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Resumo
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A cicatrizacao € um processo fisiol6gico que ocorre diante de injurias
causadas em tecidos vivos. Muitas pesquisas estao sendo realizadas
visando a estimulagdo do reparo tecidual. O objetivo deste artigo foi
avaliar histologicamente a resposta de tecidos epitelial, conjuntivo e
6sseo submetidos a laserterapia de baixa intensidade (LBI) em um
modelo experimental de reproducao alveolar. Como metodologia,
foram realizadas aplicacoes de LBI em quatro grupos de cinco ratos,
nos seguintes parametros: 10 mW poténcia tinica € 660 nm - 7,5 J/cm?;
660 nm - 15 J/cm?; 780 nm - 7,5 J/cm?; e 780 nm - 15 J/cm?. Os
tempos experimentais foram 3, 7, 14, 21 e 28 dias. Como resultado,
os tecidos epitelial e conjuntivo mostraram renovagao celular atipica
e acelerada durante o periodo de irradiacao; o tecido 6sseo teve sua
neoformacdo acelerada, porém de igual padrao ao grupo controle.
Concluiu-se que os tecidos epitelial € conjuntivo reagiram a
estimulacao de LBI com renovacao celular constante. No tecido 6sseo
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houve uma aceleragao da neoformacao e reparacao 6ssea, dentro dos
padroes de normalidade.

Abstract

Wound healing is a physiological process of live tissues. Researches
have been made in order to improve this process and establish a fast
patient rehabilitation. The aim of this study was to evaluate the
histological effects of LLLT AsGaAl (A = 660nm, 780nm; W = 10mW;
€ = 7,5; 15J/cm?; t = 5 min) on the epithelial, connective and bone
tissue healing, on an alveolar model. Rats were submitted to the
surgical creation of an alveolus between the lower incisor and the first
mandibular molar, on both sides. After LLLT application, they were
sacrificed on 3, 7, 14, 21, and 28 days. The results showed epithelial
and connective tissues with accelerated growth during LLLT
application; osseous tissue with accelerated neoformation, however
following normal patterns. Thus, epithelial and connective tissues
responded to LLLT by means of steady cellular renewal; osseous tissue

showed accelerated healing, similar to the normal growth patterns.

Introducao

A cicatrizacdo é um dos processos mais
estudados atualmente. Pesquisas tém avaliado a
importancia de sua estimulacdo na reabilitacao
funcional e estética do paciente. Esta pode ocorrer
por primeira ou segunda intencdo, com estagios
inflamatdrio, fibroblastico e remodelador [27, 26].

O laser é uma radiagao eletromagnética nao-
ionizante, com caracteristicas de monocromaticidade,
coeréncia, direcionalidade e possibilidade de
focalizacdo em pequenas areas [3, 12]. Os lasers sao
classificados em alta (LAI) e baixa intensidade (LBI).
Entre os mais utilizados para cicatrizagao estao o
de HeNe (hélio-nednio), AsGa (arseneto de galio) e
AsGaAl (arseneto de galio e aluminio) [32, 7].

Os LBI infravermelhos sao considerados mais
eficazes para analgesia, e os do espectro vermelho,
para cicatrizacao [31]. Seus efeitos primarios sao
bioquimicos, bioelétricos e bioenergéticos [33, 27].
O LBI nao causa lise celular. Atua pelo aumento do
metabolismo, proliferacao e maturacao celular,
aumento da quantidade de tecido de granulacao e
diminuicao dos mediadores inflamatérios, induzindo
o processo de cicatrizacao [5, 7]. A camada tecidual
a ser atingida depende do tipo de laser, da poténcia,
do comprimento de onda e do tempo de irradiacao.
Quanto menor o comprimento de onda, maior sua
acao e poder de penetracao [10, 3]. Lasers com
comprimentos de onda entre 640 e 940 nm devem
ser aplicados de modo pontual a lesao [20, 25, 27].

Entre os processos celulares que respondem a
bioestimulacao podem ser citados: atividade mitética

das células epiteliais [17], modificacao da densidade
capilar [21], estimulacdo da microcirculacao local
[13] e sintese do colageno in vitro[1, 8, 20] e in vivo
(2, 13, 18, 20, 28].

