalmente do uso do laser em baixa intensidade.
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7 CONCLUSAO

Baseado na metodologia utilizada e nos resultados obtidos,

parece licito concluir que:

1. O uso sistémico da nicotina promoveu retardo do processo de reparo de

feridas cutaneas em todos os periodos experimentais.

2. O uso do laser em baixa intensidade, em ratos tratados sistemicamente

com soro fisioldgico ou nicotina, nos parametros utilizados no presente

trabalho, promoveu aceleragcéo do processo de reparacéo tecidual.
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