Segundo Carvalho et al. (2002) [9], os métodos
nao-farmacolégicos que estimulam o reparo 6sseo
sao atividade fisica, nutricao, estimulacao elétrica,
ultra-som e LBI. De acordo com Walsh (1997) [34],
estimular a formacao de colageno e aumentar a
tensao da ferida sao funcoes da LBI na cicatrizagcao
por segunda intencao. Em 2000 Freitas et al. [11]
utilizaram a LBI de HeNe em fraturas de ratos, nas
doses de 3,15 J/cm?, 31,5 J/cm?e 94,7 J/cm?.
Observaram que a neoformacao 6ssea foi maior, € o
tempo de reparo, menor, a medida que aumentava
a densidade de energia.

Com base na literatura apresentada, este
trabalho teve por objetivo estudar a cicatrizacao de
tecidos epitelial, conjuntivo e 6sseo associados a
quatro diferentes parametros de laserterapia.

Metodologia

Foi realizado um estudo experimental, in vivo,
randomizado, com 20 individuos Rattus novergicus
albinus, cepa Wistar, género masculino, idade de 150
dias, peso de 300 g, divididos em quatro grupos de
cinco ratos. O lado direito da mandibula foi o
controle, e o lado esquerdo, o teste. O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
UnicenP — protocolo 111/2006.

Os grupos 1 e 2 receberam LBI (Twin Laser, MM
Optics) com comprimento de onda de 660 nm, € os



grupos 3 € 4, de 780 nm. A densidade de energia
para os grupos 1, 2, 3 e 4 foi, respectivamente, 7,5,
15, 7,5 e 15 J/cm?. As aplicacoes foram realizadas
diariamente por 5 minutos, a cada 24 horas, durante
todo o periodo experimental.

Os ratos foram sedados por 1 minuto com
halotano, por via inalatdria, e anestesiados com
cloridrato de quetamina a 10%, associado a
cloridrato de xilazina a 2%, por injecao
intraperitoneal. Em seguida infiltrou-se anestésico
local na regiao a ser operada com mepivacaina 2% e
adrenalina 1:100.000.

As cirurgias dos dois lados foram realizadas no
mesmo tempo operatério. Cada procedimento
cirurgico foi constituido de uma incisao retilinea de
0,5 cm feita com lamina 15 e cabo de bisturi n.° 3,
entre o incisivo inferior e o tendao do miusculo
masseter. Apés, efetuou-se o descolamento dos
tecidos epitelial e conjuntivo, expondo-se o tecido
O0sseo. Nessa area foi feito um defeito 6sseo com
broca esférica n.° 4, montada em peca reta e motor
elétrico de 30.000 rpm sob irrigacao e aspiracao
constantes. O defeito atingiu tecido cortical e
medular, sem romper a face lingual da mandibula.
A cavidade foi tratada e seguiu-se a sutura com
pontos simples e fio de seda 4.0. Ap6s o término do
procedimento cirargico o laser foi aplicado no lado
teste.

No periodo pés-operatério os animais foram
armazenados em gaiolas proprias e alimentados com
racao e agua. Para a analgesia foi utilizada solucao
de Paracetamol (40 mg/kg de peso). A sutura foi
removida em 7 dias.

Os tempos experimentais foram de 3, 7, 14, 21
e 28 dias pés-operatoérios. A eutanasia de um animal
de cada grupo a cada tempo experimental foi
realizada na camara de gas. As mandibulas foram
separadas ao meio com o auxilio de um motor
elétrico e broca 703. O tecido mole foi removido de
toda a peca e separado da area do defeito cirargico.
As pecas foram colocadas dentro de um frasco com
formol a 10%, para posterior processamento
histolégico. As laminas foram coradas com
hematoxilina e eosina.

Resultados

Tecidos epitelial e conjuntivo — grupo controle:
no 3.° e no 7.° dia, houve processo inflamatério
difuso agudo e crénico. No 21.° dia, ocorreu presenca
de tecido fibroso, e no 28.°, processo de cicatrizacao
completo.

Tecidos epitelial e conjuntivo — grupos teste:
no grupo 1, no 3.° dia, foi possivel observar presenca
marcante de processo inflamatério agudo. No 7.° dia,
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verificou-se epitélio acantético com proliferacao de
camada basal e tecido conjuntivo denso associado a
moderado processo inflamatério crénico (figura 1A).
No 14.° dia, houve inicio de células vacuolizadas com
nucleo picnético e tecido conjuntivo com
caracteristicas usuais (figura 2A). No 21.° e no 28 .°
dia, notou-se cicatrizacao completa com atrofia
epitelial e fibrose tecidual.

O grupo 2 apresentou resultados semelhantes
ao grupo 1 no 3.° dia. No 7.°, houve proliferacao da
camada basal e inicio de vacuolizacao de células
epiteliais, em processo de apoptose (figura 1B).
Observou-se evolucao desse quadro no 14.° dia, com
intenso processo queratético profundo circundado
por células em apoptose e tecido conjuntivo denso
(figura 2B). No 21.° e no 28.° dia, ocorreu cicatrizacao
tecidual com atrofia epitelial e fibrose tecidual.

Ja no grupo 3, deu-se marcante processo
inflamatério crénico no 3.° dia. No 7.°, observou-se
inicio de vacuolizacao epitelial e processo apoptético,
com perda da coesao epitelial e intenso processo
inflamatério crénico (figura 1C). No 14.°, evidenciaram-
se areas de acantose epitelial e ortoqueratose (figura
2C). No 21.° e no 28.° dia, houve evolucao das
caracteristicas do 14.° dia e término da cicatrizagao.

Nos trés primeiros dias, o grupo 4 foi semelhante
ao grupo 3. No 7.° dia, verificaram-se areas focais
de queratinizacao e fibrose de tecido conjuntivo
(figura 1D). Em 14 dias, houve discreto numero de
células com padrao de vacuolizacao e queratinizacao
mais evidente, associada a processo inflamatério
cronico em grande quantidade (figura 2D). No 21.°
dia, ocorreram diminuicao da vacuolizagao,
conjuntivo denso e fibroso, apoptose e degeneracao
celular. Em 28 dias, notou-se final da cicatrizacao
com diminuicao das caracteristicas de 21 dias.

Tecido ésseo — grupo controle: no 3.° € no 7.°
dia, observaram-se presenca de processo
inflamatério agudo e inicio de deposicao de osteéide.
Em 14 dias, formagao de ilhas de osso compacto,
entremeadas por tecido conjuntivo denso. No 21.°
dia houve formacao d6ssea compacta, cortical e
medular. No 28.°, notou-se o calo 6sseo, cortical e
medular, de aspecto compativel com a normalidade.

Tecido 6sseo — grupos teste: no grupo 1, no 3.°
e no 7.° dia, comecou a deposicao de ostedide. Em
14 dias, ocorreu inicio da ossificacao proveniente
do peri6steo na area periférica da cavidade (figura
3A). No 21.° e no 28.° dia, deu-se formacao 6ssea
completa, com espiculas interligadas, similares a
formacao 4ssea intramembranosa.

O grupo 2 apresentou o mesmo padrao do grupo
1 no 3.° dia. No 7.°, houve maior formacao 6ssea
comparada ao grupo 1, de mesmo padrao (figura
3B). No 28.° dia, formou-se calo dsseo.
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No grupo 3 ocorreu ossificagdo em maior
quantidade, se comparada com os mesmos tempos
dos grupos anteriores. Em 14 dias, verificaram-se
tecido de granulacao ricamente vascularizado e
aposicao de tecido 6sseo no fundo da cavidade
(figura 3C). No 21.° dia, observou-se osso medular
formado, circundado por cortical. No 28.°, deu-se
formacao 6ssea normal.

O grupo 4 teve ossificagdo acelerada em relacao
ao grupo 3. No 7.° dia, observou-se formacao 6ssea
centrifuga. Em 14 dias, notou-se processo de
ossificacdo intramembranosa, com alto grau de
neoformacgao 6ssea (figura 3D). No 21.° dia,
ocorreram ilhas de osso compacto entremeadas por
tecido conjuntivo, com 4areas de processo
inflamatério cronico. No 28.° dia, o tecido que
circundou a loja Ossea se apresentou
moderadamente compacto, porém nao a envolveu
como um todo.

Figura 1 - 7 dias - tecidos epitelial e conjuntivo - HE
A: 40X; B: 100X; C: 40X; D: 40X

Figura 2 - 14 dias - tecidos epitelial e conjuntivo - HE
A: 100X; B: 100X; C: 40X; D: 40X

Figura 3 - 14 dias - tecido 6sseo - HE
A: 100X; B: 40X; C: 100X; D: 100X

Discussao

Para este estudo foi criado um modelo
experimental que simulou o alvéolo. Autores como
Mester et al. (1971) [22], Anneroth et al. (1988) [4],
Schindl et al. (1998) [29], Abergel et al. (1987) [2],
Tatarunas et al. (1998) [31], Ozawa et al. (1998) [24],
Freitas et al. (2000) [11], Giordano et al. (2001) [16]
e Bayat et al. (2006) [6] utilizaram ratos para estudo
de cicatrizacdo. Ja Takeda (1988) [30], Neiburger
(1995) [23] e Garcia et al. (1996, 2000) [12, 15]
realizaram suas pesquisas na cavidade bucal dos
ratos favorecendo a aplicacao dos resultados na
clinica odontolégica.

O estudo da LBI na cavidade bucal permitiu a
avaliacao dos tecidos epitelial, conjuntivo e 6sseo, o
que concorda com os autores Garcia (1992) [13],
Garcia et al. (1995, 1996, 2000) [14, 12, 15],
Theodoro e Garcia (2001) [32], Baxter (1994) [5],
Bourguignon Filho et al. (2005) [7], Dallan e Oliveira
(2000) [10], Almeida (2004) [3], Mester (1973) [18],
Mester e Jaszsagi-Nagy (1973) [19], Mester et al.
(1971, 1978, 1985) [22, 21, 20], Kana et al. (1981)
[17], Abergel et al. (1984, 1987) [1, 2], Bulton e
Marshall (1986) [8], Walsh (1997) [34], Anneroth et
al. (1988) [4], Takeda (1988) [30], Neiburger (1995)
[23], Schindl et al. (1998) [29], Tatarunas et al.
(1998) [31], Ozawa et al. (1998) [24], Freitas et al.
(2000) [11], Giordano et al. (2001) [16] e Bayat et
al. (2006) [6].

Entre os lasers disponiveis comercialmente foi
escolhido o de AsGaAl, em dois comprimentos de
onda. O de 780, infravermelho, apresentou os
melhores resultados na cicatrizacao, o que concorda
com Tatarunas et al. (1998) [31].

Segundo Dallan e Oliveira (2000) [10] e Almeida
(2004) [3], a profundidade de penetracao ¢



inversamente proporcional ao comprimento de onda.
Os comprimentos de onda empregados (660 nm e
780 nm) fazem parte do espectro de ondas
eletromagnéticas curtas, o que favoreceu o seu uso
para estudo da cicatrizacao 6ssea como descrito nos
trabalhos de Giordano et al. (2001) [16] e Ozawa et
al. (1998) [24], que utilizaram, respectivamente, 670
e 830 nm.

Segundo Parizzoto e Baranauskas (1998) [25] e
Rocha (2004) [27], a aplicacao deve ser pontual,
dado o modo de absorcao da luz pelas células. Esta
metodologia seguiu esse modo de aplicacao.

Em relacao a poténcia e a densidade de energia,
Mester et al. (1971) [22], Abergel et al. (1987) [2],
Anneroth et al. (1988) [4], Takeda (1988) [30], Garcia
et al. (1996, 2000) [12, 15], Tatarunas et al. (1998)
[31], Freitas et al. (2000) [11], Giordano et al. (2001)
[16] e Bayat et al. (2006) [6] trabalharam,
respectivamente, com 0,5, 1, 4, 5 ¢ 10 J/cm?; 1.56
mW - 1.22J/cm?; 0,5-3,5 mW; 25 nW - 20J/cm?; 0,5,
3,5 mW, 10 mW - 0.36 J/cm?; 27 mW - 2 e 4 J/cm?;
3,15 J/ecm?, 31,5 J/cm? e 94,7 J/cm?; 10 mW -
6J/cm?; 1,2 J/cm?; 120 s e 2,4 J/cm?. Este trabalho
utilizou poténcia tinica de 10 mW e densidades de
energia de 7,5 e 15 J/cm? O objetivo foi associar
comprimentos de onda curtos com densidade de
energia elevada, buscando um padrao de cicatrizacao
acelerado e compativel com a normalidade.

O tempo de aplicacao foi de 5 minutos diarios,
durante todo o periodo experimental. Os resultados
histolégicos mostraram que os grupos que
receberam LBI por mais dias apresentaram
estimulos celulares e teciduais diferenciados.

A combinacao desses parametros sobre tecidos
epitelial e conjuntivo resultou em presenc¢a marcante
de processo inflamatério agudo e croénico,
vacuolizacao epitelial, mitose atipica, apoptose,
atrofia epitelial, tecido conjuntivo denso e fibroso e
queratinizacao anormal. Baxter (1994) [5],
Bourguignon Filho et al. (2005) [7], Kana et al. (1981)
[17], Mester et al. (1971) [22], Garcia et al. (1995)
[14], Abergel et al. (1984, 1987) [1, 2], Bulton e
Marshall (1986) [8], Walsh (1997) [34], Takeda
(1988) [30], Tatarunas et al. (1998) [31], Schindl et
al. (1998) [29] e Bayat et al. (2006) [6] encontraram
resultados semelhantes.

A alteracao epitelial mais marcante,
principalmente apés os 14 dias, foi a vacuolizagao
de células epiteliais, seguida de mitoses atipicas e
apoptose, levando a atrofia tecidual. Isso sugere que,
quanto mais irradiadas forem as células, maiores
serao o metabolismo e a renovacao tecidual. Levando
em conta essa observacao, sugere-se que a LBI nao
seja aplicada ap6és o tempo fisiolégico de cicatrizacao.
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Sobre o tecido 6sseo, a alteracao mais evidente
foi a aceleracao da neoformacao, em todos os seus
estagios. O padrao de formacao e a celularidade nao
foram alterados pela LBI nos grupos 1, 2 ¢ 3. No
grupo 4, a aplicacado por 28 dias resultou em
processo inflamatério cronico entremeado no tecido
formado, retardando a cicatrizacao, o que corrobora
os resultados encontrados por Carvalho et al. (2002)
[9], Takeda (1988) [30], Garcia et al. (1996, 2000)
[12, 15], Ozawa et al. (1998) [24].

Freitas et al. (2000) [11] obtiveram aumento da
neoformacao 6ssea e diminuicao do tempo de reparo
proporcionais ao aumento da densidade de energia
da LBI. Tal aspecto concorda com este trabalho, uma
vez que o grupo 3 apresentou a melhor cicatrizacao
6ssea. Foi possivel observar, também, que em todos
os grupos estudados as alteracoes seguiram padroes
semelhantes a cicatrizacao fisiolégica.

Conclusao

Com base nos parametros estudados, foi

possivel concluir que:

* 0 modelo experimental proposto possibilitou
o estudo do reparo alveolar;

* nos tecidos epitelial e conjuntivo, os resultados
favoraveis da estimulacao por LBI ocorreram
até o término do tempo de cicatrizacao
fisioldgica;

* no tecido 6sseo, a LBI acelerou a neoformacao

e a cicatrizagao, o que favoreceu a reparacao
6ssea, com o mesmo padrao celular da
normalidade;

mais estudos se fazem necessarios para
elucidar os mecanismos de atuacao da LBI e
os parametros ideais que devem ser utilizados
na pratica clinica.
